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Editorial

Reticencia vy rechazo ante Ia vacunacion: un riesgo emergente
Vaccine hesitancy and refusal: an emerging risk

Luis Urbiztondo?, Eva Borras'?

'Programa de vacunaciones. Agencia de Salud Pablica de Cataluna. Generalitat de Catalunya, Barcelona.

“CIBER de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP).

Entre los contenidos habituales de esta revista destacan las
enfermedades nuevas, emergentes, re-emergentes o de impacto
para la salud publica global. Conseguir vacunas eficaces contra
algunas de estas enfermedades es a la vez un desafio y una espe-
ranza para poder controlarlas. En los Ultimos afos, la emergencia
de enfermedades como el MERS por coronavirus, el Zika o los
diversos brotes de Ebola, han impulsado y supuesto un reto para
buscar nuevos enfoques tanto en el desarrollo de vacunas como
en el disefo de los ensayos clinicos para evaluar las vacunas candi-
datasy poder disponer de ellas en periodos de tiempo razonables,
esto se ha puesto de manifiesto claramente en la utilizacién de las
vacunas para el control de los Ultimos brotes de Ebola'2

Mientras continuamos sofiando con tener vacunas contra el
VIH tanto preventivas como terapéuticas, 0 vacunas antigripales
universales que proporcionen proteccién contra las variaciones
estacionales o posibles pandemias de gripe, hemos observado la
reemergencia de enfermedades que ddbamos por controladas
como la tos ferina o el sarampidén?®. En el caso de la tos ferina, la
limitacion de la propia vacuna para proporcionar inmunidad de
larga duracién es uno de los motivos del problema® pero para
el sarampion se dispone de una vacuna muy eficazy, aunque se
producen fallos vacunales por uso de vacunas mal conservadas®,
la disminucién de las coberturas es lo que explica la actual ree-
mergencia en Europa y en paises donde llego a estar eliminada
la enfermedad. Después de no haber registrado un solo caso
desde los afios ochenta, en 2015 nos impacté la muerte por
difteria de un nifo no vacunado®. Aunque este Ultimo sea un caso
aislado, también pone de manifiesto un hecho al que debemos

enfrentarnos: algunas personas piensan que nNo vacunarse, o
no vacunar a sus hijos, es mejor que hacerlo’. Sila reticencia y el
rechazo subsiguiente a la vacunacion afecta las coberturas de
vacunacion, haciendo que se sitden por debajo del nivel critico
necesario para mantener la inmunidad de grupo, la aparicién
de brotes y el aumento de la incidencia de estas enfermedades
es inevitable® La confianza en los programas de vacunacion es
crucial para mantener la cobertura por encima de estos niveles’.

En un reciente editorial de la revista Vacunas se recuerda que
los movimientos antivacunas surgieron de manera casiinmediata
tras la aparicion de las vacunas'®. Los niveles de seguridad exigi-
dosalas vacunas no tenian nada que ver con los actuales, lo que
sin duda producia rechazo por temor a los efectos adversos. En la
actualidad el miedo a las vacunas prevalece como un motivo de
no vacunacion debido a un hecho paraddjico: las enfermedades
que evitan no se perciben como un riesgo al haber disminuido
drasticamente o desaparecido en algunos territorios (gracias a
las vacunas). Por el contrario, se considera que las vacunas son
innecesarias, que su uso obedece Unicamente alos intereses eco-
némicos de las industrias farmacéuticas, e incluso son peligrosas.

Aunque siempre han existido movimientos antivacunas, es-
tos eran minoritarios y tenfan poca repercusion sobre el conjunto
de la sociedad. Un cambio sustancial entre los movimientos en
contra de las vacunas actuales y los del pasado es su capacidad
de difusion de la informacién, mayoritariamente por internet a
raizde la aparicion de las redes sociales, con un efecto mediético
no despreciable y la dificultad de la poblacion para poder evaluar
la credibilidad de las fuentes o la relevancia de la informacion™.

Correspondencia: Luis Urbiztondo
E-mail: luis.urbiztondo@gencat.cat
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Luis Urbiztondo, et al.

En 2017 se proponia en esta revista que la actitud antivacunas
fuera considerada una enfermedad social emergente y, como tal,
estudiada con rigor cientifico para poder abordar su tratamiento
y prevencion'?. Aunque explicitamente esta consideracion no se
ha establecido, se ha asumido de forma tacita y en la actualidad
disponemos de herramientas que permiten hacer un diagnés-
tico de la situacion y proponer estrategias para abordarlo™. En
marzo de 2012, el Grupo de trabajo del SAGE (Strategic Advisory
Group of Experts on immunization) sobre reticencia ante la vacu-
nacion (SAGE Working Group on Vaccine Hesitancy) de la OMS se
propuso definir el término “vaccine hesitancy’, hacer un mapa
de sus determinantes y desarrollar herramientas para medir la
reticencia ante las vacunas en entornos donde cada vez es mas
evidente, con el objetivo de caracterizar la naturaleza y magnitud
de los problemas, desarrollar estrategias y politicas apropiadas
para abordar las inquietudes expresadas y mantener la confianza
en la vacunacion'. El Grupo de trabajo se refiere a la reticencia
vacunal como el retraso en la aceptaciéon o el rechazo de la
vacunaciéon a pesar de su disponibilidad. La reticencia es un
fendbmeno complejo y especifico de cada contexto, varia con el
tiempo, geograficamente y segun las vacunas. La reticencia a las
vacunas depende de la percepcion del riesgo de las enfermeda-
des evitables mediante vacunacién y de la satisfaccion respecto
a las vacunas y los programas de vacunacion. Esta determinada
por aspectos como la aceptacion (complacency), la accesibilidad
(convenience) y la confianza (confidence)™. Si bien la aceptaciony
la accesibilidad se relacionan con el riesgo percibido de la enfer-
medady lafacilidad con la que se pueden recibir a los servicios de
vacunas, la confianza depende de la creencia en la efectividad y
seguridad de las vacunas y en el sistema sanitario que las brinda.

Segun una encuesta realizada por el Colegio de Médicos
de Barcelona el ano 2017, el 79% de los médicos manifiesta que
atiende pacientes reticentes a la vacunacion, aunque el rechazo
total se estima inferior al 3%, el rechazo o la demora para algunas
vacunas es bastante frecuente y puede afectar hasta el 15% de
la poblacion''. El mes de octubre de 2018 se publicd un Informe
para la Comisién Europea sobre el estado de la confianza en la
vacunacion en la Unién Europea (UE) que evalla la confianza en
las vacunas por parte de la poblacion en los 28 estados miem-
bros de la EU y entre los médicos generales en diez estados
miembros de la EU. En este estudio se constata que, en general,
las percepciones de la poblaciéon sobre las vacunas son en gran
medida positivas, sin embargo, existen grandes variaciones en
la percepcion sobre la importancia, la seguridad y la eficacia de
las vacunas entre los paises estudiados. Portugal es el pafs que
mas confia en las vacunas y Francia, Letonia, Bulgaria, Polonia
y Eslovaquia los que menos. Hay una mejora de la confianza

respecto a 2015 en Francia, Grecia e lItalia, Eslovenia, Espafa,
Holanda y Reino Unido. El nivel de confianza de los médicos es,
en general, elevado y mejor que el de la poblacion. Se observa
una correlacion entre la confianza de los médicos y el nivel de
confianza de la poblacion, cuando se incrementa el nivel de
confianza de los médicos en las vacunas, también mejora el de
la poblacion general. En Espana, los niveles de confianza de la
poblacién son altos en todos los aspectos explorados y se sitéian
entre los mejores de Europa (entre el 2.2y 6.2 lugar del conjunto
de los 28 pafses)’.

Las coberturas de vacunacion en Espafa son muy buenas
y el porcentaje de poblacién que se opone radicalmente a la
vacunacion muy pequefo. No obstante, como afirma la Profe-
sora Heidi Larson, Directora del Vaccine Confidence Project, “la
confianza en las vacunas es dindmica y voldtil y debe ser vigilada
de cerca, especialmente teniendo en cuenta los riesgos para la salud
publica dela reticencia y rechazo ala vacunacion™. Para mantener
la confianza de la poblacion en la vacunacion, las elevadas cober-
turas y el impacto sobre la epidemiologia de las enfermedades
que hemos alcanzado, es imprescindible no bajar la guardia. Es
necesario profundizar en nuestro conocimiento de la situacion,
cuantificar los rechazos a la vacunacion y conocer su distribucion
en el territorio para poder elaborar mapas de riesgo. Hay que
planteary prever estrategias para poder responder a situaciones
criticas motivadas por la reticencia y el rechazo a la vacunacion.
Por ejemplo, aunque consideramos adecuado que la vacunacion
no sea obligatoria, es necesario conocer la situacion vacunal de
los alumnos en los centros escolares ya que las repercusiones de
estar, o no estar, vacunado no son solo individuales. Deben estar
claras las situaciones, como puede ser un brote de sarampion,
en que los alumnos no vacunados no puedan asistir a clase.
Ademas, hay alumnos con ciertas patologias para los que las
enfermedades prevenibles con vacunas representan un gran
riesgo (que en muchos casos no pueden ser vacunados por
razones médicas) para los que es fundamental que la cobertura
vacunal de sus compaferos no baje del umbral que garantiza
suficiente inmunidad de grupo. Actualmente se solicita el estado
vacunal para matricularse enlos centros educativos, pero ademas
los padres que optan por no vacunar a sus hijos deberfan ser
informados de los riesgos y la responsabilidad que implica su
decision y aceptarlos de forma explicita. Los sanitarios respon-
sables de ejecutar los programas preventivos en la escuela han
de monitorizar la cobertura de vacunacién en las aulas e incluir
el seguimiento de los nifios no vacunados y realizar actuaciones
con el objetivo de revertir esta situacion.

Aunqgue el Barémetro Sanitario 2016 indica que en Espafia el
16,9% de las personas encuestadas no sabe y el 8,2 estd de acuer-
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do con la afirmacion que las vacunas “‘conllevan mas riesgos que
beneficios"y un 11,5% considera mejor “pasar la enfermedad de
forma natural’, el 89,6% esta de acuerdo en que“son eficaces para
prevenir enfermedades”y el 88,8% con que “es importante recibir
todas las dosis de cada vacuna para estar protegido/a”'¢, ademas,
en 2017 el porcentaje de nifos primovacunados en el primer afio
de vidafue del 97,5%'”. Nuestro pais tiene algunas caracteristicas
que pueden explicar, al menos en parte, la situacién favorable
a las vacunas de la que disfrutamos; El sistema sanitario publico
garantiza el acceso universal a las vacunas de forma gratuita y
equitativa, con programas de vacunacion similares en todas las
Comunidades Auténomas (CCAA). Los servicios de atencion pri-
maria disponen de atencién pediatrica, con programas de control
del niflo sano que incluyen la vacunacion sistemaética. La labor
de pediatras y enfermeras de pediatria es fundamental ante las
actitudes reticentes a la vacunacion, ya que estan en primera linea
en contacto con las familias, resuelven las dudas de los padres
y explican la importancia de la vacunacion. No se rechaza a los
padres reticentes consiguiendo que la mayoria opten por vacunar
a sus hijos y que otros acepten algunas vacunas y se mantenga
la adherencia para no impedir que puedan ser vacunados mas
adelante de las restantes. Aunque la vacunacion de los adultos no
alcanzalas coberturas conseguidas en la infancia, recientemente
se ha producido un avance que permite ser optimistas, al haberse
aprobado por Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de
Salud unas recomendaciones consensuadas por las CCAA y el
Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social que amplian
los calendarios de vacunacién sistematicos a la edad adulta y
homogenizan las indicaciones de vacunacién para grupos de
riesgo, que recogfan las comunidades auténomas de forma he-
terogénea'®”. Ademads, en los Ultimos afos, también se puede
apreciar una actitud critica por parte de los periodistas respon-
sables de informacion cientifica frente a los grupos antivacunas 'y
las creencias sin base cientifica que promueven esta tendencia. A
esto cabe afadir el plan emprendido por el gobierno del estado
en contra de contra las terapias no validadas cientificamente®?',

Enrelacién con este Ultimo aspecto, probablemente uno de
los problemas méas importantes de la sociedad actual es la prolife-
racion de la pseudociencia, que ha se ha insertado en el sistema
econémico-social y utiliza sus herramientas comunicativas para
publicitarse, lo que comporta un fraude con propdsito de lucro,
pero, ademas, desvirtda la ciencia y causa un embrutecimiento
y retroceso cultural?. Minimizar los riesgos de la pseudociencia
es una tarea que incumbe, pero sobrepasa las competencias del
sistema sanitario y que ha de ser abordada por el conjunto de la
sociedad, con un papel destacado de los medios de comunica-
cion. Ladivulgacion cientifica, que tiene como objetivo principal

Reticencia y rechazo ante la vacunacién: un riesgo emergente

rebajar la brecha intelectual entre conocimiento especializado
y conocimiento popular es la herramienta méas potente para
este cometido. En contra de lo que postulan los movimientos
antivacunas, es necesario informar sobre los beneficios que pro-
porcionan las vacunas a nivel individual y colectivo, considerar
la vacunacién como parte de una conducta de vida saludable
y el acceso a ésta un derecho fundamental de todos los nifios.

Un aspecto que merece mayor investigacion es el estudio de
los pensamientos y sentimientos que tienen las persones que se
vacunan, 0 vacunan a sus hijos, y los procesos sociales que condu-
cenalavacunacion. Tampoco han sido foco de investigacion los
activistas provacunacion ya que, al contrario que los antivacunas,
su aparicion es reciente?. En general, los defensores de la vacuna-
cidnhan sido laadministracion sanitaria, los proveedores de salud
y los cientificos, pero recientemente han aparecido activistas de
lavacunacion, por ejemplo, grupos de ciudadanos que se reiinen
en las redes sociales para contrarrestar la presencia de activistas
antivacunasy padres afectados por la pérdida o enfermedad de
un nino a causa de una enfermedad prevenible por vacunacién
que se convierten en activistas organizados.

Abordar las causas de la reticencia a la vacunacién y las
barreras para la aceptacion de la vacuna es una tarea compleja
que requiere deteccién, diagndstico e intervencion adaptada
a la situacion concreta, ya que no existe una estrategia simple
que pueda servir en todas las circunstancias. Pero también es
necesario apoyar activamente a las personas que aceptan la va-
cunacion; demostrar que su decision es valiosa e importante, no
solo para ellos y sus familias sino también para la comunidad. El
conocimiento de los factores que favorecen la vacunacion puede
ser muy importante para anclar esta conducta y desarrollar la
capacidad de recuperacion de la aceptacion de la vacuna espe-
cialmente en situaciones de crisis confianza que pueden conducir
a inestabilidad con disminucion brusca de las coberturas® .

Finalmente, otro reto de los programas de vacunacion es
aumentar la transparencia y fomentar la participacion de la
poblacion en las decisiones de vacunacion. Se debe de explicar
mejor a los ciudadanos comoy porque se deciden las estrategias
de vacunaciény proporcionar informacion para que, comoya se
hace en las decisiones individuales de salud, puedan compartir
la politica vacunal del pafs.
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Summary

Background: The objective of this study was to investigate the risk factors of sporadic Salmonella (SA) and S.
Typhimurium (ST) infections to make appropriate recommendations to prevent these diseases.
Methods: From September 2014 to August 2015, a population-based matched (age and gender) case-control
(1:2) study was carried out by the epidemiologic division of the Public Health Center of Castellon (Spain). Cases
were defined as patients with positive SA and ST cultures that had been isolated from feces and reported by the
microbiology laboratories of the Castellon Hospital General and Vila-real Hospital La Plana (Spain). Salmonella
serotype was identified in the National Centre of Microbiology (Madrid, Spain).
Results: We reported a total number of 327 SA cases. After excluding SA infections from outbreaks, we studied
212 cases among which 148 where ST infections. A total of 424 matched controls where included in the study.
The 49.5% of cases were children <5 years old. Common risk factors associated with SA and ST infections were
Key words:  consumption of pork products and dried pork sausages, contact with diarrhea patients, and mammals at home.
Salmonella Infection.  Veal and turkey meat consumption was protective. Interestingly, we observed that the higher the intake of pork
Salmonella Typhimurium.  products, the greater the risk of case’s hospitalization.
Case-control. Risk factors.  Conclusions: SA infections mostly affected young children and ST infections were associated with the con-
Swine. Child.  sumption of pork products.

Factores de riesgo de infecciones esporadicas por Salmonellay
Salmonella Typhimurium en Castellén (Espaia): un estudio caso-control
apareado

Resumen

Introduccidn: El objetivo fue investigar factores de riesgo de infecciones esporadicas por Salmonella (SA) y
Salmonella Typhimurium (ST) para realizar recomendaciones preventivas de estas enfermedades.
Métodos: Desde septiembre del 2014 hasta agosto de 2015, la Seccion de Epidemiologia del Centro de Salud
Publica de Castellén llevo a cabo un estudio caso-control apareado (1:2) por edad y género. Los casos fueron
pacientes con coprocultivos positivos a SA'y ST, notificados por los Laboratorios de Microbiologia de los Hos-
pitales General de Castellén y La Plana de Vila-real. El serotipo de las Salmonellas fue identificado en el Centro
Nacional de Microbiologia (Madrid).
Resultados: Se notificaron 327 casos de infecciones por SA, y se estudiaron 212 casos, de ellos fueron 148
infecciones por STy 424 controles. Se excluyeron infecciones SA ocurridas en brotes. El 49.5% de los casos eran
nifos menores de 5 anos. Los factores de riesgos fueron consumo de productos porcinos, longanizas secas de
Palabras clave: cerdo, contacto con pacientes con diarrea, y presencia de algiin mamifero en el hogar. El consumo de terneray
Salmonella Infeccion. Salmonella  pavo fue protector. Se observé mas riesgo de hospitalizacion a mayor consumo de productos porcinos.
Typhimurium. Caso-control.  Conclusiones: Las infecciones por SA afectaron principalmente a nifios pequenos, y las infecciones por ST se
Factores riesgo. Cerdo. Nifios.  asociaron al consumo de productos porcinos.

Correspondencia: Alberto Arnedo-Pena
E-mail: albertoarnedopena@gmail.com
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Introduction

Salmonella Typhimurium (ST) and Salmonella Enteritidis (SE)
are the most frequent etiologic agents of Salmonella infections
(SA) in some countries', including Spain. In this country, ST has
a higher incidence than SE? and the cost of these infections to
society is high®. While SE infections and foodborne outbreaks have
been well documented and frequently related to chicken eggs
consumption?, ST serotype has a great variety of animal reservoirs
and itis commonly presented as sporadic cases where the source
of infection is usually unknown?®. However, recent studies indicate
that the main risk factor of ST and its monophasic variant in Europe
is pork products consumption®.

In Spain, investigations into recent foodborne outbreaks
caused by monophasic ST found that the consumption of pork
products was associated with the infection””. Nevertheless, few
studies have been conducted on sporadic salmonellosis to assess
the source of the infection'.

The objective of this study was to find the factors associated
with the incidence of sporadic SA and ST infections in Castellon
to propose appropriate control and prevention measures.

Materials and methods

A population-based matched case-control study was carried
out by the Epidemiology Division (ED) of the Public Health Center
in Castellon (Spain) from September 2014 to August 2015. The
cases were positive Salmonella culture isolated from feces by
the Microbiology Laboratories of Hospital General of Castellon
(HGC) and Hospital La Plana-Vila-real (HPV) and serotyped at the
National Centre of Microbiology (NCM) at Majadahonda (Madrid).
SA patients associated with outbreaks were excluded, as were
those isolated from blood, urine, and skin abscesses. For each
case, two controls (1:2) matched by age (one year) and gender
were obtained. Two age groups were considered for ST, 0-4 years
old and 5 years and over.

When the ED received a positive Salmonella culture, the
physician, who had attended the patient and requested the
Salmonella culture, was contacted and permission was sought
tointerview two controls from their patient list. Two controls and
two other reserve controls were randomly chosen, matched by
age and gender. ED staff interviewed the Salmonella patients and
the controls by telephone using the same questionnaire. If the
controls had had from diarrhea in the previous 30 days or lived
in a nursing home, they were excluded.

The questionnaire covered several potential factors associa-
ted with SA, including contact with patients who have diarrhea,

taking antibiotics in the last 15 days, habitually consuming of
certain foods (meat, fish, eggs), drinking unsafe water, food hy-
giene practices at home, animals at home, attending day-care or
school, restaurant visitin the last 15 days, and some demographic
questions. Food consumption was collected as the number of
times per week. Food consumed less often than once a week
was considered not consumed.

Microbiology methods

Stool samples were inoculated into the usual culture media.
Salmonella isolates were serotyped in the microbiology labora-
tories of HGC and HPV by agglutination on a slide according to
the Kauffmann-White scheme, using polyvalentand monovalent
antisera to somatic and to flagellar antigens (Bio-Rad Statents
Serum Institute). In the HPV, strains where all characterized as
Salmonella spp. The following serotypes: ST, SE, S. Typhi, S. Hadar
and S. Virchow were identified in the HGC. The rest of Salmo-
nella strains were only characterized as group B, C and D or as
Salmonella spp. Every Salmonella strain was referred to the NCM
for its complete serotyping and phage typing. More detailed
information of microbiology methods is presented in the case-
case study of Arnedo-Pena and co-authors™.

Statistical methods

Cases and controls where compared using several tests
including Chi? and Fisher’s exact, median non-parametric and
Kruskal-Wallis. The mean and standard deviation was calculated
for each food consumed. In addition, a test for trends of the odds
was used to estimate a dose-response relationship between food
consumption and cases versus controls. Bivariate and multivariate
conditional logistic regression was used to analyses cases and
controls and matched odds ratio (mOR) as measures of asso-
ciation with a 95% confidence interval (Cl) were calculated. In
the multivariate analyses, only factors associated with a p<0.10
in the conditional logistic regression were included in the first
model. After, models were running with removing one by one co-
variables p<0.05 until a model was obtained with all co-variables
having a p<0.05. Automatic stepwise methodology was not used.
Two multivariate models were made considering the co-variables
dried pork sausages and all pork products consumption. An
etiologic fraction was estimated from the matched case-control
study'? with three levels of food consumption exposure (no
consumption, once per week, more than once per week) and
two age groups, 0-4 years old, and 5 years and over. Multinomial
logistic regression was used to compare the factors studied and
patient’s hospitalization; a relative risk ratio (RRR) with 95% Cl was
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estimated. Considering 300 patients with positive Salmonella
culture by year in Castellon, a power of 78% may be achieved to
detect an OR of 1.50, with 60% exposure of controls, a=0.05, and
a matched case-control design. For positive ST culture and 200
patients, the power could be 60% with similar conditions. The
Stata® 14 version 1.0 was used in the statistical analyses.

The Ethics Committee of the Hospital General of Castellon
approved the study and verbal consent was obtained from the
participants or their parents.

Results

During the study period, 327 SA infections were notified.
Positive Salmonella culture from feces accounted for 212 patients,
whereas positive Salmonella culture other than feces (blood, skin,
abscesses) was found in 9 patients. SA infections from outbreaks
totaled 70 patients. Thus, 291 patients were considered from the
SA notified, 89.0% (291/327).

Our study included 212 SA cases with positive culture and 424
matched controls. Controls participation was 88.9% (424/477).To
obtain these controls, 772 telephone consultations were made.
The lags between the date of Salmonella notifications and the
interviews of the cases and their controls had of mean 61.1 +38.9
days and 70.9+£39.4 days, respectively.

Table 1 shows the characteristics of patients with SA infec-
tions and the controls. The mean age of the cases was 15.3+23.2
years with a median of 5.0 years, and arange of 0.01-91 years. The
49.5% of cases were children less 5 years old. In accordance with
the matched approach, age and gender had a similar distribution
among two groups. No significant differences were observed
in terms of country of origin, residence, or infection onset by
season. ST infections represented 69.8% (148/212) of cases and
SE infections 8.5% (18/212).

Table 2 presents the results of the matched case-control
comparing SA patients and controls. Risk factors associated with
a significant increase of SA infections included Spanish origin,
consumption of dried pork sausages and pork products, dog,
cat, or other mammals at home, taking antibiotic in the last 15
days, and contact with diarrhea patients. Protective factors were
consumption of turkey or veal, consumption of other foods
with eggs, and attending day care or school. Considering the
multivariate analyses model 1, SA infections were associated
with the consumption of dried pork sausages (MOR=1.29; 95%
Cl 1.08-1.53), a 29% increase of SA infections per each day of
dried pork consumption. Dog, cat, or other mammals at home,
taking antibiotics, and contact with diarrhea patients were as-
sociated with SA infections with mOR=1.57 (95% Cl 1.05-2.35),

mMOR=1.73 (95% Cl 1.06-2.83), and mOR=3.68 (95% Cl 1.77-7.64),
respectively. Turkey and veal meat intake were protective factors.
In the multivariate model 2, SA infections were associated with
the consumption of pork products (mMOR=1.14,95% Cl 1.05-1.25).
The association of other factors remained similar, except for dog,
cat, or other mammals at home, which was not significant. The
median and trend tests estimated that SA infections rose with
increased when consumption of dried pork sausages and pork
products, and the consumption of turkey, veal, and other foods
with eggs had a protective effect.

In the bivariate analyses (Table 3) ST infections were associa-
ted with Spanish origin, consumption of dried pork sausages, pork
products, chicken egg omelets, dog, cat, or other mammals at
home, and contact with diarrhea patients. Protective factors were
Maghreb origin, consumption of turkey, veal, or fish, consumption
of other foods with egg, and attending day care or school. In the
multivariate analyses model 1, dried pork sausages consumption
(MOR=1.33;95% (I 1.08.1.63), chicken egg omelets (MOR=1.27;

Table 1. Characteristics of sporadic positive Salmonella
culture patients and the controls.

Variables Salmonellaall  Controls p-value
serotypes n=212 n=424
N (%) N (%)
Age (years) mean £SD 1534232 15.7423.1 0.291

Age (years) median-range 5.0 (0.01-91) 50(0.01-91) 0.693

Age groups

<1 year 13 (6.1) 16 (3.8)

1-4 years 92 (434) 183 (43.2)

5-9 years 40 (18.9) 85 (20.0)

10-14 years 18 (8.5) 38(9.0)

15-34 years 11 (5.2) 26 (6.1)

35-64 years 20 (94) 40 (94)

65 years and more 18 (8.5) 36 (8.5) 0497
Gender: female 113 (53.3) 227 (53.5) 0.551
Country of origin

Spain 194 (91.5) 363 (85.6)

Romania 8(3.8) 27 (6.4)

Maghreb 5@24) 21(5.0)

Other 5(24) 13 (3.1) 0.093
Residence in Castellon 119 (56.1) 239 (564) 0.995
department

Infection onset summer 77 (36.3) 186 (43.9) 0.068
season

Salmonella serotype

S. Typhimurium 148 (69.8)

S. Enteritidis 18 (8.5)

Other Salmonella serotypes* 42 (19.8)

Salmonella spp 4(1.9)

*Derby, Rissen, Hadar, Newport, Mikawashima, Virchow, ...
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Table 2. Comparison of positive Salmonella culture patients of all serotypes and controls. Bivariate and multivariate conditional logistic

regression.

Variables Cases Controls Bivariate Multivariate Multivariate
N=212 N=424 Analysis analysis model 1 analysis model 2
N (%) N (%) mOR'(95%CI?) mOR' (95%C") mOR' (95%C")

Country of origin

Spain 194 (91.5) 363 (85.6) 1.90 (1.06-3.39)

Rumania 8(3.8) 27 (64) 0.52 (0.22-1.26)

Maghreb 524) 21 (5.0 046 (0.17-1.25)

Food consumption, frequency times per week: Mean+SD"

Chicken 26+1.3 24£12 1.09 (0.94-1.26)

Turkey 0.5+0.9 0.7£1.0*"- 0.80 (067-0.96) 0.77 (0.63-0.94) 0.79 (0.64-0.96)

Veal 0.8+0.8 1.0+1.0%¥- 0.73 (0.60-0.90) 0.77 (0.61-0.96) 0.77 (0.61-0.96)

Lamb 04+0.6 0.5%0.7 0.80 (0.62-1.03)

-Pork meat 1.3£1.0 12+1.0 1.08 (0.90-1 30)

-Pork sausages 0.9+0.8 0.8+0.9 1.07 (0.88-1.29)

-Cold pork meats 20+1.9 1.7£2.0 1.05 (0.95-1.15)

-Dried pork sausages 0.8+14 0.5+0.9"+ 1.29 (1.10-1 50) 1.29 (1.08-1.53) NIV

-Pork products” 4.0+24 35426 1.12(1.03-1.21) NIV 1.14 (1.05-1.25)

-Minced meat 1.0£0.8 1.1+0.9 0.92 (O 75-1. 14)

-Fish 21£1.5 24+1.5M" 0.87 (0.77-0.98)

-Chicken egg mayonnaise 0.3+0.8 0.3+0.8 1.02 (0.81-1.27)

-Chicken egg omelets 1.6+1.1 1.6£1.0 1.04 (0.88-1.23)

-Other foods with eggs 0309 0.5+1.1*" 0.73 (0.60-0. 90) 0.72 (0.57-0.90) 0.71 (0.57-0.90)

Drinking unsafe water 30(14.2) 50(11.8) 1.29 (0.76-2.19)

Raw meat in home kitchen 179 (84.4) 355(83.7) 1.08 (0.63-1.85)

Handling raw meat 83 (18.4) 64 (38.7) 1.02 (0.72-1.44)

Restaurant visit 15 days before onset 76 (35.8) 63 (38.4) 0.86 (0.57-1.28)

Attending day-care/school 95 (44.8) 252 (59.4) 0.33 (0.20-0. 53) 0.29 (0.17-0.49) 0.27 (0.16-0.45)

Playing in soil 94 (44.3) 80 (42.5) 1.13(0.74-1.72)

Play in places with pigeons 60 (28.3) 113 (26.7) 1.10 (0.74-1.65)

Animals at home 111 (52.4) 188 (44.3) 1.38 (0.99-1.94)

-Dog, cat, other mammals at home 86 (40.6) 137 (32.3) 148 (1.03-2.11) 1.57 (1.05-2.35)

-Birds 40 (18.9) 56 (13.2) 1.55 (0.99-2.44)

Reptiles 8(3.8) 18 (4.2) 0.88 (0.38-2.07)

Taking antibiotics in the last 15 days 45 (21.2) 58 (13.7) 1.70 (1.10-2.61) 1.73 (1.06-2.83) 1.79 (1.09-2.93)

Contact with diarrhea patients 26 (12.3) 16 (3.8) 3.53(1.83-6.78) 3.68 (1.77-7.64) 3.54(1.71-7.32)

'mOR: matched odds ratio; 'Cl: confidence interval; ""Standard deviation; "Not included; YPork products include pork meat, pork sausages, cold pork meats, and dried
pork sausages *Median test p<0.05,"Chi? test for trends of odds p<0.05 (-) protector (+) risk.

95% Cl 1.01-1.59), dogs, cats, or other mammals at home
(MOR=2.04; 95% Cl 1.23-3.41), and contact with diarrhea patients
(mOR=4.25;95% CI 1.79-10.11) were significant risk factors; and the
protective factors were Maghreb origin, consumption of turkey,
veal, other foods with eggs, and attending day care or school. In
the multivariate analyses model 2, ST infections were associated
with pork products consumption (mOR=1.19; 95% Cl 1.07-1.32),
dog, cat, and other mammals at home (MOR=1.94;1.17-3.19), and
contact with diarrhea patients (mMOR=3.73; 95% Cl| 1.59-8.74). Pro-
tective factors were consumption of turkey, veal, other foods with
eggs, and attending day care or school. The median and trend tests

estimated an increase of ST infections with increased consumption
of dried pork sausage and pork products. In addition, the consump-
tion of veal, fish and other foods with eggs were protective factors.
Etiologic fraction estimated that 61.1% of the ST infections may be
attributable to the consumption of pork products.

The matched case-control study of ST patients included two
age groups, 0-4 years old and 5 years and over. In the 0-4 years old
group (Table 4), salmonellosis was associated with the consump-
tion of dried pork sausages, chicken egg mayonnaise, and taking
antibiotics; the protective factors were consumption of veal, and
other foods with eggs. In the multivariate analyses model 1, the
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Table 3. Comparison of positive S.Typhimurium culture patients and controls. Bivariate and multivariate conditional logistic regression.

Variables Cases Controls Bivariate Multivariate Multivariate
N=148 N=296 Analysis analysis model 1 analysis model 2
N (%) N (%) mOR'(95%CI?) mOR' (95%C") mOR' (95%(C")

Country of origin:

Spain 135(91.2) 247 (83.4) 220(1.11-4.38)

Rumania 8 (54) 25 (8.4) 0.57 (0.23-1.39)

Maghreb 2(14) 15(5.1) 0.27 (0.06-1.17) 0.18 (0.03-0.91)

Food consumption frequency times per week: Mean+SD"

Chicken 26+1.3 26+1.2 04 (0.87-1.23)

Turkey 0.6+0.9 0.7+1.0% 0.83 (0.67-1.03) 0.75 (0.57-0.97) 0.78 (0.60-0.99)

Veal 0.8+0.8 1.1£1.0%V" 0.70 (0.55-0. 90) 0.74 (0.57-0.96) 0.73 (0.56-0.94)

Lamb 04+0.6 0.5+0.7 91 (0.68-1.22)

-Pork meat 14+1.0 1.3£1.0 07 (0.86-1 32)

-Pork sausages 0.9+0.8 0.8+0.9 08 (0.86-1.36)

-Cold pork meats 2.0+1.9 1.7+£2.0 1.09 (0.97-1.22)

-Dried pork sausages 0.9+14 0.541.0*+ 1.36 (1.14-1.62) 1.33(1.08-1.63) NI*

-Pork products” 44423 3,742 57 1.18 (1.07-1.30) NI 1.19(1.07-1.32)

-Minced meat 1.1£0.8 1.2+£1.0 0.96 (0.76-1.21)

-Fish 21+15 2.5+1.5%" 0.84 (0.72-0.98)

-Chicken egg mayonnaise 04+09 0.3+0.8 1.13 (0.87-1.46)

-Chicken egg omelets 1.8+£1.2 1.6+1.0% 1.18 (0.98-1.43) 1.27 (1.01-1.59)

-Other foods with eggs 0.3£0.9 0.6+1.2%""- 0.74 (0.58-0. 94) 0.74 (0.56-0.97) 0.72 (0.54-0.95)

Drinking unsafe water 19(12.8) 28(9.5) 55(0.77-3.12)

Raw meat in home kitchen 56 (37.8) 2(37.8) 0.97 (0.53-1.78)

Handling raw meat 121(81.8) 243 (82.1) 00 (0.66-1.52)

Restaurant visit 15 days before onset 9 (40.0) 24.(41.9) 0.90 (0.57-1.42)

Attending day-care/school 76 (51.4) 92 (64.9) 0.40 (0.23-0. 67) 0.36 (0.20-0.67) 0.37 (0.21-0.65)

Playing in soil 77 (52.0) 45 (49.0) 20 (0.74-1.97)

Play in places with pigeons 42 (284) 85 (28.7) O 98 (0.61-1.57)

Animals at home 77 (52.0) 128 (43.2) 47 (0. 97 2 24)

-Dog, cat, other mammals at home 60 (40.5) 89 (30.1) 69 (1.09-2.64) 2.04 (1.23-341) 1.94 (1.17-3.19)

-Birds at home 27 (18.2) 36 (12.2) 65 (0.94-2.88)

Reptiles at home 5(34) 12 (4.1) O 83 (0.29-2.37)

Taking antibiotics in the last 15 days 30 (20.3) 39(13.2) 1.66 (0.99-2.80)

Contact with diarrhea patients 19 (12.8) 12 (4.1) 3.54 (1.63-7.65) 425 (1.79-10.11) 3.73(1.59-8.74)

'mOR: matched odds ratio; "Cl: confidence interval; "Standard deviation; "Not included; YPork products include pork meat, pork sausages, cold pork meats, and dried

pork sausages *Median test p<0.05,"Chi? test for trends of odds p<0.05 (-) protector (+) risk.

consumption of dried pork sausages (MOR=2.07;95% Cl 1.46-2.93),
and other foods with eggs were associated factors; taking antibio-
tics showed a marginal association. In the multivariate analyses
model 2, the consumption of pork products (MOR=1.26; 95%
Cl 1.09-1.45) and chicken eggs mayonnaise (MOR=1.80; 95% Cl
1.07-3.04) were risk factors; consumption of other foods with eggs
was a protective factor. Increased the consumption of dried pork
sausages, pork products and chicken egg mayonnaise resulted in
more ST infections, whereas an increased consumption of veal or
other foods with eggs reduced the number of these infections.
For the 5 years and over group (Table 5) in the bivariate
analyses, ST infections were associated with consumption of

chicken egg omelets, animals at home, and contact with diarrhea
patients; consumption of fish and attending day care or school
were protective factors. In the multivariate analyses, chicken
omelets consumption (MOR=1.62;95% CI 1.21-2.36) and contact
with diarrhea patients (MOR=12.27;95% Cl 1.59-70.17) were risk
factors and attending day care or school was a protective factor.
The trends test estimated that an increase in the consumption
of chicken egg omelets increased ST infections.

The bivariate multinomial analyses ST infections consi-
dered three groups: controls, patients without hospital ad-
mission, and patients with hospital admission (Table 6). The
consumption of dried pork sausages, pork products, dog, cat,
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Table 4. Comparison of positive S.Typhimurium culture patients and controls in the 0-4 years old group. Bivariate and mul-
tivariate conditional logistic regression.

Variables Cases Controls Bivariate Multivariate Multivariate
N=80 N=160 Analysis analysis model 1 analysis model 2
N (%) N (%) mOR'(95%CI?) mOR' (95%(C") mOR' (95%(Cl")

Country of origin

Spain 71(88.8) 129 (80.7) 2.08 (0.87-4.97)

Rumania 7 (8.8) 17 (10.6) 0.91 (0.32-2.60)

Maghreb 2(25) 12 (7.5) 0.33 (0.07-1.49)

Food consumption frequency times per week: Mean+SD"

Chicken 26+1.2 26£1.2 0.98 (0.78-1.23)

Turkey 0.6£0.9 0.7£1.0 0. 89 (0.67-1.18)

Veal 0.9+0.8 1.241.1%V" 71(0.52-0.97)

Lamb 0.4+0.6 0.5+0.7 0.75(0.48-1.17)

-Pork meat 1.2+0.9 1.2+1.0 05 (0.79-141)

-Pork sausages 0.9+0.8 0.8+0.9 06 (0.77-1 46)

-Cold pork meats 1.8+1.9 14+1.9 3(0.96-1.38)

-Dried pork sausages 1.1+1.5 0.4+0.9*+ 2.03 (1.44-2. 85) 2.07 (1.46-2.93) NIV

-Pork products” 44424 34424%+ 25 (1.09-1.44) NIV 1.26 (1.09-1.45)

-Minced meat 1.2+0.9 1.1+£1.0 06 (0.77-1.45)

-Fish 22415 2515 0.89 (0.73-1.08)

-Chicken egg mayonnaise 0.3+0.8 0.1+0.5""+ 63 (1.03-2. 55) 1.80 (1.07-3.04)

-Chicken egg omelets 1.6+1.2 1.6+1.0 01 (0.78-1.32)

-Other foods with eggs 0.2+0.6 0.5+1.0*V 0.59 (0.39-0. 89) 0.60 (0.37-0.95) 0.52 (0.32-0.82)

Drinking unsafe water 7 (8,8) 14 (8.8) 00 (0.34-2.93)

Raw meat in home kitchen 63 (78.8) 127 (79.4) 0.95 (0.43-2.08)

Handling raw meat 27 (33.8) 60 (37.5) 0.82 (0.44-1.53)

Restaurant visit 15 days before onset 30(37.5) 60 (37.5) 00 (0.52-1.93)

Attending day-care/school 49 (61.3) 106 (66.3) 0.75 (0.40-1 3)

Playing in soil 53 (66.3) 106 (66.3) 00 (0.53-1.90)

Play in places with pigeons 29 (36.3) 63 (39.4) 0.87 (0.50-1.53)

Animals at home 39 (48.8) 72 (45.0) 8 (0.67-2. 08)

-Dog, cat, other mammals at home 31(38.8) 46 (28.8) 65 (0.91-3.03)

-Birds at home 15 (18.8) 24 (15.0) 34 (0.64-2.82)

Reptiles at home 3(3.8) 5@3.1) 20 (0.29-5.02)

Taking antibiotics in the last 15 days 20 (25) 19(11.9) 245 (1.22-4.93) 1.98 (0.99-4.82)

Contact with diarrhea patients 9(11.3) 9(5.6) 2.10 (0.80-5.49)

'mOR: matched odds ratio: 'Cl: confidence interval; "SD: Standard deviation; VNot included; "Pork products include pork meat, pork sausages, cold pork meats, and
dried pork sausages; *Median test p<0.05, V'Chi? Test for trends of odds p<0.05 (-) protector (+) risk.

or other mammals at home, and contact with diarrhea patients
raised ST infections. Consumptions of veal, other foods with
eggs, and attending day care or school were protective factors. A
29% increase of ST infections per each day of dried pork sausages
consumption was found in patients with hospital admission, and
45% increase in patients admitted to hospital. We observed that
the risk of case’s hospitalization increased with pork products
consumption.

Discussion

This study suggests several groups of factors associated with
ST and SA infections. The first group includes risk factors such as
consumption of pork products and dried pork sausages. The second
group comprises known risk factors such as taking antibiotics in the
previous 15 days'®", contact with diarrhea patients', and dogs, cats,
or other mammals at home'*'®. The third group includes consump-
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Table 5. Comparison of positive S.Typhimurium culture patients and controls in the 5 years and over group. Bivariate and

multivariate conditional logistic regression.

Variables Cases Controls Bivariate Multivariate
N=68 N=136 Analysis analysis model 1
N (%) N (%) mOR'(95%CI?) mOR' (95%ClI")

Country of origin

Spain 64 (94.1) 118 (86.8) 241 (0.79-7.39)

Rumania 1(1.5) 10 (7.4) 0.17 (0.02-1.46)

Maghreb 0(0) 3(22) 0.51 (0.0-4.84)

Food consumption frequency times per week: Mean+SD"

-Chicken 26+1.3 27111 2 (0.87-1.44)

-Turkey 0.5+0.9 0.8+0.9% 0.76 (0.54-1.07)

-Veal 0.6+0.7 0.9+0.8 0.69 (0.46-1.03)

-Lamb 0.5+£0.7 0.5+0.7 09 (0.72-1.65)

-Pork meat 14+1.0 1.4+0.9 1.08 (0.79-1.49)

-Pork sausages 0.9+0.9 0.8+0.9 1.10 (0.79-1.55)

-Cold pork meats 22419 2.0+2.1 1.05 (0.90-1.22)

-Dried pork sausages 0.7+1.3 0.6+1.1 1.04 (0.82-1.31)

-Pork products" 45422 427 1.10 (0.96-1.26)

-Minced meat 1.0£0.8 1.2£1.0 .84 (0.58-1.21)

-Fish 20+1.6 24+14*% 0.78 (0.61-0.99)

-Chicken egg mayonnaise 04+1.1 0.5£1.0 0.92 (0.66-1.28)

-Chicken egg omelets 1.9+1.2 1.5+1.0% 43 (1.06-1.92) 1.62 (1.11-2.36)

-Other foods with eggs 04+1.1 0.5+1.2 O 87 (0.66-1.17)

Drinking unsafe water 12(17.6) 14 (10.3) 9 (0.85-5.65)

Raw meat in home kitchen 58 (85.3) 116 (85.3) 00 (0.38-2.66)

Handling raw meat 29 (42.6) 2(38.2) 8 (0.67-2.07)

Restaurant visit 15 days before onset 29 (42.6) 64 (47.1) 81(0.42-1.54)

Attending day-care/school 27 (39.7) 86 (63.2) O 09 (0.03-0. 30) 0.09 (0.02-0.30)

Playing in soil 24 (35.3) 9 (28.7) 1.55 (0.73-3.29)

Play in places with pigeons 3(19.1) 22 (16.2) 1.28 (0.55-2.97)

Animals at home 38(55.9) 6(41.2) 1.90 (1.02-3.53)

-Dog, cat, other mammals at home 29 (42.6) 43 (31.6) 1.75 (0.90-3.37)

-Birds at home 2(17.6) 12 (8.8) 2.16 (0.92-5.05)

Reptiles at home 2( 9) 7 (5.1) 0.57 (0.12-2.75)

Taking antibiotics in the last 15 days 10 (14.7) 20(14.7) 1.00 (0.44-2.26)

Contact with diarrhea patients 10 (14.7) 3(2.2) 9.29 (2.02-42.68) 12.27 (1.59-70.17)

'mOR: matched Odds ratio: "Cl: confidence interval; "SD: Standard deviation; "Pork products include pork meat, pork sausages, cold pork meats, and dried pork sausa-

ges; *Median test p<0.05, YChi? Test for trends of odds p<0.05 (-) protector (+) risk

tion of chicken egg mayonnaise and chicken egg omelets'®. Finally,
the fourth group covers protective factors such as consumption of
turkey, veal, other foods with chicken eggs, attending at day care or
school, and Maghreb origin. In the 5 years and over group, ST infec-
tions were not associated with consumption of pork products, but
the consumption of chicken egg omelets was a risk factor.

Pork products consumption should be highlighted as a
risk factor of ST and SA infections, considering that these foods
are usually ready-to-eat and consumed raw. The trend of this

consumption suggests a dose-response relationship with these
infections and the multinomial analyses also suggests high
consumption is linked to an increase in patient hospitalization.
One interesting point is the protective factor of Maghreb origin,
which may be explained by the prohibition of pork consumption
by Muslim religion that is practiced in these countries.

The 0-4 years old group was the most affected by this con-
sumption. In a developed socio-economic context, several factors
may be associated with high susceptibility of young children', in-
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Table 6. Risk factors of positive S.Typhimurium culture patients considering hospital admission patients, patients without
hospital admission and controls by bivariate multinomial logistic regression analysis.

Variables Controls Patients without Patients without P value
N=296 hospital admission hospital admission
N=124 N=24

Food consumption per week Reference RRR (95% Cl) RRR (95% Cl)

Chicken 1.0 1.03 (0.87-1.23) 1.07 (0.23- 064) 0.880
Turkey 1.0 0.85 (0.68-1.07) 0.69 (0.41-1.19) 0171
Veal 1.0 0.74 (0.58-0.95) 0.59 (0.34-1.02) 0.011
Lamb 1.0 0.94 (0.69-1.28) 0.75 (0.38-1.48) 0.668
-Pork meat 1.0 1.08 (0.88-1.33) 0.94 (0.61-1.44) 0.707
-Pork sausages 1.0 1.02 (0.80-1.29) 35 (0.90-2. 04) 0379
-Cold pork meats 1.0 1.07 (0.96-1.18) 07 (0.87-1.31) 0457
-Dried pork sausages 1.0 1 29( 09-1.54) 45 (1.10-1.92) 0.003
-Pork products* 1.0 1.02-1.22) 20 (1.00-1.44) 0.010
-Minced meat 1.0 0.96 (0.77-1.21) 0.97 (0.61-1.53) 0.947
-Fish 1.0 0.84 (0.72-0.97) 0.96 (0.73-1.27) 0.060
-Chicken egg mayonnaise 1.0 3(0.90-1.43) 0.90 (0.49-1.64) 0.520
-Chicken egg omelets 1.0 1.21 (0.99-1.56) 0.93 (0.61-1.41) 0.124
-Other foods with eggs 1.0 0.76 (0.59-0.99) 0.64 (0.33-1.24) 0.033
Drinking unsafe water 1.0 1.32 (0.68-2.56) 91 (0.61-6.00) 0470
Raw meat in home kitchen 1.0 3(0.65-1.99) 0.53(0.21-1.34) 0.353
Handling raw meat 1.0 0.97 (0.63-1.49) 7 (0.50-2. 73) 0915
Restaurant visit 15 days before onset 1.0 0.88 (0.33-1.35) 7 (0.51-2.71) 0.745
Attending day-care/school 1.0 0.58 (0.38-0.88) 0.54 (0.24-1.25) 0.024
Playing in soil 1.0 1.08 (0.71-1.64) 46 (0.62-3. 39) 0.662
Play in places with pigeons 1.0 0.98 (0.61-1.55) 02 (0.41-2.55) 0.993
Animals at home 1.0 1.31 086 2.00) 219(093 5.16) 0.115
-Dog, cat, other mammals at home 1.0 1.42(0.91-2.20) 2 75 (1.19-6.37) 0.031
-Birds at home 1.0 1.56 (0. 87 2.78) 90 (0.67-5.40) 0.220
Reptiles at home 1.0 0.79 (0.25-2.50) 03 (0.13-8.27) 0916
Taking antibiotics in the last 15 days 1.0 1.50 (0.85-2.64) 71 (1.06-6.96) 0.084
Contact with diarrhea patients 1.0 3.76 (1.74-8.13) 2.1 5(0.45-10.22) 0.003

RRR: relative risk ratio; Cl: confidence interval; *Pork products: pork meat, pork sausages, cold pork meats, and dried pork sausages.

cluding immature immunity, gastric hypoacidity, food preferences,
and young children’behavior related to the exposure'®. In addition,
dueto their low body mass, what are probably low concentrations
of Salmonella in pork products could cause a severe infection in a
young child and more limited or not infection in an adult.

These results are in line with other studies in which pigs
were the prime source of human salmonellosis in Italy' and
Germany*>?°, where the consumption of raw ground pork and
uncooked pork sausage were associated with ST and SA infections
in children and adults. In the 2008-2015 period, Germany and
Spain, the firstand second producers of pig meat in the European
Community (EC), consumed a mean of pig meat of 54.5 kg/year
and 52.2 kg/year per capita respectively, versus a mean of 40.7
kg/year per capita in the EC*"2,

In this study, the pork product with the highest mOR was
dried ready-to-eat sausage that is consumed raw. An outbreak
of ST and S. Derby caused by consuming these sausages was
reported in Castellon in 20118, and case-case study of SA in this
population found the same association'". In addition, several ve-
terinary investigations have found high prevalence of Salmonella
in pig farms*2¢ with a range of 33%-73.4%, the pig slaughtering
process (10.9%)%, and some pork products such as meat for dry-
cured sausages (13.6%)%.

In Spain ST infections can be transmitted by egg consump-
tion'®. In our study consumption of egg mayonnaise was associa-
ted with ST infections in the 0-4 years old group and consump-
tions of egg omelets was associated with ST infections in the 5
years and over group. Mayonnaise is made with raw eggs whereas
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omelets are cooked, but it is likely that temperatures were not
high enough to remove the risk. No dose-response was found
for this consumption but a case-case study of ST infections in
this population found the same association'". Other case-control
studies had found this association in children.

Risk factors of ST and SA infections such as taking antibiotics
and contact with diarrhea patients are documented'®>'* and
confirmed in our study. However, contact with diarrhea patients
was associated with the total studied and not in the 0-4 years
old group, and which taking antibiotics was a risk factor. Dogs,
cats, and other mammals at home was a risk factor for ST and SA
infections; this risk factor increases of patient’s hospitalization. A
study has previously found this risk?.

Protective factors of ST and SA infections were consumption
of turkey, veal, and other foods with chicken eggs, and attending
day care or school. These results suggest that the other meats
such as turkey or veal present lower Salmonella concentration
and are cooked before consumption. Other foods with chicken
eggs include custard, créme caramel, or cake, all of which are
consumed cooked. Attending day care or school as a protective
factor suggests that sporadic SA infections are not associated
with day care or school kitchens.

Some indicated risk factors of SA infections such as improper
handling food in the kitchen®®, drinking unsafe water, restaurant
visit 15 days before onset of infection'®, birds or reptiles at home'”
and playing in soil were not associated with SA in the study. Ex-
posure to these factors could be too low to be detected with this
design. However, a case-case study of this population detected
playing in soil as significant risk factor of ST''; difference of age
among ST patients, higher incidence in children, and presence of
other Salmonellas serotypes may be explanatory factors. In addi-
tion, some studies of kitchen hygiene in of Salmonella patients
found not differences from controls®'.

This study has several strengths, including the high sample
size of Salmonella patients with high proportions of Salmonella
serotyped, the high participation rate of cases and controls, pro-
bably motivate by the cooperation of physicians with the study,
the sufficient power, and the use of conditional logistic regression.

The limitations of the study include: first, the lags between
the date of Salmonella notifications and the interviews of cases
and their controls were high, but interview questions concerned
habitual way food consumptions and some habits and health
situations. Second, some well-known risk factors of salmonellosis
were not included such as foreign travels or chronic diseases.
Third, the power of study was high for SA and ST infections, but
it was reduced when age-groups were analyzed. Fourth, some
information bias may have been occurred, considering that cases’
food consumption could have been recorded more accurately in

relation to the disease. Fifth, the quantification of food consump-
tions may be some imprecise in terms of frequency per week.

Some recommendations in relation to prevent ST and SA
infections can be drawn from the study: first, public health
education on the risk of pork products consumption should be
improved. Second, swine production from farm to table should be
ameliorated with a national program of control and surveillance.
Third, egg production needs tighter control to lower the risk of
SA infections. Fourth, a dedicated national network for of food-
borne disease may be necessary to obtain the best prevention
outcomes. Fifth, statistical models for the attribution of human
SA infections from animals (pigs, cattle, and broilers/eggs), and
specific foods may be useful to gain a global vision of the agent,
reservoirs, and mechanisms of transmission to carry out specific
preventive actions'#323,

Conclusions

This study suggests that SA infections mostly affected young
children and ST infections were associated with the consumption
of pork products.
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Resumen

La enfermedad meningocdcica sigue siendo unaimportante causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.
Es més comun en nifos pequerios, adolescentes y personas con ciertas condiciones médicas (como sindrome
nefrotico, hipogammaglobulinemia, esplenectomia).

Para modificar o reducir la incidencia de dicha infeccidn se han desarrollado vacunas efectivas para los serogrupos
A, C,W135 e Y entre los afos 60 y 80, pero para el serogrupo B ha sido mas dificil. La infeccién por el serogrupo
B es actualmente la més frecuente. La nueva vacuna Bexsero® (4CMenB) es segura e inmunogeénica y ha sido
autorizada recientemente en Espafia. Su implementacion a gran escala podria conllevar una futura reduccion
en la incidencia de enfermedad meningocdcica.

Update on meningococcal disease

Summary

Meningococcal disease is a major cause of morbidity and mortality worldwide. Infection with Neisseria menin-
gitidis is most common in young children, teenagers and people with certain medical conditions (as nephrotic
syndrome, hypogammaglobulinemia, splenectomy) and those caused by serogroup B are currently the most
predominant in most European countries. In order to modify or reduce its morbidity effective polysaccharide
and glycoconjugate vaccines for serogroups A, C, W135 and Y have been developed between the 60s and the
80s. However, an effective serogroup B vaccine has not been developed until recently. The novel vaccine named
Bexsero® (previously 4CMenB) has been proven safe and immunogenic in clinical trials, and heralds further
reduction in the incidence of meningococcal disease

Correspondencia: Pere Domingo
E-mail: pdomingo@santpau.cat
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Introduccion

La enfermedad meningocdcica es una infeccion grave,
causada por Neisseria meningitidis que incluye diversas formas
clinicas, como meningitis y sepsis, aisladas o en combinacion, asi
como bacteriemia benigna e inaparente. El meningococo es un
diplococo gram-negativo y pertenece a la familia Neisseriaceae.
Se han identificado 13 serogrupos, de los cuales 6 (A, B, C,W135,
X eY) pueden afectar al ser humano'.

Epidemiologia global, Europa
y Espaia

La mayor parte de los casos de enfermedad meningocdcica
invasiva (EMI) suceden durante el invierno y el inicio de la prima-
vera. La epidemiologfa varia notablemente segun el drea geo-
grafica y el serogrupo. La razén aun hoy en dia es desconocida,
aunque las diferencias inmunitarias en la poblacion y los factores
ambientales desemperfian un papel fundamental. El serogrupo A
es responsable de las grandes epidemias en Africa (cinturén de
la meningitis cerebroespinal), mientras que los serogrupos By C
predominan en paises industrializados y el Y en EEUU, Canada,
Colombia e Israel™.

La incidencia varia con la edad, con tasas mas altas en lac-
tantes, seguidos de los adolescentes y adultos jovenes con un
discreto repunte en pacientes mayores de 65 anos””.

La especie humana es el Unico reservorio conocido de N.
meningitidis y la nasofaringe es la principal fuente de infeccion.
Coloniza el 8-25% de las personas sanas y su presencia en la
nasofaringe puede ser transitoria (dfas/semanas), intermitente o
crénica (meses). Puede aumentar en casos de hacinamiento, taba-
co, polvoy escasa humedad o incremento del polvo ambiental™”.

La ausencia de anticuerpos protectores bactericidas es el
factor predisponente mds importante para presentar EMI, si bien
también se ha relacionado con alteraciones en la inmunidad,
congénita o adquirida, como déficits de inmunoglobulinas, de-
fectos en la via terminal del complemento, sindrome nefrético
y esplenectomia’®,

La transmision del meningococo se produce de persona a
persona, ya sea portadora o enferma, a través de las secreciones
procedentes de la nasofaringe en forma de gotas de Pligge’. La
cantidad de indculo necesaria es desconocida y la infeccién suele
producirse en la persona no inmune en los 3-4 dias siguientes al
contagio (intervalo: 1-10 dfas)’.

La incorporacién de las vacunas antimeningocécicas al
calendario vacunal infantil ha modificado la epidemiologia de
la EMI al conseguir una reduccién importante de su incidencia.

Segun los datos del European Centre for Disease Prevention
and Control la incidencia de la enfermedad meningocécica en
Europa oscild entre 0,1 y 1,9 x 100.000 habitantes/afo en 2015,
con un predominio de los serogrupos By C°.

En Espana, durante la temporada 2015-2016 se confirmaron
268 casos de EMI, lo que equivale a una tasa de incidencia anual
de 0,5 x 100.000 habitantes/ano’. Existen asimismo diferencias
entre las tasas de incidencia en las distintas comunidades au-
tobnomas.

La introduccién de la vacuna conjugada frente al menin-
gococo del serogrupo C en el afno 2000, que puede eliminar el
estado de portador'®, ha determinado un cambio importante
en la epidemiologia en Espaina, dejando al serogrupo B como el
principal responsable de la enfermedad invasiva. La introduccion
de la vacuna conjugada frente al meningococo del serogrupo B
(4CMenB) en Europa durante el afo 2013 se estima que protegera
frente al 73%-87% de las cepas circulantes, dependiendo del pafs.

Aungue se han observado importantes reducciones en las ta-
sas de hospitalizacion y mortalidad por esta enfermedad durante
los Ultimos afos, su morbimortalidad continua siendo importante
en menores de cinco afos y en mayores de 65 anos. Se estima
que entre el 10-15% de los casos de EMI son letales y entre un
8-20% de los que sobreviven tienen secuelas neurolégicas alargo
plazo (como pérdida auditiva o hidrocefalia) o extra-neuroldgicas
(como amputaciones o complicaciones cuténeas).

Formas clinicas

La sepsisy la meningitis son las formas clinicas mas frecuentes
de la EMI. Pueden aparecer de forma aislada o simultdneamente.
Excepcionalmente N. meningitidis puede ocasionar otras formas
clinicas como neumonia (asociada generalmente al serotipoY),
artritis purulenta, endocarditis o pericarditis (incluso a veces se
presenta con taponamiento pericardico)"'".

La EMI suele presentarse con fiebre, petequias y erupcion
maculopapular. El exantema aparece en dos tercios de los pa-
cientes. Un 10-20% de los pacientes puede presentar una sepsis
fulminante con purpura, hipotension, disfuncién miocardica
y finalmente, fallo multiorgdnico en pocas horas'®'% En estos
casos es prominente la coagulacion intravascular diseminada
dando lugar al cuadro clinico conocido como purpura fulminans,
que cuando se acompana de apoplejia suprarrenal conforma el
denominado sindrome de Waterhouse-Friderichsen?.

La meningitis sin sepsis suele presentarse con cefalea, fo-
tofobia, vomitos, rigidez de nuca v alteracion variable del nivel
de conciencia'®. La triada clasica solo aparece en un 44% de los
episodios, pero es cierto que un 95% de los pacientes presentan
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al menos 2 delos 4 siguientes sintomas: cefalea, fiebre, rigidez de
nuca o alteracion del nivel de conciencia'. La meningitis puede
coexistir con sepsis en un 10-25% de los casos, siendo posible
que el cuadro meningeo pase inicialmente desapercibido™.

Hay que tener en cuenta que en ocasiones la sintomatologia
de la EMI es inespecifica durante las primeras horas y puede
confundirse con un proceso infeccioso de etiologia viral de vias
respiratorias altas®.

Diagnéstico

No existe ningun signo clinico distintivo de EMI, pero en el
caso de la meningitis meningocécica (MM), la evidencia de un
liquido cefalorraquideo (LCR) purulento y la presencia de pete-
quias tiene una sensibilidad del 82%y una especificidad del 97%
para el diagndstico de la etiologia meningocdcica’.

El diagndstico temprano de la EMI es particularmente dificil
y requiere de un elevado grado de sospecha clinica y una con-
firmacion microbioldgica por parte del laboratorio'.

Por ello, la tincion de Gram y el cultivo de N. meningitidis de
un fluido corporal estéril (sangre, LCR) alin son las técnicas mas
ampliamente utilizadas en el medio hospitalario, aunque sus
sensibilidades disminuyen ostensiblemente con el uso previo de
antibidticos. Enla MM, la tincion de Gram del LCR es positiva entre
el 30y el 89% delos casos, el cultivo en el 80% y los hemocultivos
pueden identificar hasta el 60% de los casos>#136,

Las caracteristicas bioquimicas del LCR (pleocitosis, hipoglu-
corraguia e hiperproteinorraquia) también pueden ayudar en
espera de los resultados microbioldgicos.

Disponemos de kits comerciales que detectan antigenos
polisacaridos en el LCR que facilitan el diagndstico por su sencillez
y rapidez, si bien pueden producir falsos negativos o reacciones
cruzadas con otros serogrupos. La sensibilidad en la MM estd
entre el 22-93%',

La prueba diagnostica mds sensible y rdpida es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) cuyo resultado no se ve alterado
por tratamiento antibidtico previo y nos permite conocer también
los serogrupos, pero no esta disponible en entornos con escasos
recursos'>. La PCR es especialmente Util en los casos con tincion
de Gram, cultivo y antigenos negativos. En la MM tiene una sen-
sibilidad del 89-100% y una especificidad entre el 95-100%>%'6".

Tratamiento-Resistencias

El tratamiento antibidtico precoz es uno de los factores més
importantes en el pronéstico de la enfermedad'®™. Anterior-
mente a la disponibilidad de antibiéticos la mortalidad de la EMI

Actualizacién en la enfermedad meningocdcica

era del 70-90%. El reconocimiento precoz de la EMI 'y la mejorfa
en su cuidado en unidades de criticos ha permitido cambios
sustanciales en su manejo y tratamiento. Entre ellos destacan
la monitorizacion de la presién intracraneal, la monitorizacion
hemodindmica, el uso de expansores de volumen, drogas vasoac-
tivas, la correccion de la hemostasia y la didlisis-hemodiafiltracion,
consiguiéndose una reduccion de la mortalidad de la sepsis de
un 30% a un 5%'. La mortalidad de la MM estd entorno al 4-7%?.

La cefotaxima o la cefriaxona son los antibioticos de eleccién
hasta disponer del resultado del antibiograma, debido ala dismi-
nucion de la susceptibilidad a la penicilina las Ultimas décadas (en
Espafna mas del 50%)%%. Los meningococos en el LCR se eliminan
a las 3-4 horas de la administracion del antibidtico intravenoso
a dosis adecuadas y las concentraciones de la endotoxina en
plasma disminuyen un 50% en 2 horas, en paralelo con la dismi-
nucién de las citoquinas'®?'. Sin embargo, no se ha demostrado
beneficio adicional de la coadministracion de dexametasona
junto con el antibiotico en la MM?2,

En general, los pacientes son tratados durante 7 dias, a pesar
de que un estudio reciente ha demostrado que la EMI puede ser
tratada de forma exitosa durante solo 4 dias®. En los casos en
los que se produce una coleccidn purulenta, una artritis séptica
0 una pericarditis purulenta puede ser necesario prolongar el
tratamiento. Los pacientes alérgicos a la penicilina pueden tra-
tarse con meropenem 2g/8horas e-v o cloranfenicol (75-100mg/
kg/dia, dosis maxima 1g/6horas, dado su buena penetracion a
través de la barrera hematoencefdlica pero nunca sin disponer
del antibiograma). Otra alternativa en pacientes alérgicos podria
ser el aztreonam 2162425,

Aunqgue no todos los estudios han podido demostrar su
eficacia, la administracion del tratamiento antibiético prehospi-
talario se recomienda en muchos paises con el objetivo exclusivo
de disminuir la mortalidad en aquellos pacientes con una sepsis
fulminante'?0%,

Los pacientes con coagulacién intravascular diseminada a
menudo requieren anticoagulaciéon para disminuir la necrosis
distal, si bien, no ha demostrado mejorar el prondstico'. En los
casos en los que el shock no revierte con las medidas habituales,
debe admitirse la posibilidad de hemorragia adrenal secundaria a
la sepsis fulminante?® y administrar dosis bajas de corticoides para
mejorar el prondstico, aunque su efecto beneficioso tampoco ha
sido demostrado’.

En casos aislados han sido utilizados tratamientos para frenar
la respuesta inflamatoria, como anticuerpos antiendotoxina, an-
ticuerpos monoclonales, proteinas recombinantes bactericidas
0 que alteran la permeabilidad de la membrana, técnicas de
depuracion de sustancias proinflamatorias como la plasmaféresis
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o la ex - sanguinotransfusion, o la oxigenacion con membrana
extracorporea'”.

Entre el 6y 15% de los pacientes con MM o meningococ-
cemia presentan un sindrome inflamatorio postinfeccioso, en
forma de artritis, vasculitis cutanea, iritis, epiescleritis, pleuritis y
pericarditis que suele aparecer entre 4y 12 dias después del inicio
de la enfermedad. Suele resolverse en 7-14 dias sin secuelas con
antiinflamatorios'”.

Actualmente, el 8-20% de los supervivientes presentan se-
cuelas neurologicas como espasticidades, dificultades cognitivas,
focalidad neuroldgica, pérdida auditiva y la mortalidad se situa
entre el 10-15%>'"18%7,

Durante la hospitalizaciéon se han de establecer precauciones
para evitar la transmision por gotas durante las primeras 24 ho-
ras del inicio del tratamiento antibidtico, para evitar el contacto
directo con las secreciones respiratorias®.

Prevencion

En Espana, siguiendo las recomendaciones de las autoridades
sanitarias, la quimioprofilaxis estd indicada para eliminar el estado
de portador de aquellos sujetos susceptibles de presentar colo-
nizacion de la nasofaringe tras un contacto cercano con un caso
indice, como companeros de guarderia, colegio o convivientes,
con el objetivo de evitar casos secundarios. Los contactos del
caso indice tienen un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad
respecto a otros miembros de la poblacién, fundamentalmente
enlos 7-10dfas tras la aparicion del caso®. Por ello, se recomienda
la administracion de la quimioprofilaxis lo antes posible (si es
posible en las primeras 24 horas, y siempre antes de los 14 dias
por su dudosa utilidad después)®'. La quimioprofilaxis puede
realizarse con rifampicina (600 mg/12 horas durante 2 dfas en
adultos y en nifios entre 5-10 mg/kg/dia segun la edad) o con
una dosis Unica de ciprofloxacino/levofloxacino oral (500 mg). En
las gestantes la profilaxis se realiza con ceftriaxona (dosis Unica de
250 mg intramusculan'*%, La quimioprofilaxis reduce el riesgo
de enfermar en los contactos en mas de un 80%°. Dado que los
casos secundarios pueden aparecer varias semanas después del
contacto con el caso indice, la vacunacion antimeningococica
puede recomendarse junto a la quimioprofilaxis cuando un brote
es causado por un serogrupo para el que se dispone de vacuna*®.

La estrategia de prevencion més efectiva para luchar contra
esta enfermedad y sus nefastas consecuencias es, sin embargo,
lainmunizacion activa con vacunas conjugadas que generan una
inmunogenicidad potente. Las primeras vacunas eran polisacari-
das no conjugadas frente a los serogrupos A, C, Yy W-135, cuyas
limitaciones mas importantes eran que no eran inmundgenas

en lactantes, que no inducian memoria inmunolégica mas alla
de los 5 anos y que no erradicaban el estado de portador'©8. A
partir de los anos 90 se introdujo en muchos paises la vacuna
conjugada frente al serogrupo Cy actualmente disponemos de
vacunas conjugadas tetravalentes (A, C,Y y W-135) que son segu-
ras, iInmunogenas, inducen memoria inmunologica y erradican
el estado de portador'##,

Recientemente se ha autorizado en Espafa y previamente
en la Union Europea, la vacuna frente a N. meningitidis serogrupo
B (Bexsero®). Es una vacuna recombinante obtenida por “vacu-
nologfa inversa” que contiene 3 antigenos sub-capsulares del
meningococo (laadhesina A de N. meningitidis o NadA, la proteina
que se une al factor H del complemento o GNA2091-fHbp y el an-
tigeno de Neisseria que se une con la heparina o NHBA-GNA1030)
combinados con vesiculas de membrana externa (OMV) de la
cepa de N. meningitidis NZ 98/254, que expresa el serotipo 1.4 de
la proteina de membrana porina A (PorA). Como se demuestra
en la Ultima revision realizada dicha vacuna es, por el momento
la Unica estrategia disponible, si bien es conocida la gran variabi-
lidad entre las distintas cepas de meningococo B. Dicha vacuna
es inmundgena y segura en lactantes, nifos, adolescentes y
adultos e induce memoria inmunoldgica. Es compatible con las
demads vacunas incluidas en el calendario sistematico espafiol y
en Espana se estima que su cobertura potencial es en torno al
70-80% de las cepas circulantes®©33,

Alolargo de los afos se ha demostrado una reduccion dras-
tica de la EMI por serogrupo C en pafses europeos como Reino
Unido, Holanda, Espafa, EEUU y Australia®. La incorporaciéon de
la vacuna frente al serogrupo B (4CMenB) desde el 2013 en la
Unidn Europea ha sido diferente segun el pais. Algunos la han
incluido en el calendario vacunal (como Inglaterra en 2015%,
Irlanda en 2016* e Italia en 2017), otros la recomiendan pero no
la subvencionan o la recomiendan solo en determinados grupos
de riesgo (como Espania) y finalmente algunos no la consideran
de momento una prioridad sanitaria por su baja incidencia de
EMI. Por lo tanto, el efecto de esta vacuna serda pais-dependiente
y en cualquier caso, aun es pronto para evaluarlo®®,

Perspectivas de futuro

N. meningitidis se ha convertido en un organismo modelo
para comprender otros patégenos que colonizan e infectan
el ser humano. Conocer su patogenicidad nos puede ayudar a
entender su propagacion'.

Chamot-Rooke et al. han descrito un nuevo mecanismo
molecular que podrfa ser la causa de su invasion sistémica y
diseminacion. Mostraron que el principal componente de los pili
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tipo IV de N. meningitidis experimenta una modificacién inusual
poco después del contacto con el huésped que favorece su
transmisién a nuevos huéspedes asi como la invasion sistémica, lo
que podria ser una nueva estrategia para prevenir la enfermedad
meningococica en un huésped colonizado y su transmision en
una comunidad®.

Existe la necesidad de una actuacion potente y segura en
Africa y otras éreas en desarrollo donde la enfermedad menin-
gocdcica es una amenaza constante a diferencia de los paises
industrializados donde la mejora en el diagndstico, en la vigilancia
y en la prevencion mediante las vacunas podrian llegar a eliminar
este microorganismo en la préxima década'”.

El desarrollo de modelos predictivos que combinan pardme-
tros clinicos y analiticos es una herramienta que podria ser Util en
los casos en los que la etiologia de la meningitis no queda clara,
si bien aun necesitan ser validados'™.
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Resumen

Las enfermedades infecciosas (Els) emergentes, re-emergentes y las tropicales desatendidas pueden ser localizadas

en éreas geograficas especificas, pero fenédmenos como el cambio climético, la globalizacién, las condiciones

socioecondmicas y la migracion, entre otros, pueden facilitar su rdpida transmision hacia otras regiones. Brotes

recientes de Zika, Chikungunya, y Ebola han puesto en alerta la salud publica mundial. Otras enfermedades in-

Palabras clave: fecciosasaun persisteny representan severos problemas de salud publica, tales como la tuberculosis, el VIH-sida,

Enfermedades infecciosas.  la leishmaniasis, el dengue, la malaria y la enfermedad de Chagas, entre otras. Para el diagnostico, prevencién y

Diagnostico de tuberculosis.  disminucion en la propagacién de las Els, es necesario implementar métodos de diagndstico precisos, rapidos

Nanoparticulas magnéticas. y accesibles que permitan su atencion médica de manera oportuna. Describimos el uso de la nanotecnologfa,

Biosensor. Tuberculosis.  especificamente de “Alociljia Nanoparticulas Magnéticas (AMNSs)” acopladas a un biosensor, como un nuevo
Salud publica.  método de diagndstico de las Els. llustramos su uso potencial para el diagnostico de la tuberculosis.

Use of magnetic nanoparticles and a biosensor for the diagnosis and
monitoring of emergent, re-emergent and neglected tropical infectious
diseases

Summary

Emerging, re-emerging and neglected tropical infectious diseases (IDs) can be restricted to specific geographic

zones, but climate change, globalization, social conditions, and migration, among other factors, can trigger their

dissemination worldwide. Outbreaks of Zika, Chikungunya and Ebola have threatened public health worldwide.

The rapid transmission of these viral diseases exemplifies the potential quick spread of an infectious disease. Yet

several infectious diseases that are of major concern for public health, namely tuberculosis, VIH-sida, Leishmania-

Key words:  sis, dengue, malaria, Chagas, among others. To detect and combat the spread of these IDs, we urge, rapid, and

Infectious diseases. Diagnosis  accessible diagnostic tests are needed to identify specific pathogens in order to provide early medical care. In

of tuberculosis. Magnetic  this paper, we review the use of nanotechnology, specifically the Alocilja functionalized magnetic nanoparticles

nanoparticles. Biosensor.  (AMNSs) coupled to a biosensor, as a new and quick diagnostic test to detect IDs, and exemplify their potential
Tuberculosis. Public health.  use in the diagnosis of tuberculosis.
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Enfermedades infecciosas
emergentes, re-emergentes vy
tropicales desantendidas

Las enfermedades infecciosas (Els) son aquellas causadas por
microorganismos patdgenos, tales como bacterias, virus, para-
sitos, y hongos'. Pueden transmitirse, directa o indirectamente,
de una persona a otra, o alojarse en diferentes hospederos o
reservorios'.

Las Els son las principales causas de morbilidad y mortalidad
entre la poblacion de pafses en vias de desarrollo® En el afo 2016,
de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las Els
representaron alrededor del 20,1% de las causas de mortalidad?y
del 12,6% de morbilidad® en todo el mundo. El impacto de las Els
es muy alta en paises de ingreso bajo y de ingreso mediano bajo,
representando un factor de riesgo importante, principalmente
debido a la convergencia de factores de riesgo, tales como: la
alta densidad poblacional, la falta de infraestructura, la carencia
de capacidad de mano de obra calificada para enfrentar los
brotes de enfermedades, la gran proporcion de personas con
inmunidad comprometida, el cambio climatico, la alteracién en
los ecosistemas y la pobreza, entre otros*.

Recientemente se ha puesto énfasis en la aparicion de nuevas
enfermedades infecciosas (por ejemplo: Ebola, Zika y Chikun-
gunya) debido a su rapida transmisién e impacto global’. LaOMS
define una enfermedad infecciosa emergente (EIE) como aquella
que ha aparecido en una poblacién por primera vez>~’. Por otra
parte, una enfermedad infecciosa re-emergente es aquella que
de haber sido registrada anteriormente y después de un aparente
control y de eliminacion epidemiolégica aumenta rapidamente
suincidencia o alcance geografico, o el patdgeno presenta nue-
vas formas, o reaparece®”. Sin embargo, existen otras enfermeda-
des infecciosas que han persistido en regiones endémicas, y se
han considerado enfermedades tropicales desatendidas (ETDs)®.
Las ETDs son un grupo diverso de enfermedades transmisibles
que prevalecen en condiciones tropicales y subtropicales de
149 pafses, y afectan a més de mil millones de personas. En su
conjunto representan para las economias en desarrollo miles de
millones de ddlares cada aino®. Las poblaciones que viven en la
pobreza, sin saneamiento adecuado y en estrecho contacto con
vectores infecciosos y animales domésticos y ganado, son las mas
afectadas®. Sin embargo, algunas ETDs han logrado superar las
barreras geogréficas y han sido registradas en regiones donde
nunca antes se habian reportado. En la Tabla 1 se muestran los
datos mas recientes sobre morbilidad y mortalidad a nivel mun-
dial debido a Els.

La prevalenciay distribucion de las Els pueden estar restringi-
das a regiones geograficas determinadas, y asociadas a diversos
factores ambientales, ecolégicos, biomédicos, demogréficos,
socio-econémicos, geograficos, culturales, politicos, y de evo-
lucién microbiana, entre otros®. Por ejemplo, un andlisis de la
emergencia de Els en el mundo para el periodo de 1940-2004,
reporto alrededor de un total de 335 de ellas”. La mayoria de las
enfermedades (60,3%) se asocio a un origen animal (zoonosis),
principalmente de vida silvestre; algunos ejemplos son: el virus
Nipah (Familia Paramyxoviridae, Género Henipavirus) aislado de
murciélagos, y el virus del sindrome respiratorio agudo grave (me-
jor conocido por SARS, por sus siglas en Inglés) aislado de civetas
y murciélagos?. Asi mismo, este andlisis determind la aparicion
de cepas nuevas de patdgenos, por ejemplo: Mycobacterium
tuberculosis resistente a isoniacida y rifampicina; y, Plasmodium
vivaxy Plasmodium falciparum resistentes a cloroquinas?. El virus
del Zika, se disemind en un lapso de tres afios en varias regiones
delmundo?, afectando a por lo menos 84 paises'". La emergencia
y re-emergencia de las Els reafirma la necesidad de disponer de
métodos que permitan su deteccion y eventual control.

Métodos de diagnoéstico de las
enfermedades infecciosas

Las Els tienen una capacidad de diseminacion que puede
conllevar un gran impacto en la salud publica global®. Sin em-
bargo, los recursos necesarios (humanos, de infraestructura y
econdmicos) para prevenir y controlar las Els no se encuentran
en las regiones donde son més indispensables.

La identificacion de nuevos patégenos humanos depende
fundamentalmente de la capacidad de diagndstico. En este
sentido, puede preverse que la prevalencia de las Els se ha sub-
estimado debido al acceso limitado a métodos de diagndstico
mas eficientes, a la heterogeneidad de las enfermedadesy a la
frecuente ausencia de signos y sintomas*. Frecuentemente, los
pacientes son diagnosticados cuando la enfermedad esta en un
estadio avanzado. Por lo tanto, el diagnéstico temprano de las
enfermedades y su prondstico preciso son importantes para su
prevencion y control.

Las técnicas convencionales para el diagndéstico de las Els aun
constituyen la base fundamental de deteccidn, i.e.la microscopia,
los cultivos bacteriolégicos y de tejidos, los inmuno-ensayos, asi
como los métodos moleculares basado en la Reaccion en Cade-
na de la Polimerasa (PCR)*. En general, estos ultimos tienen las
siguientes desventajas: (i) son costosos debido a que requieren
infraestructura, equipoy personal calificado; (i) tienen una capa-
cidad limitada para diferenciar entre multiples patégenos; (iii) se

24 Rev Enf Emerg 2019;18(1):23-31



Uso de nanoparticulas magnéticas vy un biosensor para el diagndstico y monitoreo de enfermedades infecciosas emergentes, re-emergentes y tropicales desatendidas

requiere de mucho tiempo para obtener resultados —en algunos
casos hasta meses; v, (iv) demandan un alto costo de reactivos
e insumos, asi como un tiempo reducido de almacenamiento®.
Para combatir de una manera mas efectiva la propagacion de
Els, es necesario el desarrollo de métodos més precisos, rapidos,
y accesibles para la poblacion. La identificacion oportuna de un
patdgeno es esencial para disponer de un diagndstico preciso
de la enfermedad y ofrecer un tratamiento adecuado®. En este
contexto, la nanotecnologia y el desarrollo de biosensores son
alternativas viables para el diagnostico y monitoreo de Els. En la
Tabla 1 se describen los métodos de diagndstico recomendados,
asf como sus requerimientos para la deteccion de algunas Els. Los
métodos de diagndstico de las Els se basan principalmente en
la busqueda del agente etioldgico en el huésped. Sin embargo,
para el caso de algunas enfermedades no se considera el mo-
nitoreo de sus vectores y/o reservorios debido al costo, escasez
de personal e infraestructura.

Nanoparticulas magnéticas, biosensor
y diagndstico de enfermedades
infecciosas

Las nanoparticulas (NPs) son materiales microscopicos que
tienen dimensiones en el rango de 1 X10°a 1 X 10”7 metros™.
Existen varios ejemplos para ilustrar el tamaro de las NPs; es decir,

sitomamos como referencia la dimensién de un cabello humano
que mide alrededor de 80.000 nanémetros (nm) de longitud, o
el virus del VIH que puede medir 60 nm. Las propiedades de las
NPs relativas al tamano, forma, superficie, estructura y compo-
sicion quimica, asi como de conductividad eléctrica, magnética
y Optica, entre otras, las hacen versatiles y de gran aplicacion en
areas biomédicas, ambientales y energéticas®.

Las NPs pueden clasificarse de acuerdo al material con la
cual se fabrican: (i) de base de carbdn; (i) de base metélica (oro,
plata, o de puntos cuanticos); (i) dendrimeros; y (iv) composites o
resinas compuestas®®?'. Las superficies de las NPs pueden ser mo-
dificadas con grupos funcionales que mejoran sus caracteristicas
fisicoquimicas e incrementan sus aplicaciones bioldgicas. Estas
modificaciones permiten alas NPs una mayor actividad bioldgica
en el reconocimiento de moléculas como ADN, ARN, proteinasy
lipidos, lo que en términos técnicos se denomina“biofuncionali-
zacion', propiedad que les confiere cierta especificidad molecular
(Figura 1TA). Las caracteristicas morfolégicas de los patdgenos
pueden ser empleadas para desarrollar NPs especificas. Por
ejemplo, la pared celular de Mycobacterium tuberculosis contiene
diversas familias de lipidos, como los dimicoserosatos de tiocerol,
que pueden ser usadas para el desarrollo de anticuerpos espe-
cificos para este patdgeno (Figura 1B) y ser acopladas a las NPs.
Esta propiedad permite a las NPs percibir y transmitir informacion
bioldgica, actuando como sensores bioldgicos o biosensores®, al
funcionar como dispositivos analiticos que integran un elemento

Figura 1. Fundamento de captura, aislamiento, concentracién y deteccion de patégenos mediante el uso de AMNs y biosensor.
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Tabla 1. Ejemplos de enfermedades emergentes, re-emergentes y tropicales desatendidas.

Enfermedad | Grupo Mortalidad Morbilidad Métodos de diagndstico
Taxondémico recomendado por la OMS
Emergentes
Ebola Familia Para el 2016 se reportaron 11.310 Para el 2016, se reportaron | Métodos moleculares a partir de la
Filoviridae, muertes’ 28.616 casos confirmados.’ | reaccién en cadena de la polimerasa
Género: en tiempo real, PCR-TR (PCR por
Ebolavirus. Se han sus siglas en inglés) en tiempo real
identificado 5 y/o serologia. Requiere personal
especies: Zaire, e infraestructura especializada
Bundibugyo, (Bioseguridad Nivel II-IV). El
Sudan, Reston y equipo utilizado requiere energia
Tai Forest'? eléctrica constante, calibracion y
mantenimiento. Se traduce en altos
costos'®.
Enfermedad | Familia: El nimero de muertes asociados En la region de las Américas | Métodos moleculares basado en PCR-
por el virus Flaviridae a EVZ es bajo. Sin embargo, la se reportaron al menos TR. Se requiere diagnostico diferencial
de Zika (EVZ) | Género: infeccion del EVZ durante el 171.553 casos confirmados. | debido a que los signos y sintomas
Flavivirus' embarazo puede causar microcefalia | Alrededor de 84 paises han | son similares al dengue y CHIKV. Se
y otras malformaciones congénitas | confirmado la transmision recomienda realizar la prueba en un
que constituyen el sindrome del virus' ambiente de bioseguridad nivel II™
congénito por el virus de Zika. La
infeccion también se asocia a otras
complicaciones del embarazo,
como la ocurrencia de parto
prematuro y aborto espontaneo.
La infeccién se asocia en nifos y
adultos a un aumento del riesgo
de complicaciones neurolégicas,
como el sindrome de Guillain-Barré,
neuropatia y mielitis
Chikungunya | Familia: Se reportaron 252 muertes a finales | El virus Chikungunya Las pruebas seroldgicas, como los

(CHIKV)

Togaviridae'

de agosto de 2015

(CHIKV) emergid en las
Américas en diciembre

de 2013, cuando la
transmision autodctona de el
genotipo asiatico CHIKV fue
identificado en St Martin.
Desde entonces, el CHIKV
se ha extendido a 33 paises
y territorios en el Caribe,
Sur, Centro y Norte América
con ~ 1.7 millones de

casos identificados (de los
cuales alrededor del 2%
fueron confirmados por
laboratorio)'™

ensayos inmuno-absorbentes ligados
a enzimas (ELISA), pueden confirmar
la presencia de anticuerpos IgM e IgG
anti-CHIKV. Los niveles de anticuerpos
IgM son mas altos 3-5 semanas
después del inicio de la enfermedad
y persisten alrededor de 2 meses.

Las muestras recolectadas durante la
primera semana después del inicio
de los sintomas deben analizarse
mediante métodos seroldgicos y
virolégicos (RT-PCR)'

Re-emergentes

Tuberculosis

Mycobacterium
tuberculosis'®

Para el 2016, se reportaron 1.7
millones de muertes'®. Es la primera
causa de muerte a nivel global por
un solo agente infeccioso.

La re-emergencia de TB se ha
atribuido a su co-infeccién con VIH,
diabetes, y a la aparicién de cepas
multi-farmaco resistentes'

Para el 2016, se confirmaron
10.4 millones de casos nue-
vos en el dmbito mundial'®.
Se ha estimado que la in-
feccion latente afecta hasta
un 25-30% de la poblacién
global™

En la mayorfa de los pafses, la
baciloscopfa es el método principal
de diagnostico de la forma pulmonar
(TBP). Sin embargo, su sensibilidad es
relativamente baja.

Paises con una alta prevalencia de TB,
MDR-TB, TB-VIH, han optado por el
uso de Xpert MTB/RIF' como prueba
de diagnostico inicial para todas las
personas con signos y sintomas de
TBP. El costo de mantenimiento es el
principal problema al adoptar este
método'®

(Contintia)

26

Rev Enf Emerg 2019;18(1):23-31



Uso de nanoparticulas magnéticas vy un biosensor para el diagndstico y monitoreo de enfermedades infecciosas emergentes, re-emergentes y tropicales desatendidas

(continuacion)
Paludismo Parésitos del Para el 2016, se reportaron 445.000 | Para el 2016, se han estima- | La OMS recomienda la confirmacion
género muertes'® do 216 millones de casos a | parasitoldgica rdpida del diagnostico,
Plasmodium' nivel mundial. El 90% de los | bien sea mediante pruebas de
casos ocurrieron en microscopia o mediante pruebas
Africa'® de diagnéstico rdpido antes de
administrar el tratamiento al paciente
presuntamente infectado. Se requiere
personal e infraestructura adecuados'®
Tosferina Bordetella En el 2016, se confirmaron 139.000 En el 2016, se estimo a nivel | El método recomendado es la PCR en

pertussis'

casos'

La re-emergencia se ha atribuido
al cambio de vacunas de células
completas a vacunas acelulares?

mundial, la aparicion de
6.170.800 casos?!

tiempo real, debido a su alta sensi-
bilidad y especificidad. Sin embargo,
requiere personal e infraestructura
especializados®

Tropicales desatendidas

Leishmaniasis

Parasitos del
género Leishma-
nia. Se conocen
alrededor de 20
especies. El parési-
to es transmitido

Se estima que cada afio se producen
entre 20.000 y 30.000 defunciones?

Se estima que cada afio se
producen entre 700.000 y
un millén de nuevos casos?

El diagnostico de la leishmaniasis
visceral se realiza mediante la com-
binacién de un examen clinico con
pruebas parasitolégicas o seroldgicas
(pruebas de diagnéstico rapido y
otras). Las pruebas serolégicas tienen

por flebotomos un valor limitado en el diagnostico?
infectados?
Enfermedad | El Parasito Trypa- | Se han estimado alrededor de 8 Se estima que 10.000 La microscopfa sigue siendo la prueba
de Chagas nosoma cruzi millones de personas infectadas por | personas mueren de referencia para diagnosticar la
(tripano- es transmitido el parasito® anualmente® enfermedad de Chagas aguda y
somiasis principalmente congénita. Las herramientas moleculares
americana) por medio de (por ejemplo, PCR) también se
vectores, insectos aplican en algunos paises, pero su
de la subfamilia complejidad imposibilita su uso en
Triatominae todas las dreas endémicas. En la fase
(chinches)* crénica, el numero de parasitos en la
sangre es bajo y el diagndstico directo
es mas dificil. Actualmente, la OMS
recomienda el uso combinado de dos
métodos seroldgicos para confirmar la
enfermedad de Chagas crénica, ya que
ninguna de las pruebas disponibles es lo
suficientemente sensible para emplearse
exclusivamente?
Dengue El virus del Para el 2016 se reportaron 40.392 El Dengue ocurre en més La reciente introduccion de dos nuevas
dengue (DEN) muertes por Dengue de 128 paises y causan al- enfermedades arbovirales (CHIKV a fines
comprende rededor de 300 millones de | de 2013y EVZ en 2014) ha creado un

Cuatro serotipos
distintos (DEN-T,
DEN-2, DEN-3

y DEN-4) que
pertenecen al
género Flavivirus,
familia Flaviviri-
dae®.

El virus del den-
gue se transmite
por mosquitos
hembra princi-
palmente de la
especie Aedes
aegyptiy, en
menor grado, de
A. albopictus®

casos anualmente a nivel
mundial?®

nuevo desafio para la salud publica en
las Américas. Las tres enfermedades
arbovirales (dengue, CHIKV y EVZ)
pueden producir sintomas clinicos

muy similares, principalmente durante

la fase aguda (los primeros dias de la
enfermedad), dificultando el diagnostico
clinico por parte de los trabajadores

de salud, creando problemas para

el manejo adecuado del caso 'y, en
ocasiones, desencadenando eventos
fatales. El diagndstico seroldgico ha
presentado dificultades adicionales,
debido a la reaccién cruzada entre los
anticuerpos IgM/IgG del dengue y el
EVZ, lo que complica la confirmacion del
laboratorio y compromete la vigilancia
epidemiolégica®®
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bioldgico y que estd en contacto con un transductor de sefal
que convierte y cuantifica la respuesta bioldgica en una sefal
eléctrica medible (Figura 1 C-E).

Nuestro grupo de investigacion estd evaluando las "Alocilja
nano-particulas magnéticas biofuncionalizadas (AMNSs)’, que han
sido disefadas para aprovechar sus propiedades magnéticas y
bioldgicas®. Las AMNs estén recubiertas con biopolimeros, lo que
les proporciona actividades bioldgicas, y un nicleo fabricado con
hierro- lo que les confiere propiedades magnéticas- que permite
que puedan ser manipuladas a través de un campo magnético
externo® (Figura 1C-D). Las AMNs biofuncionalizadas permiten
capturar, concentrar y separar magnéticamente células de di-
ferentes muestras, y al mismo tiempo —dadas sus propiedades
eléctricas—emitir una sefal de transduccién en un biosensor®
(Figura 1E).Tal protocolo ha sido empleado para detectar diversos
patdgenos como Escherichia coli O157:H7%34, Shigella boydii®,
Mycobacterium avium?®, ADN de Mycobacterium tuberculosis®’,
Salmonella entérica®, virus de la influenza humana®, esporas de
Bacillus cereus®, y dengue®.

La versatilidad de reconocimiento de las NPs las identifica
como“herramientas poderosas’para la deteccion precisa de una
variedad de moléculas de interés biomédico. A continuacion
brindamos un ejemplo de la aplicacién de esta técnica en la
deteccion de una enfermedad de prominente interés en salud
publica: la tuberculosis.

Pruebas piloto para el diagnéstico de
tuberculosis (TB)

La tuberculosis (TB) continta siendo un gran desafio para la
salud publica global™. La emergencia de cepas multi-farmaco
resistentes de Mycobacterium tuberculosis, la co-infeccion con
el VIH-SIDA y la comorbilidad con diabetes, hacen necesario el
desarrollo de nuevos métodos de diagndstico para su prevencion
y control. Debido a su sencilla aplicacion y bajo costo, el principal
método para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar (TBP) es
la baciloscopia, debido a su sencilla aplicacion y bajo costo*'. Sin
embargo, su capacidad diagndstica varia enormemente (20-70%),
ya que estd en funcion de la calidad y cantidad de la muestra, asf
como de la concentracion de bacilos (5.000-10.000 por mililitro)*2.
Por ejemplo, en Chiapas, México se ha documentado que solo
el 50% de los casos en zonas marginadas es diagnosticado®.

Una de las limitantes para el diagnéstico de la TBP, es que las
muestras de esputo necesariamente deben cumplir una serie
de condiciones de calidad de las que depende la eficiencia de
los resultados de la baciloscopia®'. La muestra de esputo tiene
una alta viscosidad debido a que estd formada de una matriz

Figura 2. Captura, aislamiento y concentracion de células
de Mycobacterium tuberculosis de muestras clinicas.

orgénica de proteinas, lipidos y carbohidratos, asi como de
una gran variedad de microorganismos, factores que dificultan
e impiden el aislamiento de M. tuberculosis para el analisis a
través de la baciloscopia y en medios de cultivo®. Las muestras
provenientes de nifos (biopsias, jugo gastrico, entre otras) y de
personas con sistema inmunologico deficiente tienen la carac-
terfstica de ser paucibacilares, es decir con un bajo numero de
células de M. tuberculosis, lo que representa un gran desafio para
el diagnostico de TB.

A partir del andlisis de muestras clinicas de esputo, hemos
demostrado el uso potencial de las AMNs para la detecciéon de
M. tuberculosis*. En pruebas de laboratorio utilizando esputo
artificial y Mycobacterium smegmatis como bacteria modelo, se
ha determinado que las AMNs pueden detectar hasta 10 células
por mililitro, lo cual es significativo si consideramos que para tener
una baciloscopfa positiva se necesitan porlo menos 5.000 células
por mililitro*. Los resultados preliminares han demostrado que las
AMNS afslan y concentran de manera significativa células de M.
tuberculosis*. Estos resultados son promisorios, ya que las AMNs
podrian mejorar la sensibilidad de la baciloscopia convencional
(Figura 2), ademas de generar informacion preliminar para el
desarrollo e implementacion de un biosensor portatil.

Posibles aplicaciones de las AMNs
y el biosensor para el monitoreo
y diagnoéstico de enfermedades
transmitidas por vectores

La enfermedad por el virus del Ebola (EVE), por el virus Zika
(EVZ) y la infeccion por el virus de chikungunya (CHIKV) son
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enfermedades emergentes de las que ninguin pals estaba prepa-
rado para su prevencién y control. Desde su descubrimiento en
1976, la mayoria de los casos y brotes de EVE se han producido
en Africa®. El brote de EVE en el periodo de 2014-2016 en Africa
occidental comenzd en un entorno rural del sudeste de Guinea,
extendiéndose a las zonas urbanas y a través de las fronteras, en
cuestion de semanas, hasta ser catalogada como una epidemia
mundial®. El diagndstico de EVE es complicado debido a que
los primeros sintomas, como la presencia de dolor de cabeza,
fiebre, y debilidad, no son especificos, y a menudo se observan
en pacientes con otras enfermedades méas comunes en estas
regiones, como el paludismo y la fiebre tifoidea.

La infeccion por EVZ causé alarma debido a su asociacion
con el sindrome de Guillain-Barré y microcefalia congénita® . £l
diagnostico clinico de EVZ es complicado debido a que presenta
cuadros clinicos similares a CHIKV y dengue, especialmente en
regiones donde ambas enfermedades son endémicas, ademas
de que muchas veces es asintomatico?®°!. Se ha reportado que
una persona puede estar co-infectada de forma simultdnea por
los tres virus?®°'. Las co-infecciones tienen un impacto directo en
las pruebas seroldgicas, y porlo tanto en la precisiéon de disponer
de un diagnostico diferenciado, debido a las reacciones cruzadas
con otros flavivirus y a la posible reactividad no especifica, por lo
que es posible que los resultados sean dificiles de interpretar®®®'.
Porlo tanto, es necesario realizar otras pruebas, como la reduccion
en placas (PRNT, plaque reduction neutralization test, por sus siglas
en inglés). Para el diagnostico diferencial también se ha recurri-
do a la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR,
por sus siglas en inglés)?®°'. Sin embargo, ambas técnicas tienen
desventajas importantes, como el requerimiento de personal,
materiales, equipo e infraestructura especializados lo que las
hacen de alto costo, ademas de la necesidad obtener muestras
de buena calidad y cantidad.

EVZ, dengue y CHIKV pueden ser transmitidos por los mis-
mos vectores. En el continente americano se ha reportado que
Aedes aegypti y Aedes albopictus son los principales vectores
transmisores del EVZ%, Se ha descrito que el EVZ puede ocupar
como hospederos a diferentes animales silvestres y domésticos?.
Esta gran capacidad de transmision del EVZ implica reconocer
la complejidad de su ciclo ecolégico, i.e. un ciclo endozodtico,
que involucra a los vectores y diversos primates, y otro ciclo en
el que el humano y animales domésticos estan involucrados. En
los humanos, el virus se puede transmitir verticalmente y a través
de varios fluidos (semen, saliva, sangre y orina)?,

La vigilancia entomoldgica, es decir el monitoreo de los
vectores, representa una de las estrategias de intervencién mas
importantes en la prevencion y control de enfermedades trans-
mitidas por vectores®***, La deteccion temprana de un posible

brote junto con un programa exitoso de prevencion, representa
una alternativa de menor costo que los programas de erradica-
cion o control establecidos después de un brote. Sin embargo,
los métodos de diagndstico convencionales no permiten el mo-
nitoreo en tiempo real debido a que las muestras requieren ser
transportadas a un laboratorio especializado para ser analizadas,
aunado a la variaciéon natural de las poblaciones, lo que implica
la necesidad de establecer protocolos de observacién continuos,
lo que involucra una mayor inversion de recursos y retrasos en
el diagnostico®®.

Un biosensor portatil basado en AMNSs y biofuncionalizadas es-
pecificamente para detectar a un determinado patégeno, permitiria
no solo diagnosticary monitorear una enfermedad, sino que su bajo
costo podria seraccesible el manejoin situ (i.e. comunidades situadas
enregiones donde no existen servicios de salud, o con poca capaci-
dad diagnéstica). Un ejemplo de la aplicacion del biosensor portatil
acoplado con AMNSs se evalla experimentalmente para la deteccion
de ADN del dengue serotipo 2. La sensibilidad del biosensor en
términos moleculares, ha sido determinada para detectar 10 ng/ul
de ADN en tan sélo una hora. Aunque es un prototipo, el plan es
desarrollar una herramienta diagndstica de este tipo (portétil, de facil
uso e interpretacion, y barato) para el monitoreo de poblaciones
naturales de mosquitos (Aedes spp.) in situ, incluyendo dreas urbanas,
previo a la aparicion de un brote de dengue.

Sin embargo, como cualquier campo emergente, el disefio
de un biosensor se enfrenta a muchos desafios. Las biomolé-
culas poseen estructuras y funciones especiales, y determinan
el disefio, fabricacién, y uso de las NPs que serdn acopladas al
biosensor>. El procesamiento, la caracterizacién, los problemas
de interfaz, la disponibilidad de NPs de alta calidad, la adap-
tacion de nanomateriales y los mecanismos que gobiernan el
comportamiento de estos compuestos a nano-escala, también
representan grandes desafios para el disefio de un biosensor*. Por
lo tanto, los mecanismos de interaccion entre las biomoléculas
y las NPs tampoco han sido dilucidados, con lo que la deteccion
de un patégeno a partir de muestras complejas (conformada
por diversas moléculas, y otros microorganismos) actualmente
se hace méas complicada®. Otra limitacion del biosensor es que
probablemente no sea capaz de distinguir entre células viables
y no viables®. Aunque esto no se ha confirmado experimen-
talmente, es bien sabido que las células no viables (a menos
que se destruyan sus membranas celulares) a menudo retienen
los antigenos a los que se uniran los anticuerpos, por lo que la
mayorfa de los ensayos basados en anticuerpos detectaran las
células viables y no viables de forma indiscriminada®. Por lo tanto,
la optimizacion y validacion de un biosensor son pasos previos
esenciales para su uso en escenarios reales.
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Los biosensores basados en nanomateriales muestran —en
un futuro cercano- grandes perspectivas atractivas, que se
aplicardn ampliamente en el diagnostico clinico, el andlisis de
alimentos, el control de procesos y el monitoreo ambiental en
un futuro cercano. Basta imaginar suempleo en una comunidad
rural o aislada, en donde a partir del uso del teléfono celular o
satelital se podria diagnosticar la presencia de una El. Es claro que
nuestra capacidad de reaccion ante infecciones emergentes se
incrementaria de manera significativa.

En suma, un biosensor acoplado con nanoparticulas AMNs
representa una herramienta de diagnéstico y analisis expedito,
de bajo costo y con alto potencial para el monitoreo y atencion
de Els de importancia en salud publica para pafses con escasez
de recursos para la salud. La relevancia practica de las NPs cobra
particular relevancia ante un cuadro social de alta marginacion
(como es el caso de numerosas regiones de México, América
Latina y Africa), donde idealmente requerimos disponer de he-
rramientas diagndsticas practicas y eficientes.
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Nota clinica

Un diagnéstico bajo el arbol

Jaime E. Ollé Goig
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Resumen

Palabras clave:
Tuberculosis.
Examen fisico. Diagndstico.

Presentamos el caso de una enferma afecta de tuberculosis pulmonar y extrapulmonar diagnosticada en
unas circunstancias nada faciles. El autor comenta varios aspectos de esta enfermedad y hace énfasis en la
importancia de llevar siempre a cabo un examen fisico completo.

A diagnosis under the tree

Summary

Key words:
Tuberculosis. Physical
examination. Diagnosis.

Introduccion

Pasé unos anos en un drea rural de Uganda cercana al lago
Victoria. Parte de mis obligaciones como director médico del
Buluba Hospital era la visita periddica de la red de dispensarios.
Ello era especialmente importante en relacion a los enfermos
con tuberculosis, a menudo diagnosticados en el hospital pero
que segufan su tratamiento durante varios meses cerca de sus
domicilios, para verificar la continuaciéon correcta del régimen
terapéutico, sufinalizacion a tiempo y el registro de los datos ade-
cuado. Elacceso aalguno delos centros de salud no era siempre
facil: caminos estrechos y pedregosos, cruce de riachuelos mas
0 menos caudalosos segun la estacion, selva intrincada, y todo
ello bajo un sol abrasador o, alguna vez, una lluvia torrencial.
Estas visitas no me incomodaban, mas bien todo lo contrario:
me permitian disfrutar el paisaje (con frecuencia espectacular),
comprender mejor como vivian los pobladores locales y man-
tener un contacto mas estrecho con ellos.

We present the case of a patient suffering from pulmonary and extrapulmonary tuberculosis diagnosed
under difficult conditions. The author comments different aspects of this infection and emphasizes the
importance of always performing a complete physical examination.

La enferma: diagnoéstico, tratamiento
y evolucion

Una mafana realizamos la supervisién de uno de ellos en
Kigandalo, a unas horas del hospital. Cuando estdbamos a punto
de despedirnos, el encargado me pregunté si no me importaria
ver a una muchacha que padecia un dolor persistente en la
cadera, y cuyo diagndstico no se habia esclarecido después
de varias visitas. Vivia cerca, pero tenia dificultad para la deam-
bulacion. La familia nos dio la bienvenida mas, no obstante, el
hogar estaba atestado de nifos ruidosos y llenos de curiosidad,
y sugeri examinar a la paciente bajo la sombra protectora de un
arbol de grandes dimensiones que se erguia en el patio trasero;
la acostamos sobre la hierba. Tenfa trece afos, sin antecedentes
de traumay no tenia fiebre; pude observar unaleve deformacion
de la cadera derecha y una disminucion marcada de la flexion
del muslo. Al mismo tiempo me percaté de una ligera taquipnea,
lo que me impulsd a hacer un examen fisico completo; el lado
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izquierdo del térax evidenciaba todos los signos de un neumo-
térax (timpanismo, ausencia de vibraciones vocales y de ruidos
respiratorios, etc.). Aconsejé hospitalizar a Rebeca y madre e hija
nosacompanaron en el viaje de vuelta. Durante el trayecto, yo iba
pensando en qué enfermedad podia afectar simultdneamente
dos areas anatémicas tan dispares en una persona de corta edad.
La primera patologia que me vino en mente fue una tuberculosis.
La incidencia en la region era muy elevada' y el diagnéstico -es-
pecialmente de las formas extrapulmonares- no es siempre facil.

El examen radiolégico confirmd un neumotdrax completo
del lado izquierdo con un pequefo derrame (Figura 1), y una
afectacion de la articulacion coxo-femoral derecha que sugeria
una artritis séptica (Figura 2). Insertamos un tubo de drenaje con
aspiracion negativa y el neumotorax se resolvié en parte. Varias
baciloscopias y cultivos de esputo y del liquido pleural fueron
negativos; el andlisis de una muestra del derrame demostré que
se trataba de un exudado con abundantes linfocitos. Iniciamos
un tratamiento anti-tuberculoso con cuatro medicamentos y
se mantuvo el drenaje torécico durante varios dias. Al cabo de
unos meses el neumotodrax se habia resuelto y la deambulacion
habia mejorado.

Comentarios

Este diagnostico realizado en condiciones precarias me
sugiere los comentarios siguientes:

— Latuberculosis ha sido companera fiel de la especie huma-
na durante milenios, y al igual que hoy afecta a una nifa
africana en un villorrio escondido en la selva ha causado
innumerables muertes en todo el planeta durante siglos.
Parece ser que los remotos movimientos de los humanos
fuera del continente africano han ido emparejados con los
de la micobacteria??. La historia de la humanidad ha quedado
impregnada por su relacién con dicho microorganismo®. Se
han identificado micobacterias en un esqueleto de 5000 afos
de antigiiedad en Heidelberg (Alemania) y en una momia del
antiguo reino egipcio de hace 3.500 anos’ jEn los dos ultimos
siglos ha causado la muerte de no menos de mil millones de
personas!®. Al transmitirse, en general, a través del aire que
respiramos, afecta, sobre todo, pero no exclusivamente’,
a las clases con pocos medios econdmicos que malviven
apifadas en pequenos espacios en condiciones precarias e
insalubres.

— La confraternizacion intimay prolongada de estas bacterias
con nuestra especie ha sido el origen de una relacion com-
plejay, todavia hoy en dia, llena de puntos no esclarecidos
en las distintas etapas del encuentro, mas o menos conflic-

Un diagnéstico bajo el arbol

Figura 1. Neumotoérax izquierdo completo con un nivel
hidrico moderado.

Figura 2. Ensanchamiento asimétrico del fondo acetabular
derecho con desplazamiento coxal medial. Pequeiio pinza-
miento coxo-femoral apical derecho con pequeinas erosiones
subcondrales.

tivo, humano-micobacteria, y que no raras veces causan
serias dudas, en clinicos y epidemidlogos: jInfectado o no
infectado?, jEnfermo o no enfermo?, ;Curado o no curado?,
/Recaida o reinfeccion?®.

— Enlaactualidad, las modernas técnicas de investigacion han
permitido aclarar muchas incégnitas y obligarnos a revisar
conceptos antiguos, pero estamos lejos de tener los conoci-
mientos exactos sobre muchos aspectos de esta interaccion
de forma precisa y concluyente y, no raras veces, nuestro
trabajo se desarrolla aplicando lalégica y la experiencia, pero
sin una base cientifica precisa y demostrable.
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— La micobacteria causante de la tuberculosis no es especial-
mente virulenta (si lo fuera la especie humana hace mucho
tiempo que se hubiera extinguido) y tampoco produce
toxinas. Entonces, jcudl es la causa de la patologia que
conlleva la enfermedad, incluso con un posible final mortal?
Parece ser que gran parte de dicho dafo no esta producido
por el ejército invasor sino, mas bien, por nuestra respuesta
atemorizada y desproporcionada ante las huestes foraneas.
Es posible que, en ausencia de esta reaccidon inmunoldgica
exagerada, la presencia de micobacterias en nuestro cuerpo
no acarrearia sus temibles consecuencias.

— El diagnostico de la tuberculosis puede ser dificil, y mas en
los enfermos pedidtricos®, y en las formas extrapulmonares.
La tuberculosis puede afectar cualquier drganoy podremos
tener méas de una sorpresa'®'". Este caso nos demuestra, una
vez mas, la importancia que tiene el examen fisico diligente
del enfermo. Hoy en dia, con el incremento de la tecnologfa
aplicada a las ciencias médicas, existe una tendencia a me-
nospreciar este valeroso instrumento. No podemos olvidar
este acto médico, y no solamente en un entorno con pocos
medios, pero también en los centros mejor dotados y pro-
vistos de los Ultimos avances diagnésticos. El encuentro del
profesional con el paciente establece unarelacién especial y
Unica'?,y el contacto fisico constituye una ocasion para trans-
mitir confianza, consuelo y tranquilidad' que beneficiard al
paciente atemorizado ante nuestra presencia.

— Atodos aquellos que piensan que la tuberculosis constituye
una epidemia del pasado hay que sefalarles que esta en-
fermedad es en la actualidad la principal causa de muerte
entre las personas infectadas por el virus de la inmunodefi-
ciencia humana: los enfermos con SIDA, una epidemia muy
"moderna"™.

Conclusion

La tuberculosis, tal como afirmaban los esposos Dubos, es
una enfermedad propia de una civilizacion imperfecta®, y consti-
tuye un problema no Unicamente microbioldgico, sino también
de fuerte raiz social. Tardaremos un largo tiempo en llegar a vivir

en una civilizacion perfecta y, por ello, creo que ninguno de los
ahora presentes veremos el dia en que se declare la conquista
definitiva de esta vieja companera de la humanidad.

Ala pregunta que se nos hace con frecuencia a los tisiélogos:
iAh, pero aun existe esta enfermedad?, nuestra respuesta debe
ser un categorico y enérgico si, y debe iracompanada de las ex-
plicaciones pertinentes que faciliten una disminucion del estigma
que la tuberculosis todavia conlleva, y un mayor conocimiento
acerca de su transmision y prevencion.
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Bajo el término de micobacterias no tuberculosas (MNT),
también denominadas ambientales u oportunistas, se engloba
un grupo heterogéneo de, al menos, 180 especies del género
Mycobacterium que no estan incluidas en el complejo Myco-
bacterium tuberculosis ni Mycobacterium leprae. Las MNT son
microorganismos muy resistentes que se hallan ampliamente
distribuidas en el ambiente y producen, sobre todo, infecciones
pulmonares, pero también extrapulmonares, infecciones disemi-
nadas en pacientes inmunodeprimidos e infecciones asociadas
a la asistencia sanitaria. Este gran grupo de micobacterias esta
experimentando un mayor protagonismo, ya que en los ulti-
mos afos, se han reportado datos que indicarfan un aumento
en la prevalencia de MNT en diferentes dreas del mundo. En la
actualidad representan mas del 50% del total de micobacterias
aisladas en gran parte de los laboratorios de Microbiologia Cli-
nica, sobre todo en paises con una prevalencia baja o media de
enfermedad tuberculosa. En Espana, al tratarse de enfermedades
cuya declaracién no es obligatoria, la mayorfa de datos surgen
de estudios puntuales, cuyas principales limitaciones radican en
el nimero de participantes, la definicion del significado clinicoy
el momento en que estan hechos. La primera dificultad, ante el
aislamiento clinico de MNT, es determinar su significado patége-
no, ya que pueden representar infeccion o mera colonizacion o
contaminacion de la muestra. La American Thoracic Society (ATS)
y la Infectious Diseases Society of America (IDSA) establecieron
unos criterios diagnésticos de infeccién pulmonar. Sin embargo,

estos criterios no son aplicables a todas las especies ni han sido
validados en pacientes inmunodeprimidos.

Dado que el tratamiento y el prondstico de las infecciones por
MNT varian seguin la especie de que se trate, existe la necesidad
clinica de una identificacion rapida y precisa de todos los aisla-
mientos micobacterianos segun las recomendaciones vigentes.
Por otro lado, el desarrollo de nuevos métodos de identificacion
(sobre todo moleculares), ha llevado a duplicar, en poco tiempo,
la cantidad de especies descritas en este género bacteriano. Ello
conlleva un cierto desconocimiento sobre la significacion clinica
de muchas de estas nuevas especies, asi como su incidencia,
distribucion geogréfica y sensibilidad a los antimicrobianos.

La identificacion convencional de las MNT se ha basado en
métodos fenotipicos que son lentos, laboriosos e incapaces de
distinguir gran parte de las especies. Actualmente, la identifica-
cion se basa en métodos moleculares que son mas complejos
como la secuenciaciéon de diferentes dianas del DNA, y que
proporcionan resultados fiables en 2-3 dias, pero son laboriosos
y requieren un equipamiento especifico y personal técnico
especializado y con experiencia. El analisis de los perfiles pro-
teicos obtenidos con la espectrometria de masas mediante el
MALDI-TOF MS ha demostrado ser un método eficaz para la
identificacion de las bacterias convencionales, sin embargo,
aunque hay diversos estudios demostrando su potencial para
la identificacién de las MNT, auin no se ha introducido de forma
global en la rutina de los laboratorios de microbiologfa, ya que
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las caracteristicas especificas de estas bacterias, dificultan su
procesamiento e interpretacion.

El tratamiento de las infecciones por MNT supone otro reto
importante, dado que la actividad de los farmacos antitubercu-
losos no es adecuada frente a la mayor parte de las especies o
simplemente son inactivos y los farmacos mas activos, como los
macrolidos, suelen ser mal tolerados. Cuando se requiere, el trata-
miento ha de ser prolongado, y en general, las tasas de curaciéon
son bajas y el prondstico global es malo. Ademas, no existe un
buen método estandarizado de determinacion de la sensibilidad
alos antimicrobianos en la mayoria de las MNT y menos aun en
las nuevas especies descritas en los Ultimos anos. A parte de los
diversos problemas técnicos con estos microorganismaos, existen
otras limitaciones importantes como es el establecimiento de
una adecuada correlacion entre los resultados in vitro y el trata-
miento y evolucién clinica de los pacientes. Al mismo tiempo, el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la
resistencia a los antimicrobianos es escaso en las MNT, y por ello
apenas se han desarrollado métodos para la deteccion rapida de
la resistencia en estas bacterias.

Por otro lado, se sabe que la capacidad de producir enfer-
medad de las MNT depende en buena medida de factores del
hospedador tales como la integridad del sistema inmune y/o la
presencia de cuerpos extrafos entre otros. Sin embargo, recien-
temente se ha demostrado que la formacion de biopeliculas es
un factor relevante en la patogenia de las micobacteriosis y que
esta formacion es diferente entre las distintas especies de MNT.
Estas estructuras serfan el foco desde donde las micobacterias
alcanzarfan los distintos 6rganos o sistemas humanos v, even-
tualmente, podrian dar lugar a la aparicion del cuadro infeccioso.
Ademas, las bacterias que forman parte de una biopelicula son
mas resistentes a la accion de los antimicrobianos.

En resumen, si como parece los aislamientos por MNT estan
aumentando, las dificultades inherentes a su diagnéstico y trata-
miento, asi como la alta morbi-mortalidad, estan convirtiendo a
estas infecciones en un problema de salud de especial relevan-

cia. Desde el Grupo de Estudio de Micobacterias (GEIM) de la
Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica (SEIMC) y de la Fundacion para la Investigacion en Tuber-
culosis de Barcelona (FUITB) se ha promovido este proyecto de
investigacion AES mediante una red de centros en todo el estado.
La finalidad global del proyecto es: a) conocer la prevalencia y sig-
nificacion de las MNT en Espafa y la aplicabilidad de los criterios
ATS/IDSA para el diagnéstico de infeccién pulmonar; b) identificar
de forma precisa y rapida la inmensa mayoria de las especies de
MNT mediante los nuevos métodos, incluida la espectrometria
de masas; c) Conocer la respuesta al tratamiento y pronostico
segun las especies de MINT; d) analizar la sensibilidad a los anti-
microbianos de las especies mas relevantes en nuestro medio
y los mecanismos de resistencia mas frecuentes; y e) estudiar la
capacidad de formacion de biopeliculas de estas bacterias que
estarfa relacionada con su capacidad patégena.
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La meningitis tuberculosa (MTB) es la forma méas grave de
tuberculosis extrapulmonar. El espectro clinico es amplio y
puede no ser especifico, lo que dificulta el diagndéstico tempra-
no, aumentando las complicaciones y mortalidad asociadas.
Hemos realizado un estudio retrospectivo donde se analizaron
las historias clinicas de pacientes con MTB diagnosticados en el
Hospital Universitario Vall d'Hebron de Barcelona, entre los afios
2007 y 2018. Se incluyeron los pacientes con MTB confirmada
microbioldgicamente y los con MTB probable.

Resultados

Revisamos 30 casos de MTB, un 70% fueron hombres, la
media de edad fue de 41,8 + 254, el 60% eran inmigrantes.
Como comorbilidades principales destacaban: enfermedad renal
cronica (23%), diabetes mellitus (209%), hepatopatia cronica (13%),
alcoholismo (10%), inmunosupresion (43%) principalmente
VIH (23% del total), pero también enfermedades autoinmunes,
inmunosupresion farmacoldgica por trasplante o enfermedad
hemato-oncoldgica. Al ingreso estaban presentes como sinto-
mas y hallazgos clinicos predominantes: fiebre (100%), cefalea
(93,3%), irritabilidad y signos meningeos (53,3%), vomito (30%),
déficit neurolégicoy compromiso de pares craneales (36,7%). Un
30% presentd convulsiones al ingreso y un 43,3% presentaron al
menos una crisis comicial durante la hospitalizacion. La media
de puntuacion de la escala de coma Glasgow en los pacientes
hospitalizados fue de 12. El cultivo del LCR fue positivo en el 38%
de los casos. La afectacion leptomeningea y el infarto cerebral
fueron los hallazgos mas frecuentes en resonancia magnética
con 68% y 46% respectivamente, sequidos de tuberculoma,
hidrocefalia, cerebritis focal, neuritis y ventriculitis. Un 26,7%
requirié derivacion ventriculoperitoneal. En el anélisis univariado,
la presencia de enfermedad renal crénica mostrd una asociacion
significativa con la ausencia de alteraciones en la RM cerebral.
La mortalidad global fue del 23%, siendo el 16% directamente

atribuible a la MTB. Un 48% presentaron déficits neuroldgicos
atribuibles a la MTB a un afo post-tratamiento. La presencia en
la RMN de leptomeningitis e infarto cerebral fueron predictores
de mal pronéstico, definido como el evento compuesto de mor-
talidad por cualquier causay secuelas. Sin embargo, en el anélisis
multivariado se perdio la significacion, probablemente debido a
una falta de potencia estadistica (Tabla 1).

Tabla 1.
Buen Mal p  Multi- OR
prondstico prondstico variante (1C95%)
(n=14) (n=14)
Leptomeningitis 6 (42,9%) 13(929%) 0,013 0,069 9,5 (0,84-106,4)

Ventriculitis 0 2 (14,3%) 0,48

Hidrocefalia 1(7,1%) 6 (42,9%) 0,077

Infarto cerebral 3 (21,4%)  10(714%) 0,021 0,15 4,7(0,7-31,5)
Neuritis 1(7,1%) 2 (14,3%) 1

Paquimeningitis 1 (7,1%) 1(7,1%) 1

Tuberculoma 4 (28,6%) 7 (50%) 0,44

Cerebritis focal 0 4 (28,6%) 0,098

Encefalopatia TB 0 1(7,1%) 1

Conclusiones

En nuestra serie de pacientes con MTB se confirmalla elevada
mortalidad y secuelas de esta patologia. Las técnicas de imagen
muestran un elevado porcentaje de alteraciones, siendo las mas
frecuentes la afectacion leptomeningea y los infartos cerebra-
les. En nuestro estudio ambos se asociaron a mal prondstico.
Inesperadamente, los pacientes con enfermedad renal crénica
mostraron una menor incidencia de hallazgos en la RM. El diag-
noéstico y tratamiento precoz siguen siendo cruciales en la MTB.
La RM puede ayudar a estratificar a los pacientes segun el riesgo
de muerte o complicaciones neuroldgicas asociadas.
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Resum

Antecedents: Photovoices és un metode d'investigacié par-
ticipativa que utilitza els dibuixos o les fotografies realitzades
pels pacients per coneixer les seves vivencies. L'expressio de les
vivencies dels pacients pediatrics amb tuberculosi (TB) a través
de dibuixos o fotografies ajuda a coneixer millor la percepcié que
tenen aquests nens de la malaltia i permet crear consciencia sobre
laTB a la comunitat, professionals sanitaris i familiars dels casos.
L'objectiu principal del projecte Pediatric TB Photovoices és que
els pacients pediatricsamb TB documentin i comparteixin la seva
experiencia de viure amb TB a través de fotografies i dibuixos.
Meétodes: projecte coordinat perI'Hospital Vall d'Hebron. S'oferira
la participacié als pacients pediatrics diagnosticats en hospitals
de Catalunya. Es reclutaran 25-50 participants que representin les
caracteristiques sociodemografiques dels pacients pediatricsamb
TB (pacients d'ambdds sexes, immigrants i nascuts a Espanya i de
diferents edats). Els criteris d'inclusio seran tenirentre 0i 17 anys,
ser pacient amb TB activa que rep tractament durant almenys 2
mesos per a laTB en els 6 centres sanitaris participants, i tenir el
consentiment informat dels responsables legals.

Resultats esperables: Aquest projecte permetra coneixer la per-
cepcié de laTB en aquests nens, aixi com les seves experiéncies,
i també ajudara a crear consciencia sobre la TB en els sanitaris, la
comunitat, altres pacients i familiars de casos.

Projecte Photovoices Pediatric Barcelona

Els nens i nenes transfereixen el seu moén interior, els seus
requeriments i emocions a través dels seus dibuixos. Les imatges,

doncs, son importants perque reflecteixen els seus sentiments
i pensaments. En definitiva, dibuixar imatges permet als nens i
nenes expressar-se a la resta de persones del seu voltant'. Expe-
riencies previes, la cultura, 'educacié, I'entorn social, les expecta-
tives i altres possibilitats son factors que afecten les percepcions
de les persones. Un dels factors més importants que afecta la
percepcié son els paradigmes'. Els paradigmes constitueixen
un petit model de la realitat de les persones com si es tractés
d'un mapa al cervell, son un producte de I'aprenentatge i estan
modelats per les experiencies. En néixer, el mén no té significat i
el mapa mental d'un individu esta buit. Amb el temps, variables
com la cultura i I'entorn educatiu en que viu un nen, i en parti-
cularels pares, constitueixen les linies basiques d'aquest moén de
significats que es van adquirint'.

S'han publicat estudis que analitzen el dibuix com a eina
utilitzada pels nens per descriure diferents situacions en malalties
infeccioses. Un exemple és |'estudi publicat sobre la Oncocercosi,
parasitosi endémica de diferents arees de I'Africa Subsahariana
que condueix a la ceguesa en la seva etapa final, en qué molts
nens condueixen als adults cecs a moure a través de la seva co-
munitat®. Es va demanar a nens de 6 a 16 anys que dibuixessin
les seves percepcions de l'oncocercosi, aixi com del tractament
amb ivermectina en les seves comunitats. Es van generar un total
de 50 dibuixos, i una de les conclusions de I'estudi és recomanar
que en un futur s'incorporin els dibuixos infantils com una de
les intervencions a desenvolupar en I'ambit d'educacio per a la
salut de la comunitat?. Un altre bon exemple és un estudi realitzat
sobre la percepcio, a través del dibuix, que tenien els nens de la
malaltia de Chagas, malaltia parasitaria tropical que afecta uns 10
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milions de persones, principalment a les Ameériques, i transmesa
principalment per insectes triatomins®. Es van recol-lectar 261
dibuixos de nens de 6 a 12 anys de quatre llocs diferents, i es va
determinar que els nens estaven molt familiaritzats amb els vec-
tors, i coneixien molt bé aspectes de la seva biologia i ecologia, i
en particular dels seus habits d'alimentacié®. Es va concloure que
aquests resultats tenien implicacions importants per al disseny
especific de futurs materials educatius per a la promocioé de la
inclusié de nens a la sensibilitzacio sobre la malaltia de Chagas®.
Finalment, un altre estudi va usar el dibuix com a eina per inves-
tigar el coneixement dels nens en edat escolar sobre els parasits
intestinals, i avaluar el coneixement de les mesures de prevencio
després d'una capacitacié especifica en el tema“. Els nens van
millorar els seus coneixements sobre els parasits intestinals des-
prés de la formacié i aquest resultat es va reflectir en els dibuixos
realitzats®. Segons els autors de l'estudi, els resultats poden tenir
implicacions importants per al disseny especific de futurs mate-
rials i campanyes educatives. La comprensié de les percepcions
ajuda a proporcionar justificacions i coneixements per aconseguir
canvis en els habits poc saludables, i constitueix la base per a la
transformacié de moltes practiques de risc*.

En relacié a la metodologia "Photovoice’, I'evidencia publi-
cada sobre |'s de Photovoice en salut publica i altres camps
relacionats amb la salut suggereix que aquesta metodologia
contribueix a una millor comprensié de les experiencies dels
individus i les comunitats amb un emfasi en la perspectiva
de les necessitats i fortaleses individuals i de la comunitat®.
Els projectes de Photovoice poden proporcionar una manera
efectiva perqué les persones mostrin, de primera ma, les seves
fortaleses i necessitats percebudes, promoguin el dialeg critic i
el coneixement sobre les preocupacions de la seva comunitat, i
generin canvis en arribar als politics o persones encarregades de
formular politiques a través d'imatges i histories de la vida diaria®.
Al 2005, el Centre de Rehabilitacié Psiquiatrica de la Universitat
de Boston va comencar a utilitzar Photovoice en un programa
d'educacio per a la recuperacio titulat "Picturing my Health". Aixd
va produir respostes molt favorables dels participants, ja que va
demostrar ser una intervencié poderosa per reduir I'estigma. Els
participants van informar sentir-se més forts i més preparats per
abordar l'estigma en les seves vides.

Els projectes de Photovoice també poden produir diversos
tipus de dades, des de transcripcions de discussions i entrevistes
fins a imatges fotografiques.
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Nens malalts, com pot ser el cas de la tuberculosi (TB),
han de canviar els seus habits diaris i ser sotmesos a diferents
proves diagnostiques i tractament que poden condicionar una
resposta de por, ansietat, o incomprensié. També poden tornar
a un estat anterior al seu nivell de desenvolupament actual'. En
alguns estudis realitzats en nens hospitalitzats amb problemes
de salut cronics, després d'una avaluacié dels dibuixos dels nens,
es van trobar signes de depressié (57,1%) i nivells més baixos
d'autoestima (53,8%)".

El nostre grup ja té experiencia en aquesta metodologia, aixf
en col-laboracié amb el programa TB de Toronto vam publicar
50 fotografies realitzades per pacients adults amb TB, apreciant
preocupacions per l'aillament i I'estigma que genera aquesta
malaltia, perd també sensacions agradables relacionades amb
la finalitzacioé del tractament i la curacio (Fundacio UITB, 2017).

Es desconeix actualment el grau d'ansietat o preocupacio que
experimenta un nen o un adolescent diagnosticat de TB. Des del
moment del diagnostic i durant tot el periode de seguiment, que
es pot allargar fins a dos anys després de finalitzar el tractament,
es determinen caracteristiques cliniques en tots ells, perd no
és possible mesurar el seu estat emocional. Es per tot aixd que
es necessiten desenvolupar noves estrategies d'abordatge per
entendre aquestes situacions en els nens i adolescents diagnos-
ticats de TB.
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¢{Como mejorar el diagndstico de la TB en un area rural de Angola?
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El diagnostico rapido de la tuberculosis es crucial para iniciar
el tratamiento lo mas pronto posible y asi evitar la transmision
de los bacilos tuberculosos a las personas que estan en contacto
con el paciente enfermo. Debido a ello el acceso al diagnostico
rapido de la tuberculosis deberia realizarse en cualquier lugar del
mundo. La necesidad de disponer en el momento actual de un
diagndstico rapido es quizé el aspecto mds importante para el
control de la enfermedad tuberculosa.

En un pafs desarrollado el retraso diagndstico vendria dado
por el retraso del paciente a la visita médica o por la baja sospecha
de laenfermedad tuberculosa. Sin embargo, en un pafs con pocos
recursos sanitarios ademas de los motivos mencionados ante-
riormente en el retraso diagnostico se anadirfa la falta de medios
para poder realizar dicho diagndsticoy la dificultad de llegar alos
recursos diagnoésticos. Ademas, con gran frecuencia en los paises
en vias de desarrollo hay un elevado porcentaje de tuberculosis
multirresistente (TB-MDR) que si no se diagnostican rapidamente
supone la infeccién y posterior desarrollo de la enfermedad con
bacilos multirresistentes. Por lo que si el diagndéstico precoz es
importante en el diagndéstico de la tuberculosis este diagnodstico
rapido es primordial para combatir la TB-MDR.

Ante una sospecha clinica de tuberculosis la confirmacion
viene dada por el diagnéstico microbioldgico. El examen mi-
croscopico directo de las muestras clinicas, mediante técnicas
especificas de tincién (baciloscopia) sigue siendo el método mas
rapido, baratoy accesible para diagnosticar los casos baciliferos, si
bien su sensibilidad comparada con el cultivo es baja. El cultivo de
M. tuberculosis tiene el inconveniente de que es lento sobre todo
si se realiza en medio sélido (Lowenstein-Jensen). La utilizacion de
medios liquidos ha mejorado la rapidez en el aislamiento de las
micobacterias lo que hace que se haya extendido su utilizacion
en los laboratorios de micobacterias. Ademas, el cultivo en medio
liquido tiene la ventaja de que se puede realizar el antibiograma

alos farmacos de primeray sequnda linea frente a M. tuberculosis
disminuyendo el tiempo para la obtencién de resultados.

La identificacion cuando se realiza por métodos fenotipicos
es lenta y a veces compleja. Con las técnicas de identificacion
genética, se ha conseguido una mayor rapidez en el diagnostico
de la tuberculosis. Ello ha hecho que en las Ultimas décadas se
hayan desarrollado nuevos métodos diagnosticos basados en la
biologia molecular. La técnica ideal serfa una técnica sensible, ra-
pida, econdmicay que no necesitase medios técnicos complejos
ya que la mayoria de casos se dan en paises poco desarrollados
y con recursos econémicos limitados.

Para mejorar el acceso al diagndstico y las pruebas rapidas
de sensibilidad a los medicamentos frente a la tuberculosis,
habré que fortalecer y ampliar una red de servicios diagndsticos
de calidad garantizada que use las pruebas de la tuberculosis
recomendadas por la OMS.

Segun la OMS la red de laboratorios para el diagnéstico de
la tuberculosis se dividirian en tres niveles (periférico, intermedio
y central) y cada nivel realizaria unas pruebas determinadas’.
Teniendo en cuenta los requisitos de las diversas tecnologfas de
diagndstico en cuanto a infraestructura y bioseguridad, en los
servicios de atencién de salud periféricos sélo podran ofrecerse
ciertas pruebas, microscopia y Xpert MTB /RIF.

La técnica Xpert MTB/RIF es una prueba rapida que puede
detectar la tuberculosis y la resistencia a la rifampicina en menos
de dos horas. El diagnostico de la tuberculosis y de la TB-MDR
requiere ampliar el acceso a las pruebas de sensibilidad a los
medicamentos frente a la tuberculosis asi como al tratamiento
de los pacientes diagnosticados de tuberculosis y de TB-MDR.

Realizamos un estudio durante los aflos 2014 y 2015 en el
Hospital Nossa Senhora da Paz (HNSP), dicho Hospital es un cen-
tro de referencia para el diagnostico y tratamiento de la tubercu-
losis en Cuba, un drea rural de la provincia de Benguela, Angola?.

42 Rev Enf Emerg 2019;18(1):35-55



Los objetivos de nuestro estudio fueron determinar la pro-
porciéon de resistencia farmacoldgica a la tuberculosis en los
aislamientos de pacientes con tuberculosis pulmonary describir
los mecanismos moleculares de la resistencia farmacoldgica
obtenida en estos aislamientos.

Se encontraron altas tasas de prevalencia de TB-MDR entre
pacientes en tratamiento (71,1%) y personas con nNuevos casos
(8,0%) en Angola. Serfa conveniente un estudio de sensibilidad
de latuberculosis a los farmacos a nivel nacional para determinar
la prevalencia real de la TB-MDR en Angola.
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La tuberculosis (TB) es todavia un problema de salud publica
global que en 2016 afectd a 10,4 millones de persones y ocasiond
1,7 millones de muertos. Se estima que un 25% de la poblacion
mundial tiene infeccion tuberculosa latente (ITL) y que el 5% de
ellos desarrollardn TB en los dos primeros afios después de la
infeccion y otro 5% en algin momento de su vidal. Uno de los
Objetivos del Desarrollo adoptados por las Naciones Unidas en el
ano 2017 es la eliminacién mundial de la TB para a el afo 2050%

La adopcién de este objetivo ha comportado un renovado
interés en los factores de riesgo de la ITL', en la TB y en el conoci-
miento de la efectividad del tratamiento de la ITL® (TITL). Conseguir
el cumplimento del tratamiento de la ITL es un factor decisivo para
reducir la endemia tuberculosa y prevenir futuros casos de TB, v,
a su vez, acelerar el declive de la TB y conseguir su eliminacion®.

Los contactos de los enfermos nuevos de TB presentan un
riesgo alto de infecciéon y también de progresar de infeccion a
enfermedad en comparacion a la poblacion general. Para los

contactos recientemente infectados, el riesgo de presentar TB es
maximo en los primeros afnos. Este riesgo en los estudios clasicos
se situaba entre el 3-5%. Estudios mas recientes sefalan que el
riesgo puede ser variable segun diversas caracteristicas de los
casos indices y de los contactos. Diversos estudios realizados en
paises con baja incidencia de TB han situado el riesgo de TB a los
5 anos entre cohortes de contactos, entre el 9,5% vy el 14,5%*.
Asimismo, la incidencia de TB entre los contactos de casos de
TBP es muy superior a la de la poblacién general, observandose
incidencias de 355/100.000 personas-anho de seguimiento en
personas no tratadas de [TLS.

Eltratamiento cldsico de la ITL ha sido Isonizada en pauta de
6 0 9 meses para la poblacion general y 12 meses para pacientes
coinfectados por el VIH. Sin embargo también se han demostrado
efectivas pautas mas cortas como la Rifampicina durante 3 0 4
meses, la Isonizada mas Rifampicina durante 3 mesesy la Isonia-
zida més Rifapentina una vez a la semana 3 meses.
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La eficacia de estas pautas se han establecido en ensayos
clinicos pero se desconoce la efectividad de las mismas en
situaciones reales de los programas de control de la TB, depen-
diendo esta efectividad de la aceptacién y el cumplimento del
tratamiento de la ITL.

Se han sugerido dos grandes tipos de determinantes de la
aceptacion y el cumplimento del TITL: Por un lado los factores
relacionados con aspectos clinicos y los efectos secundarios de
los farmacos, y por otro los factores demograficos, sociales, con-
ductuales y de organizacion de su provision. Entre los estudios
internacionales sobre factores productores de la aceptacion y el
cumplimento del TITL, se identifica una gran variabilidad asociada
alos diferentes sistemas sanitarios, pautas utilizadas, perfil de los
contactos estudiados y el tipo de factores estudiados.

En Catalufia se han realizado avances en el control de laTBy
en el estudio de los contactos de los enfermos. En un proyecto
FIS coordinado perla Unidad de Investigacion en Tuberculosis de
Barcelona (UITB) que se realizd en toda la poblacion de Catalufa
sobre 10.218 contactos, se estimé que la prevalenciade la [TL era
del 32,3%, muy superior en los contactos convivientes (44,3%)
respecto alos no convivientes (26,1%). También se constatd que
la ITL se asociaba a factores de los casos indices (TB pulmonar,
BK+, tabaquismo y lesiones radioldgicas cavernosas) y de los
contactos (inmigrantes, hombres y mayor edad).

Sin embargo, en estos estudios no se pudo determinar pros-
pectivamente la incidencia ni los factores de riesgo de TB en los
contactos. Tampoco se pudo determinar los factores predictores
de la prescripcién del tratamiento de la ITL o la posterior acepta-
cion 'y cumplimiento con el tratamiento

Objetivos

Objetivo general

Estudiar la incidencia y factores de riesgo de TB en una co-
horte contactos de casos incidentes de TB pulmonar diagnosti-
cados en Catalufia el afo 2019 y 2020 y determinar los factores
asociados a la aceptacion y el cumplimento del tratamiento de
la infeccion tuberculosa latente.

Objetivos especificos
Enrelacion a la incidencia de TB entre en los contactos

— Estudiar la prevalencia de infeccion y el riesgo de desarrollar
una TB entre los contactos de casos con TB pulmonar en
Catalufia el afo 2019y 2020.

— Comparar el riesgo de desarrollarTB el primery segundo afo
de seguimiento en una cohorte de contactos de TB pulmonar
segun el cumplimento del tratamiento de la ITL en Catalufia
durante los afos 2019y 2020.
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— Elaborar modelos predictores de TB entre los contactos de
casos de TB pulmonar teniendo en cuenta edad, sexo, pais
de origen, estilo de vida (tabaco, alcohol), comorbilidades,
pautas de tratamiento (cortas o largas).

Enrelacion a la ITL en los contactos

— Determinar los factores predictores de la prescripcion y de
la aceptacion inicial del tratamiento de la ITL en Catalufa en
los afos 2019y 2020.

— Estimar el cumplimento del tratamiento de la ITL entre los
contactos TB pulmonar en Catalufia en los afios 2019y 2020.

— Elaborar modelos predictores de la aceptacion y el cumpli-
miento del tratamiento de la ITL teniendo en cuenta edad,
sexo, pals de origen, estilos de vida (alcohol y tabaco), nivel
de exposicion (circulo de contacto), tratamiento de la ITL
(pautas cortas o largas), comorbilidades y pautas de trata-
miento (cortas o largas).

Diseiio y métodos

Disefo: Estudio de cohorte de los contactos de casos de TB
pulmonaren Catalufa desde el 01/01/2019 hasta el 31/12/2020.
Los contactos se seguirdn hasta el 30/09/2021 para conocer la
aceptacion y cumplimiento del tratamiento de la ITL vy la inci-
dencia de la TB.

Poblacién y muestra

La poblacién de estudio serdn los contactos de todos los
pacientes nuevos de TB pulmonar en Catalufia censados por la
red de vigilancia epidemioldgica. La muestra seran los contac-
tos de casos de TB pulmonar de Cataluia identificados entre el
01/01/2019y el 31/12/2020.

Criterios de inclusion

Persona identificada como contacto de primer, segundo o
tercer circulo de caso de TB pulmonar por los profesionales de
las unidades de vigilancia epidemioldgica participantes.

Variables independientes del caso indice y de los contactos

Del caso indice se recogeran variables sociodemograficas,
clinicas, bacteriolégicas, factores de riesgo e inicio de tratamiento.
De los contactos, variables sociodemograficas, de relacién con el
caso indice, resultado del cribaje, comorbilidades, y tratamiento
delalTL

Variables dependientes

La aceptacion del tratamiento de la ITL y resultado y la fecha.
Resultado final del seguimiento: presenta o no TB, perdido, muer-
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to, emigra de Catalufia. Fecha de finalizacion del sequimiento y
dfas de seguimiento.

Recogida de informacion

Cada caso de TB declarado al sistema de enfermedades de
declaracion obligatoria (EDO) es validado por los servicios de
epidemiologia que retnen la informacion epidemioldgica e
identifican y censan a todos los contactos de riesgo. Posterior-
mente, realizan o coordinan los estudios de contactos. Cuando
un contacto es estudiado, se incorpora a la cohorte y se registra
la informacion.

Procedimientos

La informacion de todas las variables del proyecto se regis-
traran en un cuestionario especificamente disefiado y volcado
a una base de datos especifica que se dard de alta en el Depar-
tamento de Salud.

Para completar el cuestionario, los profesionales de las unida-
des de Epidemiologia se pondran en contacto con los médicos
clinicos que realicen el seguimiento de los contactos incluidos
en la cohorte, consultaran la historia clinica de cada uno de ellos
y completaran la informacion de seguimiento hablando directa-
mente con los contactos incluidos.

Para conocer la presentacion de TB al final del seguimiento
(30/09/2021) se consultard el registro TB de Catalufa y de la
ciudad de Barcelona. Para los casos que no hayan desarrollado la
enfermedad se buscard el resultado de seguimiento en el registro
de asegurados, historia clinica de contacto vy, si es necesario, se
consultara al paciente y a su médico.

La fecha de finalizacion del seguimiento para los contactos
que no presenten ningun resultado, serd 30/09/2021. En el resto
de participantes sera el inicio del tratamiento en caso de TB ac-
tual, la fecha de la muerte en caso de fallecimiento, la fecha de
baja del registro de asegurado y en caso de pérdida, la fecha del
ultimo contacto con el sistema de salud.

Tamano de la muestra

Enelano 2016, se estudiaron 4.487 contactos en Catalufa. De
estos contactos 1.132 presentaron una prueba de la tuberculina
positiva y se consideraron infectados y se indicé tratamiento de
laITL en 576. Por tanto en el periodo de los dos afios se esperan
estudiar: 8.974 contactos, 2.254 presentaran una ITL y se indicara
tratamientode lalTLa 1152.

Enla cohorte de 2.254 contactos con la prueba de la tuber-
culina positiva, si se acepta una incidencia de TB anual del 1,9%4
y una mediana de seguimiento de 2 ahos se esperan detectar

unos 43 casos de TB. Aceptando un error a de 0,05, la precision
para estimar el riesgo de enfermedad serd: e + 0,62%. A partir
de 1.152 contactos, un nivel de aceptacion a priori del 90% y de
complimiento del 70% y un error a de 0,05, la precision para la
aceptacion (n=1.152 contactos) serd de: e + 2,5%. La precision
para estimar el cumplimento del tratamiento de la ITL (n=1.037
contactos, el 90% de los 1.152 contactes iniciales) serd de e £2,7%

Con este numero de pacientes y mediante el disefo de es-
tudios de cohortes, aceptando un nivel de confianza del 95% se
podran estimar OR/RR a partir de valores de 1.8 con una potencia
estadfstica del 81%.

Andlisis de datos

Se calcularan las tasas cumplimiento del tratamiento de la ITL
y las tasas de incidencia de TB por personas-afno de seguimiento.

En el andlisis bivariado, la probabilidad de presentar TB se
determinard utilizando el método de Kaplan-Meier segun los
diversos factores estudiados y las curvas obtenidas se compararan
mediante la prueba de Log-Rank. Se tendrd en cuenta la falta
de independencia de las observaciones entre las caracteristicas
de los casos indice iniciales y sus contactos asociados. Para el
andlisis multivariante, se ajustard un modelo de regresion de
Cox con efectos aleatorios (frailty model) mediante el método
de seleccién de variable backward stepwise, incluyendo aquellos
factores asociados (p<0,05) a nivel univariado. Se incluirdn en el
modelo todas las variables sin colinealidad y las interacciones
entre las covariables también se evaluaran.

Se calculardn les medidas de asociacion (hazard ratios), sus
intervalos de confianza del 95% (IC), y se considerara el valor p
menor de 0,05 como estadisticamente significativo. La propor-
cionalidad de los riesgos se evaluard mediante los residuales de
Schoenfeld. Todos los analisis se realizaran con el programa R
statistical package en la version 3.1.1.

Informe de la comision de ética

Se solicitara informe al CEIC. Se trata de un estudio epidemio-
l6gico observacional y las actividades habituales del programa
para la prevencion y control de la tuberculosis esta reguladas en
el Decreto de EDO 203/2015 por el que se regulan los sistemas
de notificacion de enfermedades de declaracién obligatoria y
brotes epidémicos. En este estudio se plantea informar a todos
los contactos del seguimiento, como se hace en la practica de
la salud publica.

Limitaciones del estudio

Puede existir cierta variabilidad en el estudio de contactos
segun la bacteriologfa del esputo. Para reducir esta variacion se
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realizard difusion del documento de estudio de contactos del
Departamento de Salud para unificar los criterios de los estudios.

Puede existir interferencia de la vacuna BCG enla tuberculina
prueba. Se recomendara el registro del antecedente de la vacu-
na BCG y que se practique la prueba de los IGRA en todos los
vacunados de media y baja exposicion con PPD + para detectar
a los falsos positivos.

Se compararan los contactos perdidos durante el segui-
miento respecto al resto de participantes para caracterizar a las
personas perdidas y valorar posibles sesgos en los resultados.

Bibliografia

1. Houben RMGJ, Dodd PJ. The Global Burden of Latent Tuberculosis
Infection: A Re-estimation Using Mathematical Modelling. PLOS
Med. 2016;13(10):21002152.

Dia Mundial de la Tuberculosis

2. Wejse C. Tuberculosis elimination in the post Millennium Develo-
pment Goals era. Int J Infect Dis [Internet]. International Society for
Infectious Diseases. 2015;32:152-5.

3. Reid A, Grant AD, White RG, Dye C, Vynnycky E, Fielding K, et al.
Accelerating progress towards tuberculosis elimination: the need
for combination treatment and prevention. Int J Tuberc Lung Dis.
2015;19(1):5-9.

4. Sloot R, Van Der Loeff MFS, Kouw PM, Borgdorff MW. Risk of tuber-
culosis after recent exposure: A 10-year follow-up study of contacts
in Amsterdam. Am J Respir Crit Care Med. 2014;190(9):1044-52.

5. Trauer JM, Moyo N, Tay E-L, Dale K, Ragonnet R, McBryde ES, et al.
Risk of Active Tuberculosis in the Five Years Following Infection.
Chest. 2016;149(2):516-25.

6. Erkens CGM, Slump E, Verhagen M, Schimmel H, Cobelens F, van
den Hof S. Risk of developing tuberculosis disease among persons
diagnosed with latent tuberculosis infection in the Netherlands. Fur
Respir J. 2016;48(5):1420-8.

Estudio de Ias reversiones de una prueba de aliberacion de interferon
v (QuanFERON-TB Gold Plus) para la optimizacion del estudio de contactos de TB

Miguel Santin

Unitat de Tuberculosi. Servei de Malalties Infeccioses. Hospital Universitari de Bellvitge. 'Hospitalet de Llobregat. Barcelona.

Correspondencia:
Miguel Santin
E-mail: msantin@bellvitgehospital.cat

El tratamiento de la ITBL se considera un elemento esencial
para el control de la TB en los paises de baja incidencia (<100
casos/100.000), en los que la reactivacién enddgena de una infec-
cion remota constituye la principal fuente de los nuevos casos de
TB'. La infeccién de reciente adquisicidon supone un mayor riesgo
de enfermedad tuberculosa en los afios subsiguientes; de ahi la
importancia del examen de los expuestos a pacientes con TB pul-
monar para la deteccion nuevas infecciones. En la practica clinica,
el hallazgo de una prueba de la tuberculina (PT) o una prueba de
liberacion de interferdn (IFN)-y (IGRA) positivos en un contacto
de riesgo amerita un tratamiento preventivo, asumiendo que se
trata de una infeccion reciente. Sin embargo, la incapacidad de
ambas pruebas para establecer la antigliedad de la infeccion e
identificar a aquellos con riesgo de desarrollar TB activa obliga a

tratar muchos contactos innecesariamente. En comparaciéon con
la PT, los IGRA, aun no siendo buenos predictores de enfermedad
futura, permiten seleccionar mejor los infectados tributarios de
tratamiento?3. AUn asi, estas herramientas siguen siendo clara-
mente sub-o6ptimas.

Clasicamente se ha aceptado que tras la primo-infeccion
por Mycobacterium tuberculosis, el sistema inmunitario es capaz
de controlarla en la mayor parte de los casos, dando lugar a la
persistencia de bacilos viables (“infeccion latente”) con capacidad
para proliferar y desarrollar TB activa en el futuro. Este modelo
establece dos estados de la infeccion TB: infeccion latente, defi-
nida por un test de inmunodiagnéstico -PT o IGRA- positivo sin
evidencia de enfermedad, y TB activa. Es comUnmente aceptado
que un 10% de los infectados enfermaran a lo largo de la vida,
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teniendo un mayor riesgo en el primer afo, mientras gue un 90%
serfan portadores de la infeccién en forma latente sin enfermar.
Sin embargo, este modelo se considera una simplificacién de
un espectro continuo de la infeccién. Dependiendo de factores
inmunologicos, genéticos y de linaje de la cepa infectante, la
infeccion podria ser eliminada; podria persistir de forma latente;
podria tener cierto grado de actividad clinicamente silente y alto
riesgo de progresar, o podria progresar a enfermedad clinicamen-
te manifiesta®. Mientras no se disponga de biomarcadores que
permitan identificar aquellas personas con alto riesgo de enfer-
mar y no dispongamos de tratamientos mas cortos y eficaces,
es preciso optimizar el uso de las herramientas disponibles para
tomar decisiones sobre el tratamiento preventivo.

En estalinea, hemos publicado los resultados de dos estudios
que muestran la utilidad de QFT-GIT para seleccionar mejor los
contactos que requieren tratamiento preventivo®®. En el primero
de ellos’, la implementacién de QuantiFERON-TB Gold In-Tube
(QFT-GIT) para el cribado de contactos de TB vacunados con
BCG permiti¢ reducir el nimero de tratamientos preventivos de
62% a 48%, sin incrementar el riesgo de TB subsiguiente. Poste-
riormente, en un ensayo clinico (estudio OPTIMIST)?, el uso de
QFT-GIT como prueba confirmatoria de la PT redujo el diagnéstico
y tratamiento preventivo un 23%. Tras dos afos de seguimiento,
no hubo diferencias en el desarrollo de TB.

En unintento de mejorar la utilizacion de QFT (actualmente
QFT-Plus), nos planteamos si la obtencion de resultados mas con-
sistentes mediante su repeticion podria reducir ain mas el nime-
ro de contactos tratados sin aumentar el riesgo de enfermedad
futura. Se ha visto que determinaciones seriadas de los IGRA dan
lugar a conversionesy reversiones (de positivo a negativo) en un
numero significativo de casos. Ante la falta de un ‘gold standard”
para el diagndstico de infeccion tuberculosa, tales conversiones/
reversiones reciben diferentes interpretaciones. Algunas de las
reversiones podrian obedecer a verdaderas erradicaciones de la
infeccion, como sugieren casos de negativizacion de la prueba
tras una positivizacion inicial’®. Andrews et al., en sendos estudios
llevados a cabo en Sudafrica con nifos? y adolescentes'®, con
conversion inicial de QFT-GIT, la repeticion de la prueba entre
6-24 meses mas tarde mostré un 58% de reversiones en ninos, y
un 23,7% en adolescentes. Pai et al.' en un estudio en contactos
en la India, la repeticion de los QFT-GIT positivos a los 12 meses
mostrd un 6,7% de reversiones. En una revision sistematica que
incluyd 26 estudios, mayoritariamente con QFT-GIT, se observo
que la repeticion de la prueba en el transcurso de las siguientes
4 semanas, daba lugar a reversiones en un 57% de las pruebas
con resultados iniciales cercanos al punto de corte de positividad
(0,35-1,49 Ul/ml); alrededor de un 30% en los casos con valores

iniciales entre 0,81 y 6,99 Ul/ml, y hasta un 14% para positivos
a niveles altos (7-10 Ul/ml)". Méas recientemente, Jonsson et
al’® en un estudio retrospectivo en Suecia con 3656 casos con
resultados de QFT-GIT entre 0,20 y 0,99 Ul/ml, obtuvieron un
54,7% de reversiones al repetir la prueba a las 8-12 semanas y
un 59,4% entre aquellos en los que la prueba se repitié dentro
de las siguientes 4 semanas.

A priori, la repeticion del IGRA en casos con resultados posi-
tivos en situaciones de bajo riesgo de infeccion, parece atractiva,
ya que permitiria disponer de resultados mas consistentes para
la toma de decisiones terapéuticas. La conveniencia de tal me-
dida en términos de coste-beneficio, y el cbmo implementarla
en nuestro dmbito, deberfa basarse en la experiencia adquirida
mediante estudios prospectivos en areas epidemiolégicamente
equiparables, e individualizando las poblaciones a las que se
pretendiese aplicar.
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Recentment s'ha pogut establir que l'aparicié del Myco-
bacterium tuberculosis complex (MtbC) com a patogen huma va
esdevenirfa 73.000 anys. Aquest descobriment, basat en I'analisi
del'acumulacio d'errors en la transcripcio del genoma de Mtb(C',
és ben lluny del coneixement classic que el vinculava a una evo-
lucié del M. bovis, iamb 'inici de la domesticacio del bestiar, sobre
I'any 13.000 A.C, 'anomenada Revoluci¢ Neolitica. Els autors, a
més a més, situen l'aparicio dels llinatges “antics”i ‘moderns” als
anys 70.000146.000 a.c. respectivament. De nou, ben lluny de Ia

Revolucio Neolitica.

Al Paleolitic mitja, la poblacié humana
s‘organitzava en grups reduits

Aixi doncs, I'aparicié de MtbC es situa en el context del que
s’ha anomenat el segon “Out of Africa”l'any 80.000 a.c. (el primer
se situafa 1.800.000 anys a.c). Degut a les condicions climatiques
generades per la glaciacio, hi ha un reducte huma situat a I'actual

zona d'Etidpia, envoltada per deserts, que basa la seva subsis-
téncia en la caca de petits animals marins que van escassejant
com a consequéncia de la disminucié drastica del nivell del mar
Roig, lincrement de la salinitat i la mort del plancton marf® La
davallada del mar Roig facilita la recerca de noves oportunitats
cap a la peninsula arabiga, i posteriorment cap a la peninsula
indostanica, fins arribar a Oceania (vers el 50.000 a.c.), territoris
que formaven un continuum fisic com a consequéncia de la
davallada del nivell del mar. Les Ultimes estimacions poblacionals
apunten que alany 50.000 a.c. a tot el continent africa el nombre
d’'humans podia estar al voltant del milié d'individus, mentre que
ala peninsula indostanica el nombre d'humans no superava els
10.000 individus. En aquella epoca la societat s'organitzava en
forma de tribus nomades de 50 persones, vinculades amb una
certa interrelacio a través de vincles de col-laboracié i de matri-
moni, perd essencialment aillades donada la necessitat d'explotar
grans espais de cara a poder subsistir.

Rev Enf Emerg 2019;18(1):35-55 49



Dia Mundial de la Tuberculosis

La qualitat de vida dels cacadors-recol=lectors
era envejable

La salut dels nostres ancestres era molt bona, amb neces-
sitats “laborals” limitades (unes 2 hores diaries) i una dieta molt
variada. Era una poblacié marcada per la baixa natalitat, com
a consequencia de I'alt cost que significava nodrir als nadons,
estimant-se que cada dona tenia un fill cada 5 anys. Tan sols un
57% d'aquells nens arribaven als 15 anys, si bé a partir d'aquesta
edat el percentatge de poblacié que superava els 45 anys era
superior al 60%. Aix0 fa que l'esperanca de vida fos de 33 anys.
Aquesta qualitat de vida fou desbaratada amb la Revolucié Neo-
litica, on el sedentarisme, la dieta poc diversa i la conflictivitat
social van fer davallar l'esperanca de vida fins als 26,5 anys. Ara bé,
lincrement en la natalitat va permetre I'explosio demografica, si
bé la qualitat de vida no es va comencar a recuperar fins al segle
XIX en algunes societats®.

En aquest context, l'explicacié més versemblant és que el
manteniment del MtbC es deu a la seva capacitat per mantenir
la infeccié latent de manera perllongada, per poder mantenir la
infecci¢ transgeneracionalment’.

Els avantatges competitius dels llinatges
"antic” i “modern” de MtbC

L'estudi de les qualitats patogéniques dambdos llinatges
de MtbC revelen que el llinatge antic té una major capacitat de
generar una resposta pro-inflamatoria, i per tant de progressar
més rapidament cap a malaltia. Per un altre costat, en tenir un
volum major es generarien unes gotes d'aerosol més grans i, per
tant, tindrien menys capacitat per arribar a I'alveol pulmonar; és
a dir, serien menys infectives*.

Mecanismes pel manteniment de MtbC entre
els humans

Per valorar quins mecanismes van ajudar al MtbC a establir-
se entre els humans, hem construit un model epidemioldgic de
transmissio del MtBC (Figura 1), que esta basat en models previs®.
Es tracta d'un model en compartiments, de tipus SEIR, on els
parametres s’han calibrat d'acord amb les caracteristiques dels
dos llinatges (antic i modern) i dels diversos tipus de poblacions
(cacadors-recol-lectors vs agricultors). Hem inclos conceptes
com el major risc a tornar a desenvolupar malaltia en aquells que
préviament I'han patit, la pérdua de la immunitat en el temps i
la perspectiva de génere, amb la hipotesi que la tolerancia a la
infeccié redueix la incidencia de TB en les dones. Hem reproduit
les diferencies entre els llinatges antic i modern, per poder explicar
I'exit del darrer en l'actual pandémia.

Figura 1. Model de transmissio de la TB al Paleolitic.
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S: és la poblacié susceptible, E: la poblacié infectada, I: 1a poblacié infecciosa i R:
la poblacié recuperada de la malaltia. La dinamica entre les diferents poblacions
es genera a través d'una serie de variables anuals. m: natalitat; 8: taxa d'eliminacio
del bacil i perdua d'immunitat; f: progressié rapida a malaltia (durant el Ter any);
B: nombre d'infectats per cas; a: probabilitat de reactivacio endogena; r: proba-
bilitat de reinfeccio; ¢: probabilitat de curacio; p: mort natural; p_T: mort causada
perTB.També es consideren unes variables constants. i:immunitat; w: progressio
a malaltia en pacients amb TB prévia. Es tracta del model simplificat, sense tenir
en compte les diferéncies de sexe.

Hem realitzat diferents simulacions del model matematic,
utilitzant el programa Matlab, per poder avaluar quins han estat
els mecanismes patogénics que permeten explicar el manteni-
ment de la malaltia a partir de nuclis poblacionals tan reduits.

La infeccié per MtbC va causar un impacte
molt important en la demografia humana

Les diferents simulacions realitzades mostren com l'aparicié
de la infeccié amb els llinatges “antics” de MtbC va representar
un impacte demografic molt important, provocant una reduccio
de la poblacid de més del 30%. Amb I'aparici¢ dels llinatges‘mo-
derns”i la seva capacitat de disseminacid més elevada, aquest
impacte es va accentuar en provocar una reduccié poblacional
de més del 60%. Aquest fet fa pensar que els llinatges “moderns”
no van poder desplagar els“antics"fins al creixement demografic
del Neolitic, és a dir, uns 30.000 anys després del seu origen. Es
interessant remarcar que l'impacte de la infeccié per MtbC es va
fer més suportable gracies a la tolerabilitat a la infeccio atribuida
al sexe femeni, conjuntament amb dinamiques de mescles entre
tribus. El model mostra com, per mantenir la malaltia, calen tant
la progressié rapida com la latencia. Ambdds mecanismes per
separat no permeten mantenir la pandémia. Igualment mostra
la importancia de la poblacié que ha patit la malaltia com a re-
servori per mantenir la incidencia, aixi com I'eliminacié natural
del bacil de les persones infectades en sentit contrari, és a dir,
per reduir la pandémia.

Aquests resultats son importants de cara a poder interpretar
la pandemia actual, on el 50% i el 40% dels casos no son nitan sols
diagnosticats a I'Africa o I'Asia, respectivament. Per tant, aquestes
dinamiques sén encara plenament vigents, en ple segle XXI.
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Con lavision de un mundo libre de tuberculosis (TB) y con el
objetivo de acabar con la pandemia que supone una enferme-
dad que ocasiona millones de casos, muertes y sufirmiento, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lanzé en Mayo de 2014
una ambiciosa estrategia para poner fin a la TB, la llamada The
End TB Strategy. En ella se propone reducir el nimero de muertes
en un 95% y disminuir al 90% el nimero de nuevos casos entre
los afos 2015 y 2035. Esta resolucién de World Health Assambly
insta a los gobiernos de todos los paises del mundo a adaptar
e implementar un firme compromiso politico y financiero para
que pueda llevarse a cabo.

Los pilares y componentes de The End TB Strategy son: 1. Ga-
rantizar una atencion y prevencion de los casos centrada en los
pacientes, 2. La realizacién de politicas audaces y brindar sistemas
de apoyoy 3. La inovacion e intensificacion de la investigacion.
Respecto a la atencion de los casos, los grandes retos presentes
y futuros son el diagndstico precoz, la realizacion del antibio-
grama, el estudio y tratamiento de los contactos y el cribado y
tratamiento en grupos de riesgo, el dar soporte y garanitzar el
tratamiento de todos los casos incluidos los multiresistentes, las

actividades de colaboraciéon entre pacientes TB/VIH, el manejo
de las comorbilidades y la vacunacién contra la TB'.

Respecto al pilar de la inovacion e intensificacion de la in-
vestigacion, uno de los aspectos fundamentales para que triunfe
la estrategia The End TB serd atacar el reservorio que supone la
infeccion tuberculosa latente (ITL). Para ello se requierirdn mejores
técnicas diagnosticas y pautas de tratamiento de la infeccion
latente (TITL) mas cortas para mejorar la adherencia, econémicas,
igual de eficaces e idelamente, mejor toleradas. En este sentido,
desde hace escasos afos han habido una série de ensayos cli-
nicos aleatorizados utilizando Rifapentina (RPT) sola o asociada
con isoniacida (INH) para el TITL en comparacién con la pauta
clasica de INH sola dutante 6-9 meses. RPT, como la Rifampicina
(RIF), es una rifamicina que tiene un tiempo de vida medio mas
largo en plasma, lo que le dota de unas cualidades para el TITL
que la pueden dar ventaja respecto a RIF.

Entre los ensayos clinicos realizados, el Estudio 26 (o PREVENT
TB Study) del Tuberculosis Trial Consortium del CDC (TBTC) de-
mostrd que una pauta de 900 mg de INH + 900 mg de RPT (3HP)
en regiment de tratamiento directamente observado (TDO) una
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vez alasemana para el TITL en pacientes infectados con alto ries-
go de evolucion a TB, fue tan efectiva como la pauta de 9 meses
con INH (9H) (7/3986 vs 15/3745, incidencia acumulada de 0,19
vs 0,43 en los grupos 3HP y 9H, respectivamente) y presentd una
mayor adheréncia (69% vs 82,1%)%. Respecto a la seguridad, el
4,9% discontinud el tratamiento debido a algun efecto adverso
enlarama 3HP frente al 3,7% en la rama 9H. Las reacciones sisté-
micas debidas al tratamiento fueron mas frecuentes en la rama
3HP (3,5% vs 0,4%) vy la mayoria fueron por el sindrome flu-like
debido a la RPT?.

Respecto a colectivos vulnerables, el estudio PREVENT TB
demostré que en pacientes VIH con una media de CD4 de 500
cel/microl, la pauta 3HP fue no sélo tan efectiva y segura para
el TITL como la 9H siné ademdas mejor tolerada“. Por otro lado,
en poblacion pediatrica de 2 a 17 anos, la pauta 3HP demostrd
ser tan segura ((3/539 (0,6%) en la rama 3HP tuvieron un efecto
adverso grado 3 frente a 1/493 (0,2%) en la rama 9H)) y tan efec-
tivacomola de 9H ((3/434 (0,74%) en la rama 9H desarroll6 TB vs
0/471 (0%) en la rama 3HP)). Los ninos en la rama 3HP, ademas,
completaron mas el TITL (88,1% vs 90,9%, p=0,003)°. Respecto a
los costes de la pauta 3HP, ha demostrado ser mas coste-efectiva
que otros regimenes como el de 9H, sobretodo si disminuyen
los costes de RPT®.

La pauta 3HP propuesta en el PREVENTTB Study, tenfa la limi-
tacion que las 12 dosis debfan de ser administrades en regimen
de TDO lo que la hacfa poco operativa para ser implementada a
nivel de programa de prevencion y control de la TB. Hacia falta un
estudio que comparara la adherencia de la pauta 3HP adminis-
trada en TDO frente a un tratamiento autoadministrado (AUTO).
De ahi naci¢ la idea del Estudio 33 (o i-ADHERE Study) del TBTC,
estudio propuesto desde el Site 31 de Barcelona. Este estudio
de adherencia incluyd personas con indicacion de TITL tratados
con 3HP que se aleatorizaron en tres ramas segun la forma de
administracion: TDO vs AUTO vs AUTO con mensajes de texto en
el movil (AUTO-SMS). El cumplimiento fue del 87,2% para los de
larama TDO, 74% para la rama AUTO 'y 76,4% para los aleatoriza-
dos en la rama AUTO-SMS. El subanalisis para los participantes
de Estados Unidos (EEUU) observé un cumplimiento del 85,4%
(IC 80,4%-89,4%) frente al 77,9% (IC 72,7%-82,6%) en la rama
AUTO, demostrando que la adherencia era similar (no inferior)
entre los casos de EEUU. La seguridad fue similar entre los grupos
y la rama AUTO-SMS no demostré mejorar la adherencia®.

Dos grandes estudios que apuestan por regimenes alin mas
cortos de rifapentina pueden maracar las pautas a seguir para el
TITL en un futuro. Por un lado el BRIEF-TB Study, del AIDS Clinical
Trials Group 0 ACTG5279, analiza un regimen ultra corto de TITL
con INH y RPT diaria durante un mes (1HP) para pacientes VIH

comparado con el regimen 9H. Los resultados de este ensayo
clinico multicentrico de fase lll fueron presentados en el CROI
del 2018 e incluyeron a mds de 3000 pacientes de 45 centros en
10 paises diferentes con alta carga de TB. El objetivo primario fue
comparar laincidencia de evolucién aTB, muerte por TB o muerte
por causa desconocida. La pauta THP demostré ser no inferior en
efectividad respecto a 9H (34 pacientes en larama THP vs 35 en
la rama 9H, incidencia de 0,69/100 vs 0,72/100 personas-afo de
seguimiento, respectivamente), tener menos efectos adversosy
tener mejor adherencia’.

Otro de los nuevos estudios que puede marcar el TITL los
siguientes afnos es el Study 37 del TBTC o ASTEROID Study. Este
ensayo clinico aleatorizado de fase Il para el TITL se realitzard en
paises de baja incidencia de TBy comparara una pauta diaria de
RPT dutante 6 semanas (6wWP) con cualquier regiment basado en
rifamicinas (3HR, 3HP o 4R). Bajo una perspectiva de estudio de
no inferioridad, este ensayo multicentrico internacional anlizara
la eficacia y la seguridad de la pauta 6wP.

Asi pues, las nuevas pautes con RPT para el TITL serdn una
herramienta fundamental para contribuir a cumplir con los ob-
jetivos de la End TB Strategy de la OMS. Para ello es fundamental
que RPT sea aprovada por la Agencia Europea del Medicamento,
mejorar su posologfa, disminuir su precio y extender su indicacion
a nivel clinico. Llegado el momento, serd fundamental hacer un
seguimiento de los casos a largo plazo en estudios de fase IV
como han hecho en EEUU para completar aiin mas la informacion
sobre su seguridad y tolerabilidad en el contexto de programa
de prevencion y control de la TB.
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In 2017, it was estimated that the global incidence of tubercu-
losis (TB) was 133 cases per 100,000 population, with most cases
occurring in Asia (62%) and Africa (25%)". TB is the tenth leading
cause of death worldwide and, since 2012, the top killer among
the infectious conditions, topping HIV (the total mortality was
estimated to 1.6 million in 2017 when including people living
with HIV who die of TB)". An estimated 558,000 new multidrug
resistant/rifampicin resistant TB (MDR/RR-TB) cases emerged in
2017 and MDR/RR-TB was responsible for an estimated 230,000
deaths in the same year'.

In order to help countries organize their response to the
challenge of TB, including MDR/RR-TB, WHO has the mandate to
produce guidance for the prevention, diagnosis, treatment and
care of TB through a process that is scientifically rigorous and
independent of financial and intellectual conflicting interests,
in accordance with the requirements of the WHO Guideline Re-
view Committee (GRC), using GRADE methodology ((Grading of
Recommendations, Assessment, Development and Evaluation)
adopted by WO to summarize evidence and to formulate the
recommendations’. The latest evidence-based guidance for the
treatment of MDR/RR-TB was published by WHO in December
2018 based on GRADE assessment of recently completed Phase
Il trials of delamanid and the shorter MDR-TB regimen; individual
patient database (IPD) of over 13,100 records from patients treated
with longer MDR-TB regimens in 40 countries; and another IPD

with over 2,600 records from patients treated with the 9-12 month
shorter MDR-TB regimens from 15 countries, and pharmacokine-

Table 1. Medicines to be consider in the design of the WHO
recommended oral longer regimen for treatment of MDR/
RR-TB.

Group Medicines
Group A: Levofloxacin OR Lfx
Include all three medicines Moxifloxacin Mfx
(unless they cannot be used) Bedaquiline Bdg
Linezolid Lzd
Group B: Clofazimine Cfz
Include one or both medicines Cycloserine OR Cs
Terzidone Trd
Group C: Ethambutol E
Add to complete the regimen Delamanid DIm
and when medicines from Pyrazinamide VA
Groups A and B cannot be Imipenem_ lpm-Cln
used cilastatin OR
Meropenem Mpm
Amikacin Am
(OR Streptomycin) S)
Ethionamide OR Eto
Prothionamide Pto

p-aminosalicylic acid PAS
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tic and safety data from trials of bedaquiline and delamanid in
patients under 18 years of age®.

WHO recommends two different treatment regimens, with
patient eligibility determined by certain criteria and informed
consent following proper counselling: a fully oral longer regimen
to be composed according to criteria described in Table 1,and a
standardised shorter 9-12 months regimen. Of note, WHO is not
recommending Injectable agents any longer among the priority
medicines when designing longer MDR-TB regimens; kanamycin
and capreomycin are not recommended any more; thus, oral
regimens should become the preferred option for most patients®.

Since these data was reviewed to produce the updated gui-
delines WHO was informed by different data contributors (e.g.

Dia Mundial de la Tuberculosis

South African Department of Health, the UNION, Government of
India) that substantial new data will be shared with WHO around
quarter 2 2019. Thus, it is anticipated that towards end of 2019
there will be further update of MDR/RR-TB treatment guidelines.
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