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P.esum

ESTUDI DE LA TRANSMISSIÓ DE LA TUBERCULOSI EN EL CONTEXT

NOSOCOMIAL I POBLACIONAL

Caracterització fenotípica i genotípica de soques de Mycobacteríum tuberculosis.

Actualment, l'OMS estima que un ten; de la població esta infectada per Mycobacteríum
tuberculosis. Cada any es produeixen quasi 9 milions de casos nous i moren al voltant de 2
milions de persones. Diáriament, més de 23.000 persones desenvolupen la tuberculosi (TB) i, al
voltant d'unes 5.000 persones moren per la seva causa.

Quan un malalt amb TB pulmonar tus, parla, esternuda o canta produelx I expulsa petites

gotes a Taire, les quals poden contenir baclls tuberculosos. Aqüestes gotetes poden evaporar-se

i arribar a la mida de nuc/is de gotetes o partícules contagioses, que contenen un o més bacils

tuberculosos, I que romandran suspesos en Taire per un temps variable, depenent de les

característiques de l'amblent. Aqüestes partícules constltueixen la font principal de transmissió
de Mycobacteríum tuberculosis.

Objectiu Principal. L'objectlu principal d'aquest treball va ser estudiar la transmissió de
la TB en el context, nosocomial i poblacional. Amb aquesta finalitat es van fixar tres objectius

concrets: Objectiu 1. Análisi de la transmissió nosocomial de TB en malalts ¡ngressats en un

hospital de tercer nivel!, durant un període de quatre anys (1994-1997). Objectiu 2. Descriure
les resisténcies i els factors de risc associats, entre casos nous i préviament tractats, en el
districte de Bata i a Tilla de Bioko, a Guinea Equatorial, a més de genotipificar les mutacions

associades a les resisténcies a isoniacida i rifampicina i estudiar la transmissió de les soques

resistents. Objectiu 3. Caracteritzar genotípicament les soques de Mycobacteríum tuberculosis,
aillades en malalts deis districtes de Bata i Malabo, a Guinea Equatorial: determinant la

freqüéncia de transmissió recent, els factors de risc, i els lligams de transmissió.
Resultats. Objectiu 1. Es van estudiar les soques de Mycobacteríum tuberculosis de

151 malalts. Les soques de 37 malalts (24.5%) van permetre definir 11 agrupacions diferents.

Cap deis malalts infectáis amb una d'aquestes soques agrupades havien coincidit uns amb els
altres i el 5.4% d'aquests tenien un lligam epidemiológic ciar establert fora de Thospital. Les
variables historia prévia de TB \ presó Man ser associada significativament amb pertányer a una

agrupado. A més, 109 malalts sense TB, -41 deis quals estaven coinfectats amb el VIH-, que
havien compartit habitado amb alguns deis malalts tuberculosos estudiáis, van ser seguits
clínicament durant un mínim de 18 mesos i un máxim de 60. El 68.3% deis malalts VIH positius
i el 26.4% deis malalts VIH negatius van morir durant el període de seguiment com a resultat
d'altres malalties.Només un d'ells va desenvolupar TB al cap de 16 mesos del contacte. La

tipificació de la soca va evidenciar que els contagi no havia estat arrel d'aquest contacte.

vi



Resum

Objectius 2 i 3. Durant tot el període d'estudi es van estudiar 499 malalts. D'aquest 240 foren
cultiu positiu i identificat com a complex M. tuberculosis. L'antibiograma va ser possible en 236

soques. La freqüéncia de resistencia entre casos nous va ser del 16.9% (38/224), i entre els
casos préviament tractats va ser de 41.6% (4/5). La monoresisténcia a la INH va ser

majoritária en els dos grups d'un 12.5 i 16.6%, respectivament. La MDR es va observar en el
1.7 i el 25 % en casos nous i préviament tractats, respectivament. El sexe femení es va

associar amb resisténcia en casos nous (OR 2.5; 95% CI 1.2-5.2 ). De les 41 soques resistents

a la INH 33 (80.5%) tenien una mutació en el gen inhA, i totes les soques tenien resisténcies a

la INH de baix nivell. No hi va haver cap soca amb mutació en el gen katG, i les vuit soques
restants no tenien cap mutacions en cap deis dos gens estudiáis. Vuit soques van ser resistents
a la RMP i sis tenien el gen rpoB mutat. La tipificado de les soques per RFLP va ser possible en

185 (89.9%) deis cultius positius per M. tuberculosis, i es van identificar 92 patrons diferents. El
38.3% (71 soques) van presentar patrons únics i les 114 (61.6%) restants van determinar 21

agrupacions diferents, de 2 a 25 malalts. El 86% de les soques resistents van ser tipificades i 30

d'aquestes soques van determinar 7 agrupacions.
Conclusions. Respecte a l'objectiu 1. Entre els malalts-companys que van sobreviure no

es va detectar cap cas secundan de TB que fos degut a una transmissió nosocomial. Respecte a

l'objectiu 2. L'estudi va detectar una freqüéncia moderada de resisténcia entre casos nous, amb

predomini de resisténcia de baix nivell a la INH associada a mutacions en el gen inhA, amb un

alt percentatge de soques resistents agrupades. Respecte a l'objectiu 3. El nivell d'agrupació.
61.6%, observat suggereix un elevat grau de transmissió recent i un predomini de soques

endémiques característiques de la regió.
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Glossari

PZA: PiraZinAmida.
Ácid DesoxirriboNuclétic.ADN

LengthRFLP: Restriction
Polymorphism. (polimorfisme en la
longitud deis fragments de restriccló).

Fragment
ARN: Ácid RiboNuclétlc.

American Thoracic Society.ATS
RIF: RIFampicIna.

BCG: Bacil Calmette-Guerin.
SIDA: Síndrome de la ImmunoDeficiéncia

Adquirida.CDC: Centers for Disease Control and
Prevention.

SM: eStreptoMIcina.
CMI: Concentrado Mínima Inhibitoria.

IS: Insertion Sequences
(seqüéncies d'inserció)DOT: Directly Observed Treatment.

(tractament directament observat).
TuBerculosi.TB:

DOTS: Directly Observed Treatment Short-
course. (tractament curt directament
observat).

UDVP: Usuaris de Drogues per Via Parenteral.

UICTMR: Unió Internacional Contra la Tuberculosi i

Malalties Resplratóries.Delayed Type Hypersensitivity.
(hipersensibilitat tipus IV o retardada).

DTH:

Virus de la Immunodeficiéncia Humana.VIH:
ECC: Estudi Convencional de Contactes.

ETM: ETaMbutol.

HLA: Human Leukocyte Antigen
(complex major d'histocompatibilitat
humana).

ASP: Agencia de Salut Pública de Barcelona

INH: Isoniazida.

Infecció Tuberculosa Latent.ITL:

«Da: KiloDaltons

MDR: MultiDrugResistant
(multiresisténcia).

MHC: Major Histocompatlbilitat Complex
(complex major d'histocompatibilitat).

OMS: Organització Mundial de la Salut.

PAS: ácid P-AminoSalicíHc.

parell de basespb:

PCR: Polimerasa Chain Reaction.
(reacció en cadena de la polimerasa).

Programa Nacional de control de la
Tuberculosi.

PNT:

PPD: Purified Protein Derívate.
(deriváis purificáis proteics).
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Introríucáó. Aspectos generad ríe la tubérculos!

I

II
*

ASPECTES GENERALS DE l_A TUBERCULOSI

El microorganisme responsable de la TB, Mycobacteríum tuberculosis, és un exemple ciar
de la pressió selectiva a la que han estat sotmeses moltes espédes durant milions d'anys, així
com de la seva capacitat d'adaptació a situacions adverses. Tot I que els experts han estimat

que Mycobacteríum tuberculosis té una antlguitat calculada entre 15.300 i 20.400 anys, -

estimada segons la freqüéncia de pérdua de nucleótids i la capacitat de mutació (Kapur i
Cada vegada més s'accepta que aquesta espécie va evolucionar d'altres

microorganismes més primitius dins del propi genere. Probablement, en algún moment del

procés d'evolució, alguna espécie micobacteriana, per pressió selectiva natural, va canviar el
seu reservón de l'aigua i/o térra cap ais animáis. D'aquesta manera s'hauria originat una

espécie primitiva de Mycobacteríum bov/s, -l'espécie més antiga que forma part del complex
M.tuberculosis (apartat 1.1)-. L'evolució d'aquest cap a l'espécie patógena humana

Mycobacteríum tuberculosis s'hauria produTt coincidint amb el procés de domesticació deis
animáis pels homes (Haas i Haas, 1996).

cois., 1994)-

1



Introdúcelo. Aspectos generáis de la tuberculosi

1.1 EL GENERE Mycobacterium I L'ESPÉCIE tuberculosis

El nom genéric de Mycobacterium va ser proposat per Lehmann ¡ Neumann l'any 1896.

Taxonómicament, és l'únic genere en la familia Mycobacteriaceae, ordre deis Actlnomyceta/es.

Compren més de 100 especies fwww.bacterio.cict.fr/m/Mvcobacterium.htmn. La majorla d'elles
són ambientáis i no patógenes. D'altres, i en determlnades circumstándes, són oportunistes, -el
cas de M. avlum-intracellulare, M. kansasii, M. xenopi entre altres-, i una minoría són

patógenes obllgades Mycobacterium leprae i el complex M. tuberculosis. Microbiológicament,
totes les especies desentes es classifiquen segons la producció de plgment en

presénda/absénda de llum, -fotocromógena o escotocromógena i no cromógena-, i de la
velocitat de creixement, - rápid o lent-, en sis grups diferents (Shinnick i Good, 1994).

Els micobacteris són bacils aerobis, immóbils, sense espores, ni flagells ni cápsula i amb
un elevat contingut de G+C, -entre el 62 i el 70%-, en el seu genoma. La composició de la

paret deis micobacteris els hi dona la particularitat de ser ácid-alcohol resistents, és a dir, són
capagos de resistir l'acció decolorant d'un ácid i d'un alcohol préviament a l'exposició a un

colorant. Aquesta característica és el fonament de la técnica Zielh-Neelsen que permet la
visualització microscópica deis bacils (apartat 2.6.2.1). Els micobacteris són més resistents a la
dessecacló i a la desinfeccló amb productes químlcs que altres microorganlsmes sense espores.

Són, d'altre banda, sensibles a la calor húmida i poden ser destruYts amb temperatures de

pasteurització.
La TB és una malaltia infecciosa produida peí complex Mycobacterium tuberculosis, que

inclou les especies M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti (causa TB

en rosegadors), i més recentment M. canetti Fonamentalment, el reservón de Mycobacterium
tuberculosis és l'home. La persona sana pero Infectada representa el reservón més important
de la malaltia i el responsable de l'endémia, ja que malgrat que no contagia, aquesta immensa

poblado infectada portadora del bacil, pot emmalaltir i ser potencial transmissor del micobacteri
en qualsevol moment de la seva vida (Capítol 2). En menor grau, Mycobacterium bovis pot

l

també afectar a l'home mitjangant el consum o contacte amb anlmals infectáis. La TB per M.
bovis és més freqüent en paísos en vies de desenvolupament donat l'escás control sanitari a

qué están sotmesos els animáis.

Mycobacterium tuberculosis és un bacil prlm de forma recta o lleugerament corba, amb
els extrems arrodonits, i d'entre 0.3-0.5 pm d'ample i entre 1-4 pm de llarg (fig.1.1).

Normalment, s'observen aíllats pero també en petits grumolls compactes. Creix de manera

lenta, -només té un operó per la síntesi de l'ARNr (ribosómic)(Cole,1998)-, i en condicions

2



Introdúcelo. Aspectos generáis ríe la tubérculos'!

adients, amb C02, el temps de generado és de 15 a 18 hores i, són necessáries entre 2 a 3
setmanes d'incubació a 37°C per poder visualitzar colónies en un medí de cultiu solid. És
niacina positiva, redueix els nitrats a nitrits i té una catalasa termolábil (apartat 2.6.2.4).

w-

fie***!

Figura 1.1 Aspecte característic de Mycobacteríum tuberculosis en una tinció Ziehl-Neelsen.

La seqüéncia complerta del genoma de M. tuberculosis H37Rv té 4.411.529 pb de mida, i
un contingut de G+C del 65.6% íhttp://bioweb.pasteur.fr/GenoList/TubercList/,) (Colé i

cois., 1998, Colé,2002). En tot el genoma hi ha aproximadament uns 4.000 gens classificats en

11 grups funcionáis. Actualment, el 52% d'ells tenen assignats una funció precisa o aproximada

mentre que la resta és encara desconeguda (Camus i cois.,2002). Entre el 3 i 4% del genoma
está constituid per IS i prófags, -tipus phiRv 1 i phiRv 2-. Hi ha 56 copies d'elements IS que

pertanyen a famílies conegudes com la ISJ, IS5, IS27, ISJ0, IS110, IS256, ISL3 i la 151535. A

més, un 8% del genoma está ocupat per les famílies de gens PE i PPE que engloben 100 i 67

membres, respectivament. A la vegada, les protéines PE i PPE es divideixen en subfamílies en

funció del seu domini C-terminal. La classe PGRS (Polymorphic GC-rich Repetitive Sequence)
de les proteines PE i la classe MPTR (Major Polymorphic Tándem Repeat) de les protéines PPE
són les més destacades (Colé,2002). A més, aquests elements han estat emprats com a

marcadors molecular per la tipificado de les diferents soques de Mycobacteríum tuberculosis

(apartat 2.10).
L'estructura cel-lular deis micobacteris és una de les característiques d'aquest genere. El

contingut lipidie és el responsable del voltant del 60% del pes sec de la paret i li dona les

propietats que permeten al bacil resistir condicions ambientáis adverses. Constá d'una paret

3



Infroríucció. Aspectos generáis de ¡a tubérculosi

amb quatre capes separada de la membrana per l'espai periplásmic. La capa més interna está
constituida per glicopéptids amb molécules de N-acetilglucosamina i ácid-N-glucolilmurámic
amb cadenes curtes d'Alanina. Aquesta capa s'esdevé l'esquelet del bacteri i li dona forma i

rigidesa. Externament, es distingeixen tres capes més:

a) una de polímers d'arabinosa i galactosa,

b) un altre constituida per ácids micólics. Aquests són un element ¡mportant per la
taxonomía deis micobacteris. Els ácids micólics són ácids grassos de pes molecular elevat i
constituíts per cadenes llargues d'entre 70 i 90 átoms de carboni (C) amb un grup OH en

posició beta i una ramificado en posició alfa. A més, els ácids micólics alliberen ácids grassos de
C22 i C26 per pirólisi,c)l'última capa és superficial i está formada per lípids, el cord factor, -trehalosa

6,6'-dimycolato-, i per mucósids, -glucolípids-, units no covalentment. Els lípids i els glicolípids

representen el 60% del seu pes i són els responsables de la propietat hidrófoba (Brenan, 2003).

1.2 SITUACIÓ ACTUAL DE LA TUBERCULOSI ARREU DEL MÓN

Actualment, l'OMS estima que un terg de la poblado esta infectada per Mycobacterium
tuberculosis. Cada any es produeixen quasi 9 milions de nous casos i moren al voltant de 2

milions de persones. Diáriament, més de 23.000 persones desenvolupen la TB i, al voltant
d'unes 5.000 persones moren per la seva causa. L'OMS ha estimat que, entre els anys 2002 i

2020, aproximadament s'infectaran 1000 milions de persones, emmalaltiran uns 150 milions i

morirán uns 36 milions de persones sino es reforcen les mesures de control i prevenció,
especialment en les zones de més incidencia. Aquesta elevada cárrega de morbimortalitat va
motivar que l'OMS declarés, l'any 1994, la TB com una emergencia global. La incidéncia
mundial de TB, -taxa total de 138/100.000 hab., i 61/100.000 hab., amb bacil-loscópia
positiva-, augmenta aproximadament un 0.4% a l'any i ho fa de forma més rápida a l'África
sud-sahariana, i a paísos de l'antiga Unió Soviética (OMS,2003b), en contraposició a la
disminució que s'observa a l'oest i centre d'Europa, nord i sud América i el mig Est (fig.1.3). A

més, un nombre elevat de casos, de 5 a 6 milions, es diagnostiquen en persones d'entre 15 a

49 anys. Les xifres d'incidéncia I prevalenga varíen d'un indret geográfic a un altre i están
relacionades amb la presencia de factors socials, económics, de salut i culturáis que afavoreixen
la disseminació de la malaltia i dificulten el seu tractament.

La distribució de casos de TB segons els paTsos és desigual dins de la mateixa regió, i
s'estima que el 80% de la cárrega de TB, -amb una incidéncia de 177/100.000 hab., i
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en el món es78/100.000 hab., total de casos ¡ amb bacil-loscópia positiva, respectivament-
concentra en 22 pai'sos localltzats principalment a l'Áfrlca sub-sahariana i el sud-est Asiátic, -
india, Xina, Indonesia, Bangladesh, Nigeria, Pakistán, Sud-áfrlca, Filipines, Rússia, Etiopia,
Kenya, RD Congo, Vietnam, Tanzania, Brasil, Tailandia, Zimbabwe, Cambotja, Birmania,
Uganda, Afganistán, Mogambic-, i declaráis per l'OMS, árees prioritáries (OMS,2003b).

A l'Estat espanyol, la situado de la TB és molt heterogénia entre les 17 autonomies. L'any
1996 es va dur a terme un projecte multicéntric d'investigació en TB que va estudiar el 67% de
la poblado, -11 Comunitats Autónomes més Ceuta I Melilla—. Amb les dades generades es va

poder estima que la incidencia de TB pulmonar, arreu de l'estat, era del 31.91/100.000 hab.,
malgrat que cal teñir present les diferencies d'incidéncia entre Comunitats.
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Figura 1.3 Taxes mundials d'incidéncia de la tuberculosi, 2001 (OMS,2003b).

Des de la realització d'aquest projecte la TB ha disminuí! de forma progressiva fins a

l'actualitat. La davallada es sitúa al voltant del 40%, -dlsminució anual del 6.6%-, amb unes

varlacions entre les autonomies que osdl-len de l'augment d'un 20% a Aragón fins a la
dlsminució d'un 54% a Catalunya (Balagué i cois.,2003). Segons un estudi darrerament publicat
la disminució anual des de l'any 1991 fins 1999 seria lleugerament més petita del 3.3%

(Caminero i cois.,2003). A Barcelona, la incidencia actual es sitúa en el 32.7/100.000 hab.

L'evolució que ha patlt la TB a Barcelona en els darrers 12 anys ha estat clarament de descens

5



Introdúcelo. Aspadas ganarais ría la tuborculosi

malgrat que no s'ha arribat a l'objectiu que es va fixar d'assolir una taxa del 12-13/100.000

hab., (ASP,2003. dada no publicada).

1.3 FACTORS SOCIALS, SANITARIS I ECONÓMICS ASSOCIATS A LA TUBERCULOSI

1.3.1 La pobresa i el creixement de la poblado

La relació entre la pobresa i la TB és histórica i directa. Si es superposen els mapes de la
distribució de riqueses i de la incidencia de la TB es pot observar que ais llocs on aquesta última
és més elevada encaixa amb les zones més pobres del planeta, és a dir, aquells paísos on la
renta per cápita és més baixa presenten taxes de TB molt elevades, -l'exemple més ciar és
l'África sud-sahariana- Cal teñir en compte, a més, que el condicionant económic no afecta
solament ais paTsos més pobres sino que també afecta a aquells segments de la població més

empobrits deis pa'isos més rics. Així, a Europa occidental, ais Estats Units i altres, les taxes de
TB s'incrementen en aquella part de la població que presenta un nivell de recursos económics
més baixos.

Un altre variable que cal considerar és el creixement demográfic. Aquest comporta, en els

paísos més pobres, un increment en les situacions de risc d'infecció, com l'amuntegament, i

aguditza l'estat d'empobriment, factors que potencien la transmissió i, conseqüentment,

augmenten el nombre de casos. Aquesta situado s'esdevé encara més important perqué és la
característica comuna en els 22 paísos amb les taxes més elevades de TB.

1.3.2 La pandemia del virus de la immunodeficiéncia humana

L'augment de la incidencia de la TB en aquests darrers anys está directament lligat a la

pandémia del VIH (apartats 2.3.2.4 i 2.7.2). Les ultimes dades publicades indiquen que en tot el
món hi ha 42 milions de persones, adults i nens, ¡nfectades amb el VIH/SIDA. Si tenim en

compte el sexe, més de 19 milions d'infectats corresponen a dones i una mica més de 3 milions
a nens menors de 15 anys. La mortalítat global en el darrer any va ser al voltant de tres milions
de persones. A més, aproximadament poc més d'un terg de la població infectada peí VIH está
coinfectada amb el bacil tubérculos i, al voltant del 70% d'ella viu a l'África sub-sahariana

(TB/VIH,2002). La distribució del virus arreu del món és molt desigual (fig.1.4), pero,

prácticament el 95% deis casos es localitzen en els paísos més pobres, fet que també succeeix
amb la TB (fig.1.3). La situado més problemática, com passa també amb la TB, correspon a

l'África sud-sahariana on el nombre estimat de casos és de quasi 30 milions de persones i on la
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mortalitat assoleix la xifra de 2.5 milions. També és forga preocupant el nombre d'lnfectats al

sud-est asiátic que ronda els sis milions amb una mortalitat de quasi 500.000 persones. La
situado és totalment diferent en els paísos industrializáis on les xifres disminueixen

espectacularment (fig.1.4) (ONUSIDA/OMS,2002).
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570 000980 000 Asia oriental i Pacific

1 200 000
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i Orient Mitjá Asia del sud i sud-oriental

550 000 6 000 000Carib

440 000
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1 500 000
Australia i
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Figura 1.4 Taxes mundials d'incidéncia del VIH/SIDA, 2002 (ONUSIDA/OMS,2002).

La introducció del tractament antiretroviral d'alta eficiencia, el HAART (Highly Active
Antiretrovial Therapy), l'any 1996 ha estat decisiu en el control de l'epidémia en aquest paísos.

Contráriament, aquesta terapia resulta abusivament cara pels paísos en desenvolupament

malgrat que són aquests els que presenten xifres de prevalenga de la infecció més altes.

Probablement, en aquests paísos la primera fita és controlar la transmissió establint i impulsant
mesures concretes de prevenció (TB/HIV,2004).

El triangle que formen la TB, pobresa i VIH explica la situado sanitaria catastrófica de

grans zones del planeta. La recerca d'una solució a aquesta realitat implica afrontar el problema
com una qüestió global no solament sanitaria sino també social, cultural i, essencialment,
económica.
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1.3.3 Els corrents migratoris

L'increment de la diferencia económica entre els pa'ísos industrialitzats i en

desenvolupament ha provocat que gran part de la poblado d'aquests últims hagi migrat cap a

indrets més próspers. El fenomen de la immigració és una de les variables responsable de qué,
en la majoria deis paísos industrialitzats, les taxes de TB no solament no hagin disminuít sino

que fins i tot hagin augmentat. El casos detectáis de TB entre els immigrants supera en escreix
el nombre de casos diagnosticáis entre la poblado nativa (apartat 2.10.3.1.3). A més, les
condicions en qué viuen en el nou país, de més o menys marginació, dificulta l'accés al sistema
sanitari establert i, conseqüentment, a la detecció i tractament deis casos. El que no está ciar
és si els immigrants porten la malaltia del seu país i, és en el nou on la desenvolupant, o es

contagien aquí. Es possible que en proporció variable ambdues hipótesis siguin certes.
Actualment es realitzen estudis arreu per aclarir aquesta qüestió.

Un altre aspecte a destacar és el moviment massiu de població, dins del mateix país o

paísos propers pobres o amb pocs recursos, per causes com la fam, sequera, i guerres entre
altres. Les condicions en qué aqüestes grups de persones arriben i s'instal-len, -per exemple els

camps de refugiats-, no garanteixen les mínimes mesures d'higiene, el que afavoreix encara

més tant el desenvolupament de la malaltia entre els infectáis com també la transmissió de la
TB.

1.4 PROGRAMES DE CONTROL I LLUITA CONTRA LA TB. L'ESTRATÉGIA DOTS

L'objectiu primordial de quaisevol PNT és establir les mesures oportunes per evitar la
transmissió de la malaltia identificant i tractant la font de contagi, és a dir, la persona malalta.

Essencialment, l'estratégia d'un PNT es recolza en dos punts fonamentals:

a) el diagnóstic precog i el tractament i curado deis casos (apartats 2.6 i 3.3), -
detecció passiva-, especialment d'aquells que presenten bacil-loscópia positiva,

b) recerca entre els seus contactes per identificar els infectats o, també, els

malalts, -detecció activa-, i tractar-los si está indicat (apartats 2.9 i 3.3).
La UICTMR, a fináis de la década deis setanta, va considerar una prioritat potenciar la

instaurado d'uns PNT adequats amb la clara intenció de curar el máxim nombre de casos en les
condicions més desfavorables. Amb aquesta finalitat va dissenyar un model práctic d'intervenció
fonamentat en una bona connexió entre els servéis clínics i els laboratoris, la utilització rutinárla
de la bacil-loscópia com a prova de diagnóstic, un sistema práctic d'informació i l'administració
del tractament de forma supervisada. La dramática situació epidemiológica de la TB en el món
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va provocar, com ja s'ha esmentat abans, que l'OMS declarés la TB com una emergencia
mundial a l'hora que es va potenciar la implantado de la anomenada estrategia DOTS arreu del
món. Aquesta estratégia, fonamentada en els treballs de la UICTMR, presenta cinc punts
essencials (OMS,1994,1999b). Breument:

a) recolzament i voluntat deis Governs deis diferents paTsos per comprometre's en

la lluita contra la TB, assegurant els recursos necessaris per a mantenir un mínim de persones

encarregades de dur a terme el PNT I subministrar els fármacs peí tractament,
b) establir una xarxa mínima de laboratoris amb capacitat per fer baciMoscópies.

Aquesta és l'eina básica de diagnóstic (apartat 2.6.2.1). A més, es considera important que no
s'introdueixi cap altre métode de diagnóstic fins que tota la població tingui accés a la
bacil-loscópia a l'hora que s'assegura la seva qualitat. Tot aixó amb l'objectiu final d'establir una
xarxa de laboratoris dins del país a tres nivells: Nivell 1: amb capacitat de fer bacil-loscópia,
Nivell 2: amb capacitat de fer: bacil-loscópia, -control de qualitat deis laboratoris del nivell 1-,
cultiu i identificado, Nivell 3: laboratoris amb totes les possibilitats de diagnóstic que podrá ser

diferent segons el país i, finalment, una extensa xarxa de centres periférics per recollir les

mostres,

c) tractament estándard amb DOT com a mínim durant els dos primers mesos

(apartat 3.3). És l'eix i el punt més important en tota l'estratégia,
d) garantir el subministrament deis fármacs. Aquest és un deis problemes més

¡mportants en qué es traben els paTsos més pobres. La inestabilitat en el subministrament és
una de les causes de fracás del PNT,

e) elaboració I implantado d'un sistema de registre i informació. Aixó permet
avaluar el PNT i controlar la despesa i la demanda de material i fármacs. És important que en el
full de dades hi consti el tipus de tractament rebut i el resultat d'aquest.

Actualment, els objectius mundials fixats per l'OMS peí 2005 són: a) arribar a detectar el
70% deis casos i, b) tractar correctament el 85% d'ells. El nombre de paTsos que apliquen

l'estratégia DOTS s'ha estés de 10 l'any 1990, a 102 l'any 1997 fins els 155 l'any 2001. A fináis

d'aquest mateix any, el 61% de la poblado mundial vivia en paTsos que aplicaven l'estratégia
DOTS (fig.1.6). Els programes DOTS van notificar 2.4 milions de casos nous de TB deis quals
1.2 milions presentaven bacil-loscópia positiva. El balang actual és de 10 milions de malalts

diagnosticats i tractats amb els programes DOTS des de l'any 1995. Tot i aqüestes dades, el
més d'un milió de malalts amb bacil-loscópia positiva notificats representen només el 32% de la
incidéncia estimada, i el ritme de progressió en la deteccló de casos entre el 2000 i el 2001 no

va ser molt més gran que la mitjana observada des de l'any 1995, amb un increment anual de
137.000 casos. En l'ámbit mundial els programes DOTS haurien de tractar a 360.000 malalts

amb bacil-loscópia positiva addicionals a l'any per poder aconseguir una detecció del 70% deis
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casos a fináis del 2005. En aquest sentit, a mida que els programes DOTS s'han estés

geográficament, la proporció de casos estimáis detectáis en les árees DOTS s'ha mantingut
constant entre el 40-50%. Respecte ais 22 paisos que presenten la cárrega més elevada, la

detecció de casos no s'acosta a l'esmentada fita del 70%.

3 ¡nstaurat 10-90%
4 ¡nstaurat >90%

t 5 país de baixa ¡ncidéncia
6 sense dades

Figura 1.6 Distribució del DOTS a nivell mundial, 2001 (QMS,2003b).

El percentatge de tractaments satisfactoris sota l'estratégia DOTS en la cohort del 2000
va ser de mitjana del 82% i, a mesura que la poblado de malalts ha anat augmentant la xifra

s'ha acostat a i'objectiu del 85%. En la regió d'África l'eficácia terapéutica d'un 72% va ser

forga inferior a la mitjana. A fináis del 2001 només 16 pa'fsos havien assolit les fites de detecció
i tractament deis casos i entre aquests l'únic amb cárrega elevada era el Vietnam.

D'aquestes dades es desprén que si el ritme actual d'expansió de l'estratégia DOTS

segueix així, l'any 2005 no s'haurá aconseguit assolir la fita de detectar el 70% deis casos. Cal

dones, millorar la localització deis casos en les árees on h¡ ha programes DOTS i ampliar-ho a

noves zones. Paral-lelament, per acomplir el segon objectiu és necessari que alguns paisos,

especialment de l'África sub-sahariana, millorin les taxes de curado actuáis (OMS,2003b).
En els darrers anys, l'OMS ha ¡ntrodu’ft un nou concepte el DOTS-A/us com una estratégia

complementária a l'estratégia DOTS. El DOJS-P/us té en compte aspectes concrets com ara l'ús
de fármacs de segona línia en llocs on la prevalenga de la TB MDR és elevada (OMS,2003c).
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LA TRANSMISSIÓ DE LA TUBERCULOSI

Si bé, ara és universalment acceptada la naturalesa infecciosa i contagiosa de la TB,

aquesta evidéncia no ha estat tan clara al llarg de la historia. Hipócrates (460-370 a.C.)

pensava que la TB era una malaltia hereditaria mentre que Aristótil (384-322 a.C.) la
considerava de naturalesa contagiosa, opinió compartida, també, per un altre ¡I-lustre metge
Galé (129-200). Uns segles més tard, Heironymus Frascatorius (1478-1553) va exposar la

contagiositat de la tisi i d'altres malalties en la seva obra De contagione et contagiosis morbis

(1546), fonamentada en la teoria de la seminaria contagiosum. Durant el segle XVIII, la
controversia entre la teoria hereditaria i la teoria que proclamava la naturalesa infecciosa i

contagiosa de la TB era una qüestió geográfica, dones, en els paisos del nord i centre Europa
s'inclinaven per la primera opció mentre que en els paisos mediterranis intuien, cada vegada
amb més forga, que la TB era una malaltia transmissible de persona a persona. Les mesures de

prevenció i control implantades, en aquests paisos, ho demostren. No va ser, pero, fins l'última
meitat del segle XIX que es va comengar a acceptar la naturalesa infecciosa i transmissible de la
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TB, grades ais treballs de Villemin (1827-1892) i, sobretot, del microblóleg alemany Robert
Koch (1843-1910), el descobrldor del badl causant de la malaltia tuberculosa (Haas i

Haas,1996).

2.1 BASES FÍSIQUES DE LA TRANSMISSIÓ

El concepte actual de la transmissió aéria de la TB es va desenvolupar durant els anys

1930-40 per Wells i cois., (1934, 1941, 1948). En general, per a qué un agent infecciós siguí

transmissible per via aéria és necessari que estigui suspés en Taire. Segons les liéis físiques una

goteta cau al térra amb una velocitat que és proporcional a la seva superficie o el quadrat del
seu diámetre. En un aire saturat d'humitat totes les gotetes, tret de les més petites, cauen a

térra en menys de 10 segons des d'una altura de dos metres. Així dones, els temps que les

gotes més grans están en Taire és massa curt per a qué puguin ser inhalades per una persona.

La característica més important de les gotetes és la seva tendéncia a evaporar-se. Aquest
fenomen provoca la disminució de la seva mida, fet que és més rápid com més petites són. El

temps que les gotetes están a Taire insaturat és inversament proporcional al quadrat del seu
diámetre. Conseqüentment, aquest període és llarg per les gotes més petites, molt més del qué
seria necessari per a caure dos metres sense evaporació. Així, les gotes petites cauen

lentament i s'evaporen quasi instantániament mentre que les més grans cauen més rápidament
i arriben a térra sense haver perdut aigua de forma apreciable. Les corbes d'evaporació i el

temps de caiguda, d'una algada de dos metres en aire insaturat, són molt similars en forma

pero oposades en la direcció. La mida de les gotetes que arriben al térra es troba entre 0.1 i
0.2 mm, mentre que les més petites s'evaporen abans de tocar térra. Ara bé, l'evaporació fa
disminuir la mida de les gotetes convertínt-les en nuclis de gotetes, -droplet nuc/eus-. Wells

(1934) va demostrar que la distancia recorreguda per una goteta que cau abans de deixar de
ser una goteta és proporcional al quadrat de la seva superficie o al seu diámetre elevat a la

quarta poténcia.
Hi ha altres factors com ara la temperatura i la humitat que també intervenen en aquesta

situació. Davant d'un alt grau d'humitat, l'evaporació és menys important que amb un grau

menor. Tot aixó comporta que les gotetes més petites tenen més probabilitat de caure en un

aire humit que en un de sec. Ara bé, la velocitat de caiguda depén deis factors humitat i

temperatura en unes proporcions que fan que els petits canvis en la mida de les gotetes siguin
més importants que els grans canvis de les condicions atmosfériques.
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2.2 MECANISME DE TRANSMISSIÓ DE Mycobacteríum tuberculosis

Quan un malalt amb TB pulmonar tus, parla, esternuda o canta produeix i expulsa

gotetes a l'alre, les quals poden contenir bacils tuberculosos (Loudon i Roberts, 1968). Aquests

poden estar dins de gotes de mida Inferior a la mida crítica de caiguda abans de l'evaporació.
Així, les gotetes poden evaporar-se I arribar a la mida de nuclis de gotetes o partícules

contagioses, que contenen un o més bacils tuberculosos, i que romandran suspesos en Taire

per un temps variable, depenent de les característiques de l'ambient. Aqüestes partícules
constitueixen la font principal de transmissió de Mycobacteríum tuberculosis.

A més, per a qué existeixi transmissió és necessari que les partícules contagioses tinguin

un mida justa com per a qué arribin ais alvéols, a la periféria deis pulmons. Les partícules més

grans, generalment, o cauen rápidament al térra o si són inhalades queden atrapades peí
sistema mucociliar de l'arbre traqueobronquial, on són escombrades i eliminades. Sonkin (1951)
va observar dues situacions, per una banda que la gran majoria de les partícules de mida

superior a 5 pm de diámetre quedaven atrapades en el ñas, contráriament a les que eren

inferiors a 0.1 pm que romanien suspeses en Taire i eren capaces d'arribar fins ais alvéols. A

més, va observar que la retenció mucociliar d'aquestes partícules disminuía al mateix temps

que la seva mida. Així es pot parlar de diámetres crítics que optimitzen la probabilitat
d'inhalació i retenció de les partícules contagioses que provoquen la infecció. Aquest diámetre

• s'ha mesurar entre 1 i 5 pm. Estudis experimentáis successius van mostrar que en mamífers
petits la quasi totalitat deis bacils tuberculosos ¡nhalats com partícules aíllades arriben ais
alvéols i produeixen la resposta histológica anomenada granuloma (apartat 2.3.1) (Ratcliffe i

Palladino,1953).
Posteriorment, Riley i cois., (1957,1959) van dissenyar una série d'experiments amb la

finalitat d'estudiar aquest fenomen. Les habitacions aíllades de malalts tuberculosos van ser

connectades de forma acurada, controlada i calibrada a un altre habitació, on hi havia conills
d'índies sans, mitjangant un Circuit tancat de ventilació. Així, els animáis rebien Taire
contaminat deis malalts tuberculosos. El seguiment deis animáis i la posterior análisi deis seus

pulmons va confirmar el contagi, i va permetre a Riley calcular la dosi d'infecció -alió que ell
va anomenar "quantum d'infecció"-, necessária per infectar un conill d'índies, deduint que,
com a mitjana, hi havia un nucli de goteta contagiosa per cada 340 m3 d'aire.
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Introdúcelo. La transmissió ría la tuberculosi

2.3 IMMUNOPATOGÉNIA DE LA TUBERCULOSI

2.3.1 Patogenia

El nombre de bacils tuberculosos necessaris per iniciar una infecció és desconegut,
s'estima que de 5 a 200, pero el fet de qué h¡ hagi o no infecció i malaltia está directament
relacionat amb la virulencia deis bacils inhalats i l'activitat deis macrófags alveolars, la primera
línia de defensa de l'hoste (Dannenberg, 1989). Així, el bacil tubérculos podrá:

a) ésser immediatament eliminat: no infecció,

b) restar adormit indefinidament dins de l'hoste: ITL,

c) causar malaltia de seguida: TB primária, o
d) activar-se i causar malaltia anys després de la infecció: TB secundária.

Els primers treballs sobre la patogenia de la TB van ser desenvolupats, fa més de trenta

anys, per Lurie (1964). Aquest observá les alteracions tissulars i les reaccions immunológiques
que la infecció provocava en els conills díndies que feia servir en els seus models

experimentáis. Donat que la TB en aquests animáis és molt semblant a la humana, les seves

observacions van permetre conéixer la seqüéncia d'esdeveniments que tenen lloc des de la
inhalado de les partícules contagioses fins el desenvolupament de la malaltia.

S'han descrit quatre etapes per explicar tots aquests esdeveniments que comencen quan

Taire, que es mou per l'arbre traqueobronquial, diposita els bacils tuberculosos inhalats en els
segments bassals del lóbul inferior, del lóbul mitjá o al segment anterior deis lóbuls superiors

(Dannenberg, 1989):

Etapa I. Després de la seva inhalado els bacils tuberculosos són fagocitats pels

macrófags alveolars, com fan amb altres partícules properes ais alvéols, i són traslladats cap ais
nóduls limfátics (nóduls hilar i mediastínic). Els bacils, llavors, o es multipliquen

¡ntraceHularment, -el bacil tuberculosos es divideix aproximadament cada 25 o 32 hores (ATS,

2000b)-, o bé són fagocitats i destrufts (o inhibits) dependent de les característlques del propi
bacil i de la capacitat destructora deis macrófags. Els macrófags infectáis alliberen factors

quimiotáctics que atreuen més macrófags i monócits que circulen cap el lloc de la infecció. A

més, els macrófags que contenen bacils en multiplicado poden morir, alliberant més bacils i
deixalles cel-lulars que alhora també poden atreure ais monócits.

Etapa II. Els bacils tuberculosos es multipliquen dins deis macrófags, -encara no

activats específicament-, i són alliberats al medi extracel-lular quan es destrueixen aquests. En

aquesta fase inicial de la lesió hi ha una baixa proporcló de mort cel-lular. Aixó passa entre el
seté i el vint-i-uné dia. La multiplicado del bacil es produeix de forma logarítmica. Aquesta
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Introdúcelo. La transmissió de la tuberculosi

etapa de la infecció és anomenada, també, de simbiosi, dones els bacils ¡ els macrófags
semblen viure en equlllbri (Lurie, 1964).

Etapa III. Cap a les tres setmanes, es produeix el desenvolupament de la DTH, -
base de la prova que permet evidenciar la infecció peí bacil-, i de la immunitat cel-lular. Ara, els

macrófags alveolars activats per citoquines i quimioquines produides pels limfócis T, demostren
un increment en la capacitat destructora intracel-lular del bacil (Lurie, 1964). Com a resultat

d'aquest fet el nombre de micobacteris decreix alhora que es produeix un increment de

macrófags morts, degut al propi bacil i/o els productes tuberculínics alliberats per ell (Lurie,

1964). El resultat de tot aquest procés és la formado del tubercle o granuloma, una de les

característiques patológiques més important de la TB.
eIs granulomes son estructures organitzades de macrófags transformáis morfológicament

en cél-lules epitelioides i cél-lules gegants de Langhans envoltades per limfócits i capil-lars

(Lurie, 1964). Els granulomes presenten una zona centraj necrosada, el caseum. Aquest té molt
poca consistencia, és avascular, i és un ambient extracel-lular ácid i anóxic que inhibeix el
creixement baciNar i la fundó macrófaga. Al voltant d'aquesta formació s'hi traben macrófags
activats que destrueixen els bacils i fagociten les deixalles, així com d'inactius que moren i són
afegits al centre cáseos. Tant la mort cel-lular com el dany tissular són deguts a la DTH. Un
centre cáseos petit, 0.1-3.0 mm de diámetre, pot ser eliminat pels macrófags propers. Centres
més grans, 2-8 mm, són probablement dissolts pels enzims hidrolítics extra i intracel-lulars i són
substituíts per teixit fibrós. Els centres més grans d'entre 5-20 mm són revestits per un

encapsulat fibrós i d'aquesta manera aillats dins de l'hoste (Dannenberg, 1989). Els granulomes

que, posteriorment, es calcifiquen poden detectar-se en una radiografía quan tenen una mida
suficient. Es parla de focus de Ghon davant d'una lesió única i petita situada en la periféria del

pulmó, típicament, en la part inferior deis lóbuls superiors o en la part superior del lóbuls
inferiors. Els bacils tuberculosos, lliures o bé sobrevivint dins deis macrófags, poden arribar ais
nóduls limfátics traqueobronquials. Es parla de complexpriman de Ghon quan es combina una

lesió calcificada en el pulmó i un altre en el nódul hilar. Aquest complex molt sovint és Túnica
evidéncia de la infecció. Tots aquests esdeveniments defineixen la TB primaria, és a dir, la
infecció en una persona que no ha tingut contacte previ amb el bacil M. tuberculosis. En nens,

la TB primaria pot progressar cap a malaltia pera el més comú és que la infecció s'aturi aquí.

Malgrat que la infecció tuberculosa primaria és controlada peí sistema immunitari, el
bacteri no és eliminat, i román en els granulomes en estat latent durant la vida de la persona.

Les evidéncies suggereixen que la infecció tuberculosa latent és un procés dinámic hoste-

patogen en el que el granuloma serveix per immobilitzar el bacil que és viable i actiu

metabólicament, encara que a un ritme més lent (Wayne, 1994, Parrish i cois.,1998).
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Etapa IV. En aquest puní, el material cáseos es llqua transformant-se en un

excel-lent medi de cultlu per els bacils que es multipliquen per primera vegada de forma
extracel-lular. La liquació es deguda a la hidrólisi de les proteínes, lípids i ácids nucléics que

constitueixen el material cáseos, mitjangant els enzims hidrolítics deis macrófags (Dannenberg i

Sugimoto, 1976). Igual que la casificació, el fenomen de la liquació també esta associat a la

DTH (Yamamura, 1958). L'acció continuada de la DTH provoca la destrucció de les parets

bronquials i, conseqüentment, la formació de cavitats. La infecció, ara, s'estén per altres zones

deis pulmons, -disseminació-, a través deis vasos limfátics, sanguinis i deis bronquis. El
mecanisme peí qual s'inicia la liqüefacció en cada cas és desconegut.

Tots aquests esdeveniments defineixen la TB secundaria o reactivado. La reactivació pot

passar en qualsevol moment després de la infecció primaria i, generalment, comenga en els

segments apicals i posteriors d'un o deis dos lóbuls superiors, probablement, perqué és on hi ha
una concentrado d'oxigen més alta. La reactivació d'una infecció latent pot passar com una

resposta a alteracions del sistema immune, com és el cas deis malalts ¡mmunodeprimits peí VIH

(apartat 2.7.2).
A més, la TB és una malaltia local, on cadascuna de les lesions, es comporta com si les

altres no hi fossin. Així, les lesions d'una área del pulmó poden progressar mentre que les
lesions d'altres zones romanen estables (Dannenberg, 1989).

La immunitat cel-lular és una resposta beneficiosa, caracteritzada per la expansió d'una

poblado específica de cél-lules T que estimulades per antígens produeixen citoquines de forma
local. Aqüestes, aleshores, atreuen a monócits del corrent sanguini cap dins de la lesió,
activant-los. La DTH és un procés immunológic similar a l'esmentat on també ¡ntervenen

cél-lules T i citoquines. Malgrat tot, la DTH desencadena una resposta patológica que inclou la
formació de granulomes, la calcificació, la casificació necrótica i la cavitació. La relació entre la
immunitat cel-lular i la DTH és, doble, positiva/negativa, contribuint a l'eliminació de M.
tuberculosis i, a la vegada, provocant la destrucció tissular.

2.3.2 Mecanismes immunológics

2.3.2.1 El macrófag alveolar i Mycobacteríum tuberculosis

La defensa de l'hoste contra M. tuberculosis té com element principal el macrófag.

Aquesta cél-lula és capag, per un costat, d'inhibir el creixement del bacil mitjangant la fagocitosi

i, per l'altre, participar en el procés de presentado d'antigen i l'estimulació deis limfócits T.

La unió bacil-macrófag pot teñir lloc per diversos sistemes i s'han identificat diferents

receptors: CR (Complement Receptors)-!, CR3, i CR4 amb o sense opsonització prévia; RM
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(Receptor de Mañosa); CD14; classe A del receptor scanvenger, receptors Fcy; Sp-A

{Surfactant protein-A) (Ernst, 1998); i molécules de la superficie micobacteriana ¡mplicats/des
en la endocitosi del bacil tubérculos pels macrófags ¡ les cél., dendrítiques (Ehlers i Daffe,1998).

Les diferents vies d'entrada de M. tuberculosis poden conduir a diferencies en els senyals de

transducció, activitat immune i, fins i tot, supervivencia intracel-lular del bacil (van Crevel i

cois., 2002) (fig.2.1).

lipoprotéina2.1a
Limfócits reclutats / LAM ?

<5D CD14 /<5^ TLR2
IL-10
TGFB
IL-12

ROI
TLR4TNF-a NO

IL-1

1 ^Mt, LAM,
PPD i altres. ]

TLR9Qqs. INF-y
a

Quinases
NF-kB

Macrófags Alveolars
I'&

Activado
Immunec Nucli

Mt. viu
T¿~-> Mt. vius unint-se

a RC1,2,4, RM,
Sp-A,... i altres.

43» Mt. mort

2.1

Figures 2.1 Interaccions entre M. tubercu/osis \ els macrófags. 2.1a Paper deis receptors toll-like en
l'estimulació i activado de la resposta immune. ÍCitoauines desactivadores. Citoquines activadores, Qqs:

Quimioquines) (Adaptat de: Fenton i Vermeulen, 1996, van Crevel i cois., 2002).

El procés de la fagocitosi genera unes vesícules endosomals. Alguns antígens
micobacterians queden retinguts en aqüestes vesícules, altres com el LAM

(LipoArabinoManano), -un glicolípid de la paret micobacteriana (apartat 1.1)-, i els PPD
secretáis pels bacils són alliberats pels macrófags infectats. Aquests interaccionaran amb altres

macrófags i/o receptors activant-los (fig.2.1) (Fenton i Vermeulen, 1996). Un cop fagocitats i
fusionats amb els lisosomes, -formado deis fagolisosomes-, els bacils són degradats pels
enzims intralisosomals i les hidratases, i/o directa o indirectament per l'efecte ácid d'aquestes
(Flynn i Chan, 2001). Mycobacterium tuberculosis és capag d'evitar la mort intracel-lular
alcalinitzant el fagosoma (Gordon i cois.,1980), inhibint la fusió fagosoma-lisosoma (Goren i

cois.,1976) o escapant del fagosoma (McDonough i cois.,1993). D'aquesta manera els bacils

poden romandre viables dintre deis fagosomes, situació que defineix la ITL.
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Es ciar que els macrófags són els elements principáis implicáis en la mort de M.

tuberculosis, pero, per fer-ho, necessiten ser activats. En aquesta activado sembla que hi están

implicáis les citoquines IFN-y (InterFeroN-y), TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) (apartat

2.3.2.2), i probablement, el metaboiit actiu de la vitamina D, la hidroxivitamina D3 -1,25

(apartat 2.7.6.3). Els mecanismes per destruir els bacils després de la fusió fagosoma-lisosoma
inclouen la generació de ROI (Reactives Oxygen Intermediarles),-com H202-, i de RNI

(Reactives Nitrogen Intermediarles), -especialment NO, N02, i HN02 (Schluger i Rom, 1998,

Flynn i Chan, 2001)-. Malgrat que no es disposen de moltes dades, és probable que els
micobacteris produeixin substancies que inactivarien els reactius oxigen o bé n'elaborarien

d'altres que induirien la transcripció d'alguns gens com el ¡NOS (inducible Nitric Oxide

Synthase) que els permetria escapar de la defensa inicial de l'hoste (Wayne, 1994).
Paral-lelament a la fagocitosi, el reconeixement de M. tuberculosis o deis seus productes

és un punt molt ¡mportant per una resposta immunitária efectiva. Els receptors TLR (Toll-Like

Receptors) són filogenéticament mediadors conserváis de la immunitat innata, i són

indispensables pels macrófags i céMules dendrítiques en el reconeixement deis

microorganismes (Visitin i cois., 2001). Els TLR són protéines transmembranals amb un domini
extracel-lular i un altre citoplasmátic. Aquest últim és homóleg al domini activador del receptor
de la IL-1 (InterLeuquina)-R, el que fa pensar que ambdós comparteixen una ruta comuna de
transmissió de senyal que comporta l'activació de quinases MAP (Mitogen-Activated Protein)-
kinases i del factor de transcripció nuclear NF-kB, que induirá una resposta inflamatoria en els

macrófags (fig.2.1a) (Heldwein i Fenton, 2002). Els TLR s'expressen tant en els macrófags com

en la superficie deis fagosomes, d'aquesta manera la resposta immunitária s'activa amb o sense

fagocitosi (van Crevel i cois.,2002). Es poden trabar diferents tipus de TLR relacionats amb el
reconeixement de M. tuberculosis o de fragments d'ell (taula 2.2).

Taula 2.2 Principáis receptors toll-like implicáis amb la TB

Interacció Acció que provocaReceptor toll-like

A producció de TNF-a
Indueix IL-8

Upoprotéína 19kDa, STFTLR-2

M. tuberculosis, LAM

genoma micobacterlá (?)

Indueix INF-p, RANTESTLR-4

TLR-9

(Adaptatde: Schluger i Rom,2001, Heldwein i Fenton,2002) (A: augment, STF: Soluble Tuberculosis Factor).
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Els treballs desenvolupats sobre aqüestes tipus de receptors demostrant que diferents
TLR poden ¡nduir respostes diferents en el mateix tipus cel-lular, com també, el mateix tipus de
TLR pot induir respostes diferents segons el tipus de cél-lula estimulada (Heldwein i Fenton,

2002).

2.3.2.2 Citoquines i quimioquines

La resposta immunitária de tots els patógens és, en part, depenent de les citoquines, les

quals regulen totes les cél-lules del sistema immunitari. El reconeixement de M. tuberculosis

pels macrófags condueix a l'activació de la cél-lula i a la producció de citoquines (taula 2.3).

Taula 2.3 Principáis citoquines implicades en la resposta immunitária a la TB

Qué indueix la seva síntesi /
tipus cel-lular que la produeix

Citoquina Fundó amb qué se la reladona

A la producció de ROI i RNI (NO)
Cq., proinflamatória

Formado del granuloma
Indueix la NOS

Cq., proinflamatória
Indueix l'apoptosi

Desactivado de mfgs.
Suprimeix la resposta de les cél., T

Inhibeix la producció de IFN-y
Produeix dany tissular i flbrosi

M.tubercuiosis, PPD / Produit pels limfócits CD4+ (Thl)INF-y

PPD (20,44,58,64kDa), Ag30kDa, LAM, M.tubercuiosis i
Produit pels mfgs, cél., dendrítiques, monócitsTNF-a

M.tubercuiosis, LAM, PPD, 30kDa /
Produida pels monócits, cél., dendrítiquesTGFfl

Activado de mfgs.IL-lfl PPD (de 20 a 46kDa), LAM /
Produida pels mfgs, cél., dendrítiques, monócits

Activado de cél., T
Activado de mfgs.

IL-2
Produida pels limfócits CD4+

Desativació de mfgs.
Inhibeix la producció de IFN-y

Cq., pro i antiinflamatória

IL-4 Produida pels Th2

IL-6 Produida pels mfgs, cél., dendrítiques

Desactivado deis mfgs.
Cq., antiinflamatória

Inhibeix la resposta deis CD4+

30kDa, LAM / Produida pels mfgs, cél., T
IL-10

IL-12 Diferencia subtipus CD4+, Thl/2
Indueix IFN-y

Estimulado d'altres Cqs., Qqs., i
Factors de transcripció

M.tubercuiosis/ Produida pels mfgs.

IL-18 Produida pels mgfs, cél., dendrítiques

(Adaptat de: Toossi i Ellner,1998, Flynn i Chan,2001, van Crevel i cois.,2002) (A: augment, Cq: Citoquina,
mfg: macrófags, TGFp: Transforming Growth.Factor p, Qq: Quimioquina).

El paper d'aquestes en la infecció tuberculosa és molt ¡mportant i complexa. La seva

acció pot potenciar, inhibir o cooperar amb altres citoquines. Els mecanismes per induir i
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amplificar els circuits de les citoquines durant la infecció tuberculosa semblen ¡nherents al propi
M. tuberculosis, els seus components I el seu estat metabóllc (Flynn i Chan, 2001). Fins i tot, en
un moment concret del procés, dins deis granulomes, l'efecte acumulatlu de M. tuberculosis I

els seus metabollts en resposta a les cél-lules de l'hoste i, en particular, a les citoquines
determina l'éxit del sistema immunltari per controlar el crelxement mlcobacterlá. En aquest

sentlt, el balang insitude citoquines activadores-desactivadores deis macrófags és crític (Toossi
i Ellner, 1998).

Les citoquines quimiotáctiques, les quimloquines, són responsables de l'atracció de

cél-lules inflamatóries cap al lloc de la infecció. La inhibido de la producció de les quimioquines

pot significar una resposta tissular local insuficient, encara que, degut a qué els efectes de les

quimioquines es solapen amb les altres, la contribució de les quimioquines individuáis és difícil
d'avaluar (van Crevel i cois., 2002).

La taula 2.4 resumeix les principáis quimioquines implicades en la resposta a la TB.

Taula 2.4 Principáis Quimioquines implicades en la resposta a la TB

Qué indueix la seva síntesi /
tipus cel-lular que la produeix

Fundó amb qué se la reladonaQuimioquina

Atrau neutrófils, limfócits T M. tuberculosis/ mfgIL-8

M. tuberculosisIP-10

M. tuberculosis / ProduTda pels mfgs, Th2MCP-1

Activado i proliferació de cél., T i mfgs.
Inhibeix el creixement ¡ntracel-lular

M. tuberculosis, fragments de la membrana /
Produida pels mfgs

MIP-1 a i p

Activado i proliferació de cél., T i mfgs.
Inhibeix el crelxement ¡ntracel-lular

Formado del granuloma

RANTES
M. tuberculosis/ Produida pels Thl

(Adaptat de: van Crevel I cois.,2002, Saukkonen i cois.,2002) (mfg: macrófag, IP-10: Induce Protein, MCP-1:
Monocyte Chemotactic Protein, MIP-1: Macrophage Inflammatory Protein).

2.3.2.3 Interacció entre el macrófag i els limfócits T

L'altre punt important en la resposta immunológica són les interaccions entre els limfócits
T i els macrófags infectats per M. tuberculosis. Com un procés més de la infecció els antígens
micobacterians són processats i presentáis pels macrófags. Els péptids derivats de la secreció
de protéines deis bacils viables processats en el fagosoma són reconeguts pels limfócits T CD4+
associats a MHC de classe II, mentre que els antígens derivats de protéines heat shock i

protéines somátiques, processades en el citosol, són reconegudes pels limfócits T CD8+
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associats a MHC de classe II (fig.2.5) (Fenton i Vermeulen, 1996). Ambdós tipus cel-lulars

poden arribar a ser citotóxics pels macrófags que presenten els antígens (Tan i cois., 2000). En

aquest context, estudis recents semblant indicar que les céMules T podrien també actuar en la

eliminado de M. tuberculosis, especialment en el granuloma, on les céMules T cltotóxiques I les
cél-lules Natural Killer contenen una molécula, granulosin, que pot alterar directament la

integrltat de la membrana mlcobacterlana i, conseqüentment, eliminar el bacll (Stenger i cois.,

1998).

LIMFÓCIT T CD8+

fl
coa*Citolisi

Si
Ag., somátics ¡ Prot.,
Heat Shock MCH classe
I

MACRÓFAG ALVEOLAR

Molec., CD1 o

presentado Ag., no
associat a MHC

BtB r*4
CD3’1'

Citolisi
♦

LIMFÓCIT T CD4+LIMFÓCITTCD3+
CM*

Ag., secretats
MCH classe II

T

Mt viu

«a» Mt. mort

Resposta Thl
IL-2, INF-yResposta Th2

IL-4. IL-10

Figura 2.5 Interaccions entre els macrófags infectats amb M. tuberculosis i els limfóclts T.
fCitoauines desactivadores: Citoquines activadores). (Adaptatde: Fenton i Vermeulen,1996).

El procés de presentado d'antlgen només provoca estimulado en les cél-lules T en

preséncia de senyals coestlmuladors (van Crevel i cois., 2002). Els més estudiats són el B-7.1

(CD80) i el B-7.2 (CD86). Aqüestes molécules s'expressen a macrófags I cél-lules dendrítlques I
s'uneixen a les limfócits T mitjangant les molécules CD28 i CTLA (CytoToxIc Lymphocyte
Antlgen)-4, respectivament.

Les cél-lules T CD4+ poden presentar-se en dos subtipus Th (T helper)-l I el Th2. La
diferencia entre ambdues és la secrecló de diferents citoquines, IL-2 I IFN-y per les cél-lules
Thl, I IL-4, IL-5 I IL-10 per les céMules Th2 (Schluger I Rom.,1998). La principal fundó de les
céMules CD4+ Thl, a part de la presentado d'antlgen, és produlr IFN-y i d'altres citoquines
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suficients per activar macrófags i poder controlar ¡/o eliminar els micobacteris intracel-lulars.

Sembla que els CD4+ podrien controlar la infecció mitjangant processos d'apoptosi i/o lisi de les
céMules infectades pels bacils (Balcewicz-Sablinska i cols.,1998). L'apoptosi d'aquestes céMules
redueix la viabilitat del micobacteri intracel-lularment mentre que el procés de necrosi no ho

aconseguelx (Molloy i cois.,1994). Paral-lelament, M. tuberculosis pot inhibir l'acció deis limfócits
CD4+ per un d'aquest métodes (Flynn i Chan, 2001): a) dlsminuint l'habilitat deis macrófags
¡nfectats de presentar antfgens, b) infraexpressant en la superficie cel-lular molécules de MHC

de classe II, c) produint certes citoquines TGF(3 i IL-10, que afectarien directa o ¡ndirectament
la proliferació i la funció de les céMules T.

El paper que tenen les céMules CD8+ resta encara poc ciar, pero sembla que el fet de

qué s'hagl detectat bacils en el citoplasma deis macrófags i que la presentado d'antigen a les
cél-lules CD8+ sigui en el context MHC classe I, -que és molt eficient amb antígens del

citoplasma-, fa pensar en la participado deis limfócits CD8+ en la resposta a la infecció per M.
tuberculosis. Les funcions que durien a terme són la lisi directa de les céMules infectades i la

producció de citoquines principalment IFN-y i TNF-a (Flynn i Chan, 2001).
Un altre tipus cel-lular implicat en la resposta a la infecció tuberculosa són les céMules T

restringides a CD1, sovint són CD4” i CD8” o CD8+, o no presentadores d'antigen en el context
del MCH. Aquests tipus cel-lulars reconeixen antígens micobacterians no peptídics, -tipus LAM,
ácids micólics i altres-, amb les molécules no polimórfiques MHC classe I com el tipus I CD1 (-a,

-b, i -c) (Porcelli i Modlin,1999). Aquest mecanisme de presentado d'antigen potencia l'activació
d'una fracció molt ¡mportant de céMules T abans que la presentació d'antigen específic s'hagi
desenvolupat (van Crevel i cois., 2002).

L'expressió de molécules presentadores d'antigen és un procés dinámic i está regulat per
citoquines (van Crevel i cois.,2002). Mentre que les citoquines proinflamatóries (per ex: INF-y)
estimulen l'expressió de molécules MCH, les citoquines antiinflamatóries les inhibeixen. En
aquest sentit, els micobacteris poden influir sobre l'expressió de les molécules MCH modulant la
producció de citoquines pro o antiinflamatóries evitant així l'efecte que aqüestes provoquen

sobre elles.

2.3.2.4 Immunopatogénia en els malalts VIH positius

El VIH infecta específicament els limfócits CD4+ i els macrófags, provocant una reducció
i disfundó progressiva d'aquestes cél-lules. Aqüestes condicions faciliten el desenvolupament de
la TB pulmonar primaria, la disseminació hematogénica del bacil a lloc extrapulmonars, i un
augment de la freqüéncia de reactivado de la malaltla prévia (Lawn i cois., 2002). A més, els
efectes adversos que causa la infecció peí VIH són més important en els llocs infectats pels
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bacils tuberculosos així com en els granulomes perqué creen un microambient on és fácil que el
virus es propagul.

Les alteracions histológiques observades en els teixlts procedents de malalts TB
coinfectats amb el VIH varíen en funció del grau d'immunosupressió que pateixen (Lucas i

Nelson,1994). A mida que s'avanga en l'estat d'immunodepressló les alteracions que s'observen
són: disminució de les cél-lules gegants de Langhans; disminució en la diferenciado deis

macrófags en cél-lules epitelioides; disminució en l'activació deis CD4+; destructuració i

disminució de la formado del granuloma, i llmfocitopénla deis CD4+.

La infecció peí VIH redueix la resposta cel-lular a la ¡nfecció tuberculosa principalment
interferin en l'activació i el funcionament de les cél-lules claus en la TB, els macrófags i els

limfócits CD4+ (Lawn i cois.,2002). No hi ha evidéncies epidemiológiques de qué el VIH

augmenti les taxes d'lnfecció tuberculosa després de l'exposició i, aquest fet fa pensar que el
virus no causa una deteriorado deis macrófags. És molt probable, pero, que alguna dlsfunció
macrófaga pugui contribuir en les alteracions en la relacló macrófags-limfócits T.

L'activació ¡mmune associada amb la TB ¡ndueix la replicació del VIH tant a nivell ¡n vitro

(Zhang ¡ cois.,1995) com in V7Vo(Golett¡ i cois.,1996), provocant un augment de la cárrega viral
en els malalts coinfectats, pérdua de cél-lules CD4+, -la infecció peí VIH causa, per ella

matelxa, una limfocltopénla progresslva-, i supressió de la regenerado ¡ madurado deis
limfócits (Lawn ¡ cois., 2002).

La taula 2.6 resumelx alguns deis efectes i conseqüéncles que provoca la colnfecció

VIH/TB.

Taula 2.6 Impacte de la infecció VIH en la resposta immunitária a la TB

ConseqüénciaEfecte

(hipotétic) l RM i la unió M.tubercu/osis-macrbfags

(hipotétic) l fagocitosi i processar Ag., i presentació Ag.,
i eliminado M. tuberculosis

i receptors CD4, i inhibido expressió IL-2 i IL-2R bloqueig de la resposta proliferativa de limfócits T

ATNF-a A apoptosi

I síntesi IL-2, IL-12, INF-Y, i A IL-4, IL-10 j. fundó macrófaga

Inhibido INF-yA TNF-a, i IL-12

l lligam CD40, 1 activitat CD40R 1 IL-12

1 IFN-y, A TNF-a, i TGFp A disseminació

(Adaptat de: Lawn i cois.,2002) Q: disminució, A: augment, Ag: Antlgen).
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La infecció VIH causa disfuncions en els mecanismes per constituir i estabilitzar els

granulomes provocant la progressió o la reactivado de la infecció. Durant el procés de formació,
els efectes són la disminució de/s: la quimiotaxis, les funcions bactericides deis macrófags i les
cél-lules Thl productores INF-y.

Respecte a l'estabilitat del granuloma els efectes de la infecció peí VIH són: la disminució
sistemática de les cél-lules mononucleades utilitzades peí manteniment de l'estructura i la
funcionalitat del propi granuloma i les mateixes cél-lules ¡nfectades peí virus. Conseqüentment
és produeix una disfunció cel-lular, un incrementa de l'apoptosi i del reclam cel-lular (Lawn i

cols.,2002).

2.4 FACTORS ASSOCIATS A LA TRANSMISSIÓ DE M. tuberculosis: INFECTAR-SE

Comparada amb altres malalties transmeses per partícules infectives ¡nhalatóries, el

procés de transmissió de la TB és normalment poc eficag (Enarson, 1994). La probabilitat de
transmissió varia segons diferents factors, com ara el nombre de microorganismes expulsats a

Taire, la seva virulencia, estar o no en tractament, la ventilado i circulado de l'aire, la mida de
l'estanga, el nombre de persones susceptibles que están en contade amb el malalt, el tipus de
contacte que tenen, la durado de l'exposició ais bacteris entre altres. Quants més factors es

donin junts més probabilitat existeix de contagi i per tant més probabilitat d'infectar-se. L'estudi
deis factors es pot fer des de tres punts:

a) Respecte al malalt: transmissor de la malaltia,

b) Respecte a \entona: l'ambient que envolta al malalt i el seu contacte,

c) Respecte al contacte: la persona susceptible i receptora de la malaltia.

2.4.1 Respecte al malalt: transmissor

S'estima que per a mantenir el cicle epidemiológic, cadascun deis malalts tuberculosos
contagiosos hauria d'infectar com a mínim a 20 persones, per a qué un d'ells desenvolupés, en
qualsevol moment de la seva vida, una TB pulmonar bacil-lífera i es mantingués així l'endémia
(Rieder i cois.,1989). En la valorado de la infectivitat del malalt tubérculos cal teñir en compte
els següents parámetres:
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Tot ¡ que s'han descrit múltiples fonts possibles de contagi com ara: cutánia (Frampton,

1992), genitourinaria (Gokce i cois.,2002), congénita (Cantwell i cois., 1994), per trasplantament

d'órgans infectats (Gottesdiener,1989), en autópsies (Lundgren i cois.,1987), entre altres, la

principal font de contagi és la via aéria a partir de malalts capagos de produir partícules

contagioses. Aquest fet, delimita el potencial de transmissió ais malalts amb TB localitzada en el

tráete respiratori: TB pulmonar o de laringe (Braden i cois.,1995).
La infectivitat del malalt tubérculos també está correlacionada amb l'extensió radiológica

de la TB, -unilateral o bilateral-, la preséncia de cavitacions i la preséncia de lesions en els vies
aéries superiors (Loudon i Spohn,1969a).2.4.1.2Mecanismes generadors de partícules contagioses

Existeix una gran varietat de factors que contribueixen. al grau d'infectivitat d'un malalt:
la freqüéncia de tos (Loudon i Spohn,1969a); si la persona es tapa la boca quan estossega; la
quantitat de temps que el malalt contagios está parlant o estossegant o, fins i tot, cantant

(Loudon i Roberts, 1968). Aqüestes són activitats que incrementen considerablement la

producció de partícules infectives. S'ha calculat que tossir un sola vegada genera la mateixa

quantitat de partícules contagioses, -entre 0 i 3500 partícules-, que cinc minuts de conversa en

veu alta (Loudon i Spohn, 1969a, Riley i 0'Grady,1961) i, a més, la meitat d'aquestes resten

suspeses en l'aire 30 minuts després d'haver-se produit l'estossec (Loudon i Roberts, 1967).2.4.1.3Valor de la bacil-loscópia

El nombre de bacils presents en les mostres d'esput está relacionat amb el potencial de

contagiositat que té el malalt. Les persones que tenen bacil-loscópia positiva expectoren entre
105-107 bacils/ml d'esput mentre que les que són bacil-loscópia negativa expulsen < 104
bacils/ml d'esput (Yeager i cois.,1967) (apartat 2.6.2.1). Entre tots els treballs que han estudiat
el tema s'han destaquen tres: Shaw i Wynn-Williams,1954, van Geuns i cois.,1975, Grzybowski
i cois.,1975. En aquests s'avalua la contagiositat deis malalts tuberculosos en tres situacions
diferents: a) bacil-loscópia i cultiu positiu, b) bacil-loscópia negativa i cultiu positiu, i c)

bacil-loscópia i cultiu negatiu. Globalment, tots ells observen el mateix fet, que els malalts amb

bacil-loscópia positiva són els més contagiosos, molt més que els casos amb bacil-loscópia
negativa i cultiu positiu. Per tant, la font d'infecció més ¡mportant per la comunitat és el malalt
tubérculos que té una bacil-loscópia positiva. Aquesta evidencia, pero, no implica que els
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malalts amb bacil-loscópia negativa no siguin contagiosos, i de fet estudis epidemiológics
clássics (Vidal i cois., 1997) i, darrerament, moleculars (Behr i cois., 1999) han demostrar la
transmissió entre casos amb bacil-loscópia negativa, en el moment del diagnóstic, i els seus

contactes.

2.4.1.4 Efecte del tractament

El tractament de la TB disminueix el grau de contagiositat (apartat 3.2). Tradicionalment,
en la práctica clínica, s'ha considerat que amb dues setmanes de tractament n'hi ha prou per a

qué un malalt tubérculos deixi de ser contagios. La base d'aquesta doctrina neix d'uns estudis

realitzats a Madras, india, en la década deis seixanta (Ramakrishnan i cois., 1961, Kamat i

cois., 1966). L'objectiu d'aquests va ser estudiar la proporció d'infectats de TB entre els
contactes més propers de casos índexs tractats durant un any amb INH i PAS. Ais malalts
tuberculosos se'ls hi va assignar aleatóriament, o rebre el tractament a casa o bé a l'hospital i,

els seus contactes, -uns 260 per cadascuna de les dues opcions-, van ser seguits durant 5

anys. El control deis contactes consistía en una radiografía de tórax i el PPD cada tres mesos

durant el primer any i cada sis durant la resta del període de seguiment. No hi va haver cap
diferencia entre els contactes inicialment PPD negatius segons si els seus casos índexs havien
estat tractats a casa o bé a l'hospital. Aquests resultats van suggerir que la transmissió té lloc
abans de comengar la terapia i que, per tant, es pot assumir que és segur que el malalt torni a
casa quan rep tractament. Aquesta mateixa qüestió va ser estudiada posteriorment per altres
autors (Brooks i cois.,1973, Abeles,1973, Gunnels i cois.,1974, Riley i Moodie,1974). Els
resultats de tots aquests treballs semblen orientar, que no confirmar, que després d'unes
setmanes de tractament el malalt esdevé no contagios. El principal inconvenient que presenten

aquests estudis és que un mínim del 29% (Gunnels i cois.,1974) i un máxim del 65% (Kamat i

cois., 1966) deis contactes avaluats estaven ja infectats en el moment del diagnóstic i d'inici del
tractament deis seus casos índexs (apartat 2.5.3.3). A més, alguns d'ells van ser desenvolupats
en un indret on la prevalenga de la infecció i la incidéncia de la malaltia és molt elevada

(Ramakrishnan i cois.,1961, Kamat i cois.,1966).
Per un altre costat, les evidéncies irt vitro recolzen, d'alguna manera, les conclusions deis

treballs anteriors. El nombre de bacils viables disminueix, irt vitro, més d'un 90% en dues

setmanes, quan són exposats a l'acció de la INH o de la RIF. La exposició a l'acció combinada
de tres o quatre fármacs antituberculosos provoca la reducció de 1000 vegades el nombre de
bacils (Jindani i cois.,1980). Aquesta reducció en un malalt amb una bacil-loscópia molt positiva
será ¡mportant pero no suficient i es podrá detectar el bacil en la bacil-loscópia i en el cultiu. Ara

bé, si el malalt té una bacil-loscópia negativa l'acció deis fármacs podrá ser suficientment
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significativa com per a qué no hi hagi creixement en el cultiu i pugui ser considerat
definitivament no contagios. Diferents autors suggereixen que la negativització en un mes, del

cultiu en malalts bacil-loscópia positiva i amb soca sensible que inicien tractament amb tres o

quatre fármacs inclosos la INH i la RIF, oscil-la entre el 30% i el 50%, i que aproximadament
un 10% del esputs són encara positius després de tres mesos de tractament sense que aixó

impliqui manca de resposta al tractament (EA/BMRC,1972, Tousek i Votruba,1974, TRC, 1983).
Ara bé, aqüestes dades es contradiuen amb altres evidencies experimentáis i in vitro. Clancy i

cois., (1990) inoculant a conills d'índies esputs de malalts, que després d'un mes de terapia

antituberculosa encara tenien bacil-loscópia i cultiu positius, van confirmar que tots el animáis

desenvolupaven lesiones tuberculoses. A més, uns anys abans, Riley i cois., (1962) havien
demostrar que els malalts amb tractament eren capagos de contagiar a conills d'índies en ser

exposats a Taire contaminat deis primers en menor proporció que altres animáis exposats a

l'aire de malalts no tractats. En aquest mateix context, també s'ha especulat amb la possibilitat

de qué els malalts en tractament generin partícules infectives amb bacils i antibiótics, fet que
els faria no contagiosos. La comprovació experimental d'aquesta hipótesi va confirmar que els
bacils eren igual de viables després de 12 hores d'haver estat exposats a l'antibiótic dins de les

partícules infectives (Loudon i cois., 1969b).

2.4.2 Respecte l'entorn: l'ambient

El volum d'aire en el que són expulsáis un nombre concret de bacils tuberculosos,
determina la probabilitat d'infecció per una persona susceptible que respiri aquest aire. Les

partícules infectives tenen una tendéncia mínima a caure, a la vegada que es dispersen

rápidament en l'habitació i es desplacen segons les corrents d'aire (Riley i Nardell,1989). En els

espais tancats o incorrectament ventilats és on existeix el major risc de contagi. La ventilació
dilueix i remou les partícules reduint la probabilitat d'infectar-se. La importancia de la ventilació
i la circulado de l'aire ha estat extensament demostrada en l'estudi de diferents brots succéfts

en llocs com: escoles (Sacks i cois., 1985), bars (Kline i cois., 1995), avions (Kenyon i

cois., 1996), entre altres. L'exemple més notable es pot trabar en el brot de TB a bord d'un
submarí de la marina nord-americana (Houk i cois.,1968). Més d'un centenar de contactes van

ser infectats, -conversió del PPD-, a partir d'un sol cas índex. El mecanisme de transmissió va

ser degut a la recirculació de l'aire contaminat a través del sistema tancat de ventilado. La

freqiiéncia més alta de conversió es va donar entre els contactes que compartien el mateix

compartiment que el cas índex, ara bé, també hi va haver un alt nombre d'infectats entre la

tripulado que ocupava altres compartiments i que ni treballaven ni tenien tráete social amb el
cas índex, pero els compartiments del quals estaven connectats peí Circuit tancat de ventilació.
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A més, les conversions van continuar un temps després de qué fos detectat i ai'llat el cas índex,
el que va permetre comprovar que Taire deis circuits tancats pot reteñir partícules contagioses
viables durant un temps prolongat.

2.4.3 Respecte al contacte: receptor

S'estima que entre el 50% i el 75% deis contactes íntims de malalts tuberculosos no

s'infecten després d'haver estat exposats a l'agent infecciós (Shaw i Wynn-Williams, 1954,

Grzybowski i cois., 1975). Diferents variables relacionades amb el contacte poden influir en el

procés de la transmissió. Entre aqüestes es destaquen les següents:

2.4.3.1 Durado i intensitat de l'exposició

La probabilitat d'infectar-se és directament proporcional a la concentració de partícules
infeccioses en Taire i el volum d'aire inhalat, si assumim igual susceptibilitat de les persones a la

TB, fet que no és del tot cert. A la vegada, la concentració de les partícules és una funció de la
intensitat en qué els bacils són afegits a Taire per una o més fonts i del grau en qué són diluíts,

moguts, morts o inactivats (Nardell i cois.,1991). Així dones, es necessita un contacte íntim i

prolongat, respirant un volum molt gran d'aire contaminat, per a qué hi hagi infecció. Aquesta
situació es traba entre els contactes que conviuen amb el malalt, que són les primeres persones

en ser avaluades en detectar-se el cas índex. Ara bé, cal teñir en compte que el nombre absolut
de persones que un cas contagios pot infectar fora del context definit com contacte íntim o

proper, pot ser considerable i, en ocasions, pot excedir al nombre de contactes próxims

contagiats (van Geuns i cois., 1975, Veen,1992). En aquest sentit, s'han descrit brots d'infecció
en llocs i situacions on el tipus de contacte és més casual (Kenyon i cois., 1996, Golub i

cois.,2001, Solsona i cois.,2001).

2.4.3.2 La resposta immune

El risc d'infectar-se no depén en la seva totalitat de factors externs a l'hoste. Si fos així,
només que un sol bacil s'adherís a la paret alveolar seria suficient per a qué es produís una

infecció tuberculosa. L'estat i el funcionament del sistema immune pot variar d'una persona a

un altre i, també, al llarg del temps. Aixó representa un factor de modificado del risc associat a

la implantado deis bacils i a la seva capacitat per establir una infecció tuberculosa (apartat 2.3).
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2.4.3.3 Protecció contra la reinfecció

Des de sempre s'ha considerat que en les persones ¡mmunocompetents, la resposta a la
infecció peí bacil M. tuberculosis dona certa protecció contra la reinfecció. La probabilitat de
reinfectar-se ve determinada peí risc de reexposició, per la intensitat d'aquesta i per l'estat del

sistema immunitari de l'hoste (ATS, 2000b). Ara bé, la reinfecció exógena, amb soques

sensibles o multiresistents, després d'un episodi previ de TB curada, s'ha demostrat mitjangant
eines moleculars tant en persones ¡mmunocompetents (Caminero i cois.,2001) com en

immunodeprimides (Small i cois.,1993) (apartat 2.10.3.1). De forma similar, s'han demostrat,

molecularment, casos d'infecció mixta per dues soques de M. tuberculosis (Pfyffer i cois.,1998,

Chaves i cois.,1999). Darrerament, alguns estudis semblen indicar que la reinfecció juga un

paper molt important en les TB recurrents dins de la poblado general sense cap factor clínic i

epidemiológic atenuant que ho afavoreixi (García de Viedma i cois.,2002a).

2.4.3.3.1 La vacuna de la BCG

La vacunado amb la BCG és un fet corrent en una gran part del món. Malgrat aquest fet,
l'eficácia de la vacuna román incerta i els diferents estudis, -essencialment de tipus clínic i

cas-control-, presenten forces discrepáncies en el grau de protecció que oscil-la del 0% a un

80%. Els estudis estadístics de tipus meta-análisi d'aquests treballs demostren una elevada
eficacia de la BCG respecte a la meningitis tuberculosa i la TB miliar o disseminada, d'un 75 a

un 86%, pero només d'un 50% si es considera la eficacia global (Colditz i cois.,1994,1995). La

vacuna, per tant, no evita la infecció per M. tuberculosis ni protegeix de la reinfecció pero si

protegeix de la TB disseminada i de les formes greus de la malaltia després de la infecció
primaria, especialment en nens (apartat 2.3.1). En la variabilitat de l'eficácia hi contribueixen
molts factors com: la técnica de la vacunado; les característiques de la vacuna; les interaccions
entre la persona vacunada i la vacuna, entre altres. En base a tot aixó, la vacuna amb BCG es

recomana en tots els paTsos amb elevada o moderada endemia de TB, com una estrategia

d'intervenció, amb Túnica finalitat d'evitar la elevada mortalitat infantil que hi ha en aquests
indrets (Watson,1995).
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2.5 DETECCIÓ DE LA INFECCIÓ PER Mycobacterium tuberculosis

La prova de la tuberculina és l'únic métode establert per detectar la ITL ¡ és el

procediment recomanat (UITB, 1999). Aquesta prova está basada en el fet que la infecció amb
M. tuberculosis produeix una reacció de hipersensibilitat de tipus retardada a determináis

components antigénics del bacil anomenats tuberculines. La tuberculina PPD estándard

s'aconsegueix en filtrar un cultiu de Mycobacterium tuberculosis per precipitació de protéines.
L'administració de la tuberculina es fa per injecció intradérmica en la superficie interna de

l'avantbrag. La dosi estándard és de 5UT (Unitats de Tuberculina) de PPD-S ais Estats Units

(ATS, 2000a), i de 2UT de PPD-RT 23 amb Tween 80 en el nostre entorn (UITB,1999).
La reacció immunológica que es produeix com a resposta a la injecció intradérmica de

la tuberculina és producte de la DTH. Les cél-lules T sensibilitzades préviament s'acumulen en el
lloc de la punxada on alliberen citoquines. Aqüestes provoquen una induració per una

vasodilatació local, edema, dipósit de fibrina i acumulado d'altres cél-lules inflamatóries en la
zona. Normalment, la reacció a la tuberculina comenga entre les 5 i 6 hores després de la

injecció i té la máxima induració entre les 48 i 72 hores, desapareixent al cap d'uns dies (ATS,
2000a).

El test es llegeix entre les 48 o 72 hores després de la injecció i es valora la preséncia o

l'abséncia d'induració per inspecció i palpado, alhora que es mesura el diámetre transversal
d'aquesta. En base a la sensibilitat i l'especificitat de la prova del PPD així com a la prevalenga
de la TB en els diferents grups de risc, la ATS recomana tres valors per definir la reacció
tuberculínica positiva:a)> 5 mm en persones VIH positives i ¡mmunodeprimides, contactes de malalts
amb TB,

b) > 10 mm en ¡mmigrants, usuaris de drogues per via parenteral, residents i
treballadors en llocs de risc i persones amb algún factor clínic de risc,

c) > 15 mm en persones sense cap factor de risc per TB (ATS, 2000a). En el
nostre entorn es recomana que el resultat de la prava s'interpreti segons els criteris descrits
a la taula 2.7.

En moltes persones la sensibilitat a la prova tuberculínica és per tota la vida. Tot i aixó,
amb el pas del temps pot disminuir i, fins i tot, desaparéixer. Si el PPD s'administra en aqüestes
persones la reacció inicial pot ser petita o no ser-h¡, encara que si es repetís el test podrien
patir una resposta exagerada. Aixó és el que s'anomena efecte Booster i, en certes ocasions,
pot provocar interpretacions errónies. Aquest tipus de reacció és comuna entre les persones
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exposades a altres micobacteris o que han estat vacunades. La repetido de la prova mai será
positiva si la persona no ho és ais antígens del PPD (Menzies, 1991).

Taula 2.7 Criteris de PPD positiu segons diferents situadons

Situado dínica/epidemiológica PPD positiu

> 5 mmno vacunats

vacunats contactes íntims de casos BK+ > 5 mm

vacunats contactes esporádics de casos BK+
o contactes íntims i freqüents de casos BK-

> 15 mm

Qualsevol induradoInfectáis peí VIH

Viratge tubercuiínic > 5 mm

(UITB,1999) (BK+/-: bacil-loscópia positiva/negativa)

En el cas de la immunització prévia amb la vacuna BCG no hi ha cap métode per distingir
una reacció tuberculínica causada per aquesta o bé per una infecció natural micobacteriana,
encara que, reaccions de > 15 mm d'induració molt probablement no són causa de la BCG

(apartat 2.5.3.3.1) (UITB,1999).
En persones ¡nfectades peí VIH, qualsevol indurado es considera positiva, tot i que de

vegades la prova pot ser dubtosa, -falsos negatius-, degut al fenomen de l'anérgia. Aquesta és
la manca total de capacitat de reacció deis teixits davant una substancia antigénica com a

conseqüéncia d'una disminució en el nombre de cél-lules CD4+. L'anérgia es pot descartar amb

proves de sensibilitat cutánia amb altres antígens ambientáis emprats habitualment en el

diagnóstic de malalties cutánies de base al-lérgica, o bé comptabilitzant el nombre de limfócits T
CD4+ (CDC,1997a). La resposta a alguns d'aquests antígens o un nombre corréete de cél-lules
comporta considerar que el sistema immune está intacte i es confirma que el resultat de la

prova és negativa. Contráriament, la no resposta és indicadora d'anérgia i, per tant, no es té
en compte el resultat negatiu del PPD.

Darrerament, s'está desenvolupant altres sistemes de detecció de la ITL més sensibles i

específics que la prova de la tuberculina. En aquest sentit, i fa poc temps, s'ha comercialitzat un
test anomenat Quanti-FERON®-TB (Cellestis Limit Carnegie) iwww.cellestis.com’) (CDC,2002)
basat en la mesura in vitro de la producció d'IFN-y a partir de cél-lules de la sang préviament
estimulades amb antígens específics. En aquest test lá detecció de la citoquina és fa amb una

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). A més, darrerament s'han dissenyat altres
métodes que simplifiquen i augmenten la sensibilitat. Aquest és el cas del test l'ELIspot
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(Enzyme-LInked Immunospot), que mesura també la producció de d'IFN-y pero emprats dos
anticossos (Lalvani ¡ cois.,1998). ParaMelament al desenvolupament de nous sistemes de

deteccló de la ITL, s'han identificat altres antígens de M. tuberculosis, com ara l'ESAT-6 (6-KDa
Early Secreted Antlgenlc Target) i el cfp-10 (culture fíltrate protein 10-KDa) que podrlen ser

més sensibles I específics com a elnes de diagnóstlc de la ¡nfeccló, alxí com podría ajudar a

distingir ¡nfeccló de vacunado (Berthet i cols.,1998).

2.6 FACTORS ASSOCIATS A DESENVOLUPAR LA TUBERCULOSI: EMMALALTIR

El rlsc de desenvolupar TB, un cop hi hagut ¡nfecció, és d'orlgen endogen, determinat per
la integritat del sistema immunltari cel-lular de la persona Infectada I de la agresslvitat del bacll.
En la majorla deis casos resulta molt difícil determinar el per qué una persona en particular

desenvolupa TB després de la ¡nfeccló ¡ un altre no. Clássicament, s'han descrlt molts factors

que augmenten el risc de progressló d'una ITL cap a la malaltla (Rieder i cois., 1989), pero la TB
és clarament una malaltla multifactorlal en la que es produeixen multitud d'lnteracclons entre

l'amblent, els factors ¡ntrínsecs a la persona infectada I les característlques del bacil.

2.6.1 Temps transcorregut des de la infecció

El temps transcorregut des del moment en qué es produelx la ¡nfeccló flns que aquesta

s'activa cap a malaltla és un deis factor de risc més ¡mportant per desenvolupar la TB en

persones ¡mmunocompetents. Clássicament, s'ha estlmat que aproxlmadament un 10% de les

persones en contacte amb un malalt tubérculos s'lnfectaran i desenvoluparan TB activa, -TB

primaria-, durant els primers cines anys després de la infecció sino reben cap tipus de
tractament preventiu (apartats 2.3.1 i 3.3.1). A més, el risc d'emmalaltir és més elevat en els

dos primers anys immediatament després de la ¡nfecció i disminueix a la meitat passats els

primers cinc anys (Comstock i cois.,1974, Styblo,1991).
La informado sobre el risc de presentar una TB després de la infecció s'extreu deis

estudis de tractament preventiu desenvolupats en contactes íntlms deis casos índexs. Aquests

indiquen, com ja s'ha esmentat abans, que el risc és més elevat en els primers anys que

segueixen a la infecció i cau rápidament, tot i que román mesurable durant un període llarg

temps (Ferebee,1969). En un estudi posterior, ¡'observado de grups amb reacció tuberculínica

positiva tractats amb placebo,-en estudis sobre l'efecte de la vacunació amb BCG (apartat
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2.5.3.3.1)-, indica també que la incidencia més alta de TB té lloc en els primers anys després
de la infecció i que decau rápidament (D'Arcy i Sutherland,1977).

A més, el ríes d'emmalaltir rápidament després de la infecció está relacionat amb la

resposta immunológica que té el contacte, de manera que les persones amb menys defenses
davant la progressió de la infecció subclínica tindrien una probabilitat més elevada de

desenvolupar TB ¡mmediatament després de la infecció. Contráriament, no desenvolupar la
malaltia podría indicar millors mecanismes de defensa.

2.6.2 Infecció peí virus de ia immunodeficiéncia humana

La infecció peí VIH és un ciar factor potenciador de la TB que incrementa
considerablement la susceptibilitat a emmalaltir de TB (apartat 1.3.2). El risc de desenvolupar
TB ¡mmediatament després de la infecció, -d'un 1 a 4 mesos després del contacte-, és més alt
entre les persones VIH positives, amb taxes d'incidéncia que ronden del 30 al 40 % (di Perri i

cois., 1989, Daley i cois., 1992, Coronado i cois., 1993). A més, la presentació tan rápida es troba,
associada a limfopénia de CD4+ i a l'anérgia cutánia (di Perri i cois.,1989) (apartat 1.3.6).
D'altre banda, diferents estudis deixen constáncia de la predisposició deis malalts VIH positius a

patir TB per reinfecció exógena (Small i cois.,1993) I, en alguns casos, amb soques MDR (Edlin i

cois.,1992).
El risc de desenvolupar TB temps després de la infecció en qualsevol moment de la vida,

-TB secundária o reactivado-, és també molt més alt en malalts VIH positius que en persones

immunocompetents, s'estima que al voltant del 50%, mentre que sense coinfecció el risc és del
5-10% (OMS,1996). La infecció peí VIH altera el mecanisme de control, -granulomes-, del bacil
tuberculosos i, conseqüentment, s'incrementa la reactivado de la infecció latent (apartat

2.3.2.4). La contribució de la reactivado endógena i la reinfecció exógena de la TB no está clara

pero, probablement, depén de la prevalenga de la malaltia i de la infecció que h¡ hagi en una

població en concret.

2.6.3 Tuberculosi residual inactiva no tractada préviament

La TB pot curar-se de forma natural sense rebre cap tractament. Tot i aixó, si no es

tracta la reactivació de la malaltia és molt probable en la majoria deis casos. Aquelles persones

que han patit una TB curada de manera espontánia, amb fibrosi residual, tenen un risc calculat
de 2.4-13.6 %o anual (Edwards i cois.,1972) de desenvolupar de nou la malaltia i, s'ha estimat

que la incidencia natural de curado és del 2.9 %o anual (IUAT,1982). A més, la mida i l'extensió
de les lesions, observades en la radiología i conseqüéncia de la TB curada, és un determinant
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del risc per la reactivado. Les persones amb lesions fibrótiques d'un diámetre > 2 cm tenen una

probabilitat dues vegades més gran de desenvolupar TB, comparades amb aquelles que tenen
mides inferiors (IUAT,1982).

2.6.4 Edat

Existeixen diferencies ¡mportants en la incidencia de la TB segons l'edat. Aqüestes

disparitats poden ser atribuides a les diferencies en el risc o la prevalenga de la infecció de la

població estudiada, -la incidencia de la TB segons l'edat varia forga dins de cada país i entre
diferents paísos-, en el risc de malaltia una vegada s'ha adquirit la infecció o a ambdues

(Rieder i cois., 1989). La tendéncia general que s'observa és una major incidencia de TB a

mesura que augmenta l'edat de les persones, tot i que aquest fenomen pot ser degut a l'efecte

que provoca l'augment acumulatiu de la prevalenga de la infecció tuberculosa. La distribució de
la TB per edats mostra una incidencia significativa en nens < de 5 anys, en joves adults de 20
a 35 anys i en persones > de 60 anys. En les primeres edats la TB és conseqüéncia directa de
la progressió d'una infecció recent. En la maduresa, la TB és deguda a la reactivado d'una
infecció latent. La incidéncia en aquesta etapa de la vida reflecteix la prevalenga de la TB en la

joventut de la persona malalta.

2.6.5 Factors genétics

Diferents treballs amb bessons homo i heterozigots indiquen clarament la existencia de
factors hereditaris involucrats en el risc de desenvolupar TB (Comstock,1978). La resposta
immunitária a aquesta malaltia és multifactorial i está controlada genéticament per diferents

gens. Molts estudis han centrat el seu interés en els gens HLA, principalment els ¡oci HLA-DR2

(Bothamley i cois., 1989) i WVk-DQBl (Goldfeld i cois., 1998), que determinen quins antígens
micobacterians serán presentats ais limfócits Th. Altres treballs relacionen certs gens, que no

pertanyen al sistema HLA, amb un increment en la susceptibilitat a la TB. Entre aquests es

destquena, les variacions genétiques en el gen NRAMP1 (Natural Resistance-Associated

Macrophage Protein) (Bellamy i cois.,1998) i els polimorfismes trobats en el gen VDR (Vitamin

D-Receptor) (Wilkinson i cois.,2000). Estudis recents realitzats sobre tot el genoma huma han

permés identificat dos ¡oci 15q i Xq que també podrien estar implicáis en la susceptibilitat a la
TB (Bellamy i cois.,2000).
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2.6.5.1 Sexe

A nivell mundial, la prevalenga d'infecció per Mycobacteríum tuberculosis és similar entre

homes i dones fins l'adolescéncia, després és més alta entre els homes. La progressió cap a la
malaltia segueix una dinámica diferent, les taxes són més altes entre les dones en l'edat

reproductiva, mentre que entre els homes les taxes de progressió cap a la malaltia
s'incrementen a partir deis 45 anys (Holmes i cois.,1998). Aquesta situado s'observa en

qualsevol forma de TB, pulmonar o extrapulmonar. Les dades de qué es disposa suggereixen

que hi ha determinats factors de madurado i hormonals implicáis en el desenvolupament de la
TB. Altres autors han especulat que el fet que les dones tinguin unes taxes d'infecció més
baixes durant i després de l'adolescéncia les fa més susceptibles d'infectar-se durant aquest

període i és sabut que el risc d'emmalaltir és més alt en el primer i segon any després del
contacte amb el bacil (Styblo,1991). Finalment, s'han de considerar actituds i comportaments
socials diferents entre els homes i les dones que podrien explicar aquest fenomen (Holmes i

cois.,1998).

2.6.6 Factors mediambientals i costums socials

2.6.6.1 Tabac, alcohol i usuaris de drogues per via parenteral

Diferents treballs demostren que la incidéncia de TB és més elevada en persones

fumadores que en aquelles que no ho són (Yu i cois.,1988). A més, estudis de casos-control

posen en evidencia que la probabilitat de presentar una TB augmenta amb el nombre de

cigarrets fumats (Alcaide i cois.,1996).
Els clínics assenyalen amb freqüéncia una associació entre el consum d'alcohol i la

incidéncia de la TB (Mellencamp i Jerrells,1996). En realitat, el consum d'alcohol pot augmentar
el risc de TB degut a qué els mecanismes ¡mmunitaris afectats per l'alcohol són també aquells

que resulten essencials per la resisténcia a la malaltia.
Els UDVPs s'han considerat un grup de risc per la TB (Reichman i cois., 1979) i amb la

pandémia de la SIDA el risc d'emmalaltir, immediatament després de la infecció, s'ha
incrementar considerablement (Selwyn i cois.,1992). A més, el risc de desenvolupar TB és
també molt elevat en els UDVPs coinfectats amb el VIH (Selwyn i cois.,1989, Jansá i cois.,

1998).
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2.6.6.2 Desnutrido

La relació directa entre la TB i la desnutrició es coneguda des de fa molt temps. La
interacció entre ambdós conceptes és bidireccional. Per un costat, la desnutrició té un efecte

advers sobre la fundó immunitária, -els limfócits T i la immunitat ceMular-, alhora que

incrementa la susceptibilitat cap a la TB ¡ncrementant també la morbilitat d'aquesta.

ParaHelament, la TB provoca l'activació de les citoquines, un metabolisme anómal de les

protéines i pérdues en les reserves deis greixos i en el teixit no gras (Macallan,1999).
El tipus de dieta i/o la deficiencia de certs compostos pot incrementar el risc de TB

(Strachan i cois.,1995). Hi ha evidéncies que avalen el paper actiu de la Vitamina D en la
malaltia associant-la amb un increment del risc de patir TB (Willkinson i cois.,2000). S'ha
demostrat que el metabolit actiu de la vitamina D, la hidroxivitamina D3-1.25, promou la
maduració i l'activació deis monócits i macrófags humans, alhora que promou, també, la seva

acció inhibitoria sobre els bacils tuberculosos virulents en els macrófags (apartat 2.3.2.1)

(Crowle i cois., 1987).

2.6.7 Altres factors: afeccions clíniques de base

Hi ha certes afeccions clíniques de base, on el sistema immumtari de la persona hi está
local o globalment implicat i que predisposen a la TB. Entre aquest trastorns s'inclouen:

Si/icosi. La TB és una malaltia freqüent en miners i persones afectades de silicosi

(Rosner i Markowitz,1991, Godfrey-Faussett i cois.,2000). En general, la TB es diagnostica
entre el 20-25% del total de malalts silicótics amb un risc de mortalitat entre 3 i 6 vegades

superior al de la poblado general (de la Hoz,1996).
Diabetis me/litus. La idea d'un associació entre la diabetis mel/itus i la TB és molt

antiga. En general, les persones que pateixen diabetis presenten una incidencia de TB de 2 a 4

vegades superior a les persones no diabétiques (ATS,2000a). La predisposició deis diabétics a

les infeccions controlades per la immunitat ceMular, com ara la TB, pot ser deguda a alteracions
en la defensa pulmonar de l'hoste, ¡ncloent condiciones que interfereixen amb els mecanismes
d'eliminació o que debiliten les funcions de la immunitat ceMular pulmonar (Koziel i

Koziel,1995).
Cáncer. La TB és comuna en malalts que presenten cáncer de pulmó, limfomes i

leucémies (Kaplan i cois.,1974). També es troba associada a cáncers de cap i coll. En aquests

malalts el risc de patir TB és 16 vegades més gran que en la poblado general (Feld i cois.,

1976).
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Malaltíes renals. Els malalts en estat final d'insuficiéncia renal (Andrew i cois.,

1980) ¡ els que pateixen hemodiálisi (Chia i cois.,1998) tenen un rlsc més alt de presentar TB.

S'estima que en aquests malalts la ¡ncldéncia de la TB és de 10 a 25 vegades superior que la

que presenta la poblado general. La TB també ha estat assoclada a malalts trasplantats de

ronyó (Llchtenstein i MacGregor,1983).
Corticoides. Que la ¡mmunltat cel-lular estigui intacta és crucial per la prevenció de

la progressió de la TB. L'ús de fármacs, com ara els corticoides, que immunodeprimeixen,

predisposen ais malalts a desenvolupar TB. Els esteroides, en les dosis farmacológiques, actúen
disminuint la inflamado, provocant una limfopénia i monocitopénia. L'efecte directe sobre la
fundó limfocitária no és clara, contráriament ais efectes adversos sobre la funció monocito-

macrófaga que sí que s'han descrit (Fauci i cois.,1976).

Gastrectomia i bypass jejúnum-Hial. La prevalenga de la gastrectomia entre malalts
tuberculosos varia del 1.7% al 2.5%, i la incidencia de TB en malalts gastrectomitzats oscil-la

del 0.4% al 5% (Snider,1985). Peí que fa al Z?yyD3S5jejunúm-ilial, les dades són escasses pero

semblen apuntat cap a qué aquesta operado podría ser un factor de risc per a la TB

(Snider,1982).

2.6.8 Embarás

El paper de l'embarás en la reactivado o progressió de la TB ha estat objecte d'un intens

debat. Quan s'analitzen les dades s'arriba a la conclusió de qué, tot i que no hi ha evidéncies
solides per associar embarás amb TB, n'hi ha suficients per suggerir que el risc de desenvolupar
la malaltia pot augmentar en el període de postpart (Snider,1984). Els investigadors proposen

que la TB podría progressar com a resultat d'un descens del diafragma, -fet que podría afectar
a la pressió intratorácica-, de fluctuacions hormonals, de pérdua nutricional i d'alteracions
immunitáries (Armstrong i Garay,1996).

2.6.9 Les característiques del bacil

Les característiques especifiques de les diferents soques de M. tuberculosis poden
determinar la poténcia de l'acció d'aquestes en l'hoste. S'ha demostrat l'existéncia de soques

més predominants en la població, el cas del genotipus Beijing (van Soolingen i cois.,1995, Glynn
i cois.,2002) (apartat 2.10.3.1), o d'altres amb capacitat elevada de replicar-se dins ais

macrógafs humans (Zhang i cois., 1999), o de soques resistents, especialment letals, com la
soca W (Frieden i cois.,1996, Agerton i cois.,1999) (apartats 2.10.3.1.4 i 2.10.3.3), exemples
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clars de les diferencies en els graus de virulencia i/o transmissibilitat que presenten les soques

de Mycobacteríum tuberculosis i que determinen el grau d'afectació en l'hoste.

2.7 DETECCIÓ DE LA MALALTIA PER Mycobacteríum tuberculosis

El diagnóstic de la TB está basat en l'observació i valorado de la simptomatologia clínica

compatible, la radiología i la confirmado o no de la presencia del bacil en la mostra clínica i/o
el diagnóstic anatomopatológic quan s'escau per la localització de les lesions. També s'han
avaluat métodes de diagnóstic serológic detectant anticossos específics en sérum.

2.7.1 Diagnóstic clínic

La TB pot lesionar qualsevol órgan pero el més comú és el pulmó. Per aquest fet, es

diferencia entre TB pulmonar i extrapulmonar. El primer contacte amb M. tuberculosis provoca

la TB pulmonar primaria, la primoinfecció. Les manifestacions clíniques i radiológiques són
variables (García San Miguel i Agustí,1992). Normalment, sol passar desapercebuda i només es

detecta per la positivitat de la prova tuberculínica (apartat 2.4). De vegades, pero, es pot
detectar o una discreta síndrome tóxica i febricular, que es resolt espontániament o, fins i tot,

una tos persistent.
La TB postprimária compren totes les manifestacions que tenen lloc després d'haver patit

una TB primaria. El lloc d'inici sol ser una lesió localitzada en el lóbul superior del pulmó per

sota la clavícula. Altres vegades pot comengar en petits focus apicals procedents de
disseminacions hematógenes postprimáries. La TB es pot estendre pels pulmons de diferents

formes: limfógena, hematógena i broncógena. La simptomatologia típica és una síndrome tóxica
més o menys accentuada, una síndrome febril, especialment vespertina i dolor torácic localitzat
amb expectorado. Solen ser freqüents els esputs hemoptoics provocáis peí trencament d'algun
vas sanguini proper a les lesions tuberculoses. Radiológicament, les lesions poden ser diverses

pero són freqüents els infiltráis localitzats a segments superiors i també les cavitacions.
Els aspectes clínics de la TB associada a la infecció peí VIH on el nombre de limfócits T es

manté estable són similars ais que presenten els malalts tuberculosos sense coinfecció peí virus.
Ara bé, amb la progressió de la immunodeficiéncia (CD4+ < 200 cél./mm3) les manifestacions

clíniques s'alteren i s'observa un augment en la freqüéncia de l'anérgia cutánia i una

deteriorado deis teixits que controlen els micobacteris, fet que provoca un increment de les
formes disseminades i extrapulmonars, sobretot ganglionars. Les imatges radiológiques que
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presenten els malalts amb TB pulmonar i VIH positius, reflecteixen la deteriorado de la resposta
inflamatoria tissular a la infecció i solen ser difuses i inespecífiques (Lawn i cois.,2002).

2.7.2 Diagnóstic microbiológic

Peí diagnóstic microbiológic es disposa de tres métodes:
a) Observado directe del bacil M. tuberculosis després de ser tenyit,

b) Alllament de la soca: cultiu de la mostra clínica i identificado de la soca, i

c) Detecció del material genétic.

2.7.2.1 Visualització microscópica

L'observació microscópica directa de la mostra clínica és un procediment fácil, rápid i

económic. La presencia de bacils en la tinció confirma el diagnóstic de la malaltia i determina si
són casos contagiosos (apartat 2.5.1.3). Són necessaris de 5.000 a 10.000 bacils/ml per a qué
sigui positiva (Hobby i cois.,1973). Contráriament, no es pot descartar una TB quan no

s'observen bacils en la preparado. En aquest darrer cas caldrá valorar la clínica i confirmar la
malaltia amb el resultat del cultiu. En paísos amb pocs recursos económics i amb alta

prevalenga de TB, l'examen microscópic de la mostra clínica és Túnica eina, amb bona relació

cost-eficácia, disponible no solament peí diagnóstic sino també peí seguiment del tractament
deis malalts amb TB. La visualització microscópica es pot fer amb diferents métodes de tinció

específica. El procediment elássie i més emprat, especialment en paísos en desenvolupament,
és el de Ziehl-Neelsen, on els bacteris es tenyeixen de color vermell (apartat 1.1). Actualment,
també s'utilitzen tincions amb fluorocroms, -colorants que donen fluorescéncia-, com és el cas
de Tauramina-rodamina on els micobacteris apareixen tenyits d'un color groc-taronja.

La informado sobre el nombre de bacils observáis té relació amb el grau de contagiositat
del malalt i amb la gravetat de la malaltia. Conseqüentment, el resultat de la bacil-loscópia
s'informa qualitativament i seml-quantitativament (UICTMR,2000). La sensibilitat de la

bacil-loscópia oscil-la de 22% (Boyd I Marr,1975) al 78% (Strumpf i cois.,1979) i depén de la

qualitat de la mostra de qué procedeix, així com d'una bona preparació de la tinció i d'una bona
lectura (ATS,2000b). En general, la rendibilitat de la bacil-loscópia d'esput augmenta si es

processen diferents mostres i si Textensió de les lesions és major.

2.7.2.2 Alllament del bacil: cultiu

El cultiu és un procediment molt més sensible que la microscopía ja que pot detectar una

quantitat tan petita com 10 bacteris/ml de mostra digerida i concentrada (Yeager i cois., 1967).
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És la técnica de referencia, amb una sensibilitat del 50% (Krasnow i Wayne, 1969) al 81%

(Levy i cois.,1989) depenent de la localització, del nombre de mostres cultivades i la seva

qualitat. Per l'ai'llament del bacil s'utilitzen medis sólids i líquids.

2.7.2.2.1 Medis sólids

Engloben els métodes tradicionals de cultiu pels micobacteris en general. El més emprats

són els medis amb base d'ou, com ara el Lówenstein-Jensen i els agars semisintétics
Middlebrook 7H10 i 7H11. La incubado deis medis sembrats en una atmosfera enriquida amb
un 5-10% de C02 afavoreix el creixement del bacil. En aquest medis, el creixement es detecta

visualment, observant les colónies. Normalment, es pot veure creixement entre la segona i la

quarta setmana d'incubació.

2.7.2.2.2 Medis líquids

En general, els medis líquids afavoreixen millor el creixement que els sólids.
L'inconvenient és que es contaminen més i que és difícil de valorar si hi ha creixement. Per

aquesta raó s'han desenvolupat métodes de detecció del creixement en aquests medis. En

aquest context, a més del medi tradicional agar líquid Middlebrook 7H9, se'n poden diferenciar
altres tipus classificats segons la manera de detectar el creixement:a)lectura manual: Septi-Check MB (Becton Dickinson) (www.bd.comy que

consisteix en un medi bifásic de 20 mi de caldo de cultiu Middlebrook 7H9, enriquit amb C02,

amb suplement de factors de creixement i antibiótics. El sistema es revisa visualment i el
creixement es detecta tant en el medi líquid, -grumolls-, com en la fase sólida, -colónies-.b)lectura semiautomática: BACTEC460TB(Becton Dickinson) (www.bd.comy que

utilitza el medi líquid Middlebrook 7U12 i com a substrat ácid palmític marcat amb Ci4. Durant el
creixement és produeix C02 radioactiu que és detectat peí sistema i traduít a un índex de
creixement (0-999). Les principáis avantatges són la rapidesa en la detecció respecte ais medis

sólids, de 2-7 dies i de 10 a 30 dies en bacil-loscópies positives i negatives, respectivament, i la

possibilitat d'estandarditzar l'antibiograma (apartat 3.4.4.1). Té com a principal inconvenient la
utilització i manipulado d'isótops radioactius.c)lectura automática: són métodes que han aparegut en els darrers anys com a

substituís del sistema radiométric. En general el rendiment és equivalent a aquest últim tot i

que l'estandardització per fer antibiogrames encara no está complerta (apartat 3.4.4.1). Es

destaquen els següents: MGIT960(Becton Dickinson) (www.bd.comy utilitza un caldo de cultiu
Middlebrook 7H9 al que s'incorpora un sensor fluorescent sensible al 02. Quan hi ha creixement
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es consumeix aquest oxigen ¡ es detecta/mesura la fluorescéncia emesa; ESP Myco II (Trek

Diagnostic) (www.trekds.com~). utilitza el medí líquld Middlebrook 7H9 més amb suplement

enrlquldor, OADC, i es basa en la mesura monométrica del consum d'oxigen; i MB/Bact

(Organon Teknlka) ('www.oraanonteknika.com'). utilitza el medí líquid Middlebrook 7H9
modlflcat. El creixement es detecta amb un canvi de color quan es detecta presencia de C02.

2.7.23 Identificado de la soca

Les técniques disponibles per la Identificado deis micobacteris están fonamentades en les

característiques fenotípiques, -bacteriológiques-, bioquímiques i técniques de biología
molecular o genétiques.

2.7.2.3.1 Bacteriológica

Engloba proves que permeten assignar ais micobacteris a un subgrup. Les més emprades
són:

Morfología de las co/ónies. Orienta cap a quina espécie o grup d'espécies es tracta

(González i cois., 1998).
Pigmentado i fotoreactivitat. La primera és deguda a la producció de pigments

carotens i segons aquesta es poden distingir tres grups:

a) fotocromógenes. que pigmenten amb preséncia de llum,

b) escotocromógenesr. produeixen colónies pigmentades independentment
de la preséncia de llum. La pigmentado ronda les diferents tonalitats que hi ha del groe al
vermell i pot ser uniforme o irregular,c)no cromógenes: les colónies són de color blanc o eremos i no es

pigmenten mai.

Velodtat de creixement En fundó d'aquest parámetre els micobacteris poden ser

de creixement: rápid (< 7 dies); intermedi (7-10 dies); o lent (> 10 dies).

2.7.23.2 Bioquímica

Existeixen múltiples proves que permeten diferenciar les espécies del génere
Mycobacterium, tot i aixó, emprant-ne només unes quantes s'hi identifiquen la majoria de les

espécies clínicament més ¡mportants. La prova de la niacina, la reducció de nftrats i la prova de
la catalasa permeten la identificado de M. tuberculosis. Altres proves utilitzades són la hidrólisi
de Tween 80, la arilsulfatasa, tolerancia a la sal, entre altres. L'inconvenient més important és
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qué per aquest tipus de proves es necessita que la soca estigui ben crescuda, conseqüentment,
la identificado s'allarga de 2 a 8 setmanes.

2.7.2.3.3 Genética

Són métodes rápids, dones, la majoria de les vegades es fan amb poc inócul. Les

técniques, casolanes i comerciáis, d'ús més difós són;
Les sondes d'hibridació d'ácids nuc/éics. Són fragments de l'ADN marcats amb

quimioluminiscéncia i complementaos d'altres fragments de l'ARNr específic d'espécie
(AccuProbe) (www.aen-probe.coml. Actualment, es disposa d'aquest tipus de sonda pels

complexos M. tuberculosis i M. avium, i les especies M. intracellulare, M. gordonae, M. kansas¡¡\
M. avium.

Po/imorfísme deis fragments de restrícdó (PRA). Está basat en l'amplificació d'un

fragment del gen que codifica la heat shock protein 65 kDa deis micobacteris i que,

posteriorment, és digerit amb dos enzims de restricció, Hae (Haemophi/us aegyptius) III i el
BstE (Baci/lus stEarothermophilus) II. Els patrons obtinguts són específics de les diferents

especies (Telenti i cois., 1993a). Actualment, existeix una página web on es poden consultar els

patrons obtinguts (www.hospvd.ch/prasite/1.
En els darrers anys han aparegut altres tests comerciáis:

INNO-UpA Mycobacteria (Innogenetics) (www.innoaenetics.es1 i Genotype

Mycobacteríum (Hain Lifescience GmbH) (www.hain-Lifescience.de/pdf/dnaisol mvco.pdfl.
basats en l'amplificació d'un fragment de l'ADN micobacteriá, el producte del qual és hibridat en
una tira de niló o nitrocel-lulosa on hi han immobilitzats oligonucleótids marcats, sondes

especifiques per cadascuna de les zones del gen. Es tracta d'una técnica d'hibridació inversa.
Així es pot identificar el complex M. tuberculosis i altres espécies. També s'utilitza per la
detecció de resisténcia, en concret, a la RIF (Rossau i cols.,1997)(apartat 3.4.4.2.2)

Seqüenciació d'ácids nudéids. Es fonamenta en l'amplificació per PCR i posterior

seqüenciació d'un fragment del gen ARNr 16Sde seqüéncia coneguda en les diferents espécies
de micobacteris (Kirscher i cois., 1993). Malgrat que aquest gen está forga conservat presenta
zones variables, amb seqüéncies de nucleótids especifiques de génere i espécie, que són les

que simplifiquen.
2.7.2.3.4 Cromatografía i altres métodes

La cromatografía és una técnica basada en l'estudi de la composició diferencial de lípids
de la paret cel-lular que presenten els micobacteris. Existeixen tres tipus de cromatografies que

s'han aplicat a l'estudi deis micobacteris: a) de capa fina, b) la de gasos, que permet la
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¡dentificació segons el perfil deis dlferents ácids grassos (Tisdall i cois., 1979), c) la líquida d'alta

resolució segons el perfil deis diferents ácids micólids (apartat 1.1) (Butler i cois.,1991).

Actualment, són métodes poc utilitzats en la rutina.

En els últims anys, s'han descrit noves técniques d'identificació fonamentats en l'afinitat

específica de determináis bacteriófags pels micobacteris: LRP (Luciferase Repórter Phage),

FASTPtaque 7B® (Biotech laboratories) (www.biotechlab.comV i PhageTek MB® (BioMérieux)
(www.biomerieux.com'). Són técniques senzilles, rápides i relativament barates malgrat els

problemes en la sensibilitat I especifitat observats en els pocs estudis desenvolupats (Mole i

Maskell,2001, Alcaide i cois.,2003).

2.7.2.4 Detecció genética

En els darrers deu anys s'han desenvolupat tot un seguit de técniques de biología
molecular que han permés l'amplificació de seqüéncies d'ADN i d'ARN, especifiques de M.

tuberculosis, amb la finalitat de detectar i/o identificar aquest últim, directament de mostra

clínica. La técnica més emprada és la PCR pero se'n traben altres com ara: la reacció en cadena
de la lligasa (LCR) o l'amplificació per transcripció (TMA). Són técniques sensibles, especifiques i

rápides, tot i que, cal teñir en compte certes mesures en la manipulació de les mostres per

evitar contaminacions. Altres inconvenients són els falsos negatius, que resulten de la preséncia
de substáncies inhibidores, i la interpretació clínica que es pot fer davant d'un resultat positiu,

-per ex: el cas d'un resultat positiu en un malalt amb TB prévia-. La sensibilitat d'aquestes

técniques varia en fundó del valor de la baciMoscópia. En mostres on aquesta última és positiva
la sensibilitat ronda el 95% malgrat que el diagnóstic ja s'ha fet amb la tinció. Els problemes

sorgeixen en mostres baciMoscópia negativa on un resultat positiu no sempre confirma el

diagnóstic de TB i on un resultat negatiu no el descarta, -sensibilitat del 55-65%-.

D'aquestes técniques se'n poden trabar de desenvolupament casolá (Almeda i cois.,2000,

García-Quintanilla i cois.,2000, García-Quintanilla i cois.,2002), i de comercialitzades com:

COBAS AmpUcor™ MTB test (Roche) (www.roche-diaanostic.com') basat en la técnica de la

PCR; Mycobacteríum tuberculosis Direct test (MTDT)(Gen-Probe) (www.qen-probe.com’) amb el
sistema TMA i LCXMycobacteríum tuberculosis asssy (Abbot) (abbottlabs.com') que utilitza com

a sistema d'amplificació la LCR. I, darrerament, ja existeixen sistemes de segona generado: Qf3

replicase (Galileo-Probe Amplification®, Gene-Trak); Nasba® Ampllfícatlon System (Organon

Teknika) (www.orqanonteknika.com’) amb amplificació tipus TMA i Strand Displacement

Ampllfícatlon® (Becton Dickinson) (www.bd.com’) amb sistema LCR.

Finalment, i en els darrers anys, cal destacar l'aplicació de la técnica d'amplificació i
detecció a temps real per PCR com a eina de diagnóstic. Aquesta metodología es fonamenta en
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la realltzació simultánia de l'amplificadó, d'una zona concreta així com la detecció i quantificació
del material prodiíit utllltzant diferents fluorocroms, -partícules lligades a fragments de l'ADN

que són capaces d'emetre fluorescéncia en ser excitades-, Incorporáis en els primers i/o
sondes. L'avantatge més ¡mportant de la técnica és la seva rapidesa, -resultat en 3 hores-, i la

possibilitat de poder treballar directament en mostra clínica (Espasa i cois.,2002).

2.7.3 Serodiagnóstic

Tot i que, en els últims temps, s'ha avangat molt en aquest camp encara no és d'ús

freqüent en la práctica clínica detectar la malaltia tuberculosa amb eines immunológiques. Des
del punt de vista de la técnica, la ELISA és la més difosa degut a la seva rapidesa i possible
automatització que proporciona resultáis reproduíbles amb sensibilitats óptimes. Respecte ais

antígens, predominen els de naturalesa proteica i lipídica: A5, A60, 45/47 kDa, Kp90, 30 kDa,

P32, i corrí factor o LAM (Chan i cois., 2000). Tot i aixó, les dificultáis respecte a la sensibilitat i

especificitat fan que no es pugui emprar com a métode de diagnóstic.

2.7.4 Diagnóstic anatomopatológic

De vegades la TB es diagnostica per l'existéncia de granulomes tuberculosos en mostres

obtingudes de biópsies d'órgans afectats. Generalment les mostres són de naturalesa bronquial,
pulmonar, glanglionar, de meduMa óssia, entre altres. Solen ser casos difícils d'interpretar i
d'avaluar. El diagnóstic está basat en l'observació de granulomes amb o sense necrosi
caseificant. Malgrat que altres malalties poden presentar granulomes, la necrosi és molt
especifica de la TB. Per aixó, l'observació d'aquest comporta sempre la realització d'un examen

microscópic de la mostra per identificar els bacils. A més, és recomanable el cultiu de la mostra
per confirmar el diagnóstic microbiológicament.

2.8 MESURES DE PREVENCIÓ I CONTROL DE LA TUBERCULOSI

Les mesures recomanades pels organismes oficiáis per a la prevenció i el control de la TB
es sitúen básicament en l'ambient hospitalari i cal establir-les des del moment en qué h¡ ha la
sospita que una persona pot patir TB. El conjunt de mesures proposades s'apliquen a tres
nivells: al malalt, a l'ambient que l'envolta, -que essencialment será nosocomial-, i ais seus

contactes (OMS,1999a):
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Control del malalt contagios. La mesura més important per prevenir el contagi de
la TB és diagnosticar i tractar al malalt de forma correcta (apartats 3.2.2 i 2.6). Quan el malalt
té una bacil-loscópia positiva és obligatori el seu aíllament i, en cas de sospita és preferible

també aíllar-lo fins que es confirmi que no ho és. Aquesta mesura és especialment interessant
en zones com urgéncies on convé accelerar la confirmado del diagnóstic. En la praxis clínica es

considera que després de dues setmanes de tractament el malalt pot ser considerat no

contagios i normalment és donat d'alta (apartat 2.5.1.4). A més, es recomanable ensenyar al
malalt a qué en el moment de tossir o esternudar es tapi la boca amb un mocador de paper no

reciclable i que després cal dipositar en un contenidor especial. Si el malalt ha de sortir de
l'habitació haurá de dur protector respiratori del tipus FFP2S (Fennelly,1998) o bé mascaretes

quirúrgiques amb una eficacia de filtrado de partícules de 3-5 pm de diámetre.
Protecdó ambiental. El sistema de ventilació ha d'assegurar la pressió negativa en

el interior de les habitacions respecte del passadís i árees próximes, així com assegurar recanvis
d'aire periódicament. S'estima que entre 6-10 recanvis d'aire/hora la concentrado de les

partícules infectives es reduiria en 1% del nivell inicial en 45 minuts (Riley i 0'Grady,1961). El
flux d'aire ha d'estar correctament dirigit en el interior de l'estanga i l'evacuació d'aquest s'ha de
fer el 100% a l'exterior. Si es fa necessária la recirculació de Taire convé utilitzar filtres HEPA

(High Efficiency Particulate Air) que eliminen el 99.97% de partícules amb un diámetre inferior
a 0.3 pm (OMS,1999a).

El nombre de bacils viables, també, es pot reduir amb la radiado ultraviolada (Riley i

0'Grady,1961). Malgrat que l'ús d'aquesta només es recomana en habitacions d'urgéncies i sala

d'espera d'hospitals segons el nombre de malalts amb TB no sospitada que s'hi atenen

(OMS,1999a).
Protecdó deis contactes, personal sanitari i famillars. Normalment, s'utilitzen les

mascaretes quirúrgiques que protegeixen de la inspirado i l'aspiració de gotetes amb bacils. Es
recomana que siguin utilitzades de forma simultánla peí malalt i per les persones que tenen
contacte temporal amb ell. En circumstáncies concretes, com ara realització de broncoscópies i

técniques que indueixin tos, necrópsies, assisténcia en urgéncies, UCIS (Unitats de Cures

IntensiveS), quirófans, radiodiagnóstic i processament de les mostres en el laboratori de

microbiología és important l'ús de respiradors personáis del tipus FFP2 i 3, -eficacia de filtrat de

partícules de 0.6p diluídes en medi aquós superior al 92 i 98%, respectivament-, amb o sense

válvula inspiratória (Fennelly,1998).
Una zona d'alt risc a nivell hospitalari és l'área del laboratori de microbiología on es

processen les mostres deis malalts. En aquest cas, les possibles infeccions són degudes a la
creado de partícules contagioses durant la rutina diária de manipulado de mostres i cultius en
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el laboratorl. Les mesures de prevendó més destacades són: a) laboratori a'íllat de la resta de

departaments I amb nlvell de bloseguretat tipus 3, b) equipament de protecció peí personal:
guants, mascaretes, protecdó ocular i altres, c) circulado de Taire unidireccional cap a dins del
laboratori, és a dir, pressió negativa. L'aire extret ha d'anar directament a Texterior de Tedifici

sense recirculació interior. Es recomana entre 10-12 recanvis d'aire/ hora, d) totes les mostres i

cultius s'han de manipular dlns d'una cabina de seguretat biológica de nivell A o superior amb
flux laminar vertical I filtre HEPA, i e) les deixalles han de ser esterilitzades abans de sortir del

laboratori (OMS,1998,1999a).

2.9 EPIDEMIOLOGIA CONVENCIONAL DE LA TUBERCULOSI: ESTUDI DE CONTACTES

L'epidemiologia convencional o l'ECC és Teína que permet detectar les persones, -

contactes-, que s'han pogut infectar i/o emmalaltir a partir d'un cas actiu de TB. L'ECC está
indicat en tots el malalts tuberculosos i cal que comenci immediatament després del diagnóstic

d'aquests. La finalitat de Testudi és:
a) diagnosticar malalts o infectáis,

b) establir el més rápid possible el tractament tant a uns com els altres, i

c) reconstruir, a posteriori, la cadena de transmissió per identificar, sempre que

siguí possible, el cas índex inicial.
Es defineix un contacte com a aquella persona que ha mantingut alguna relació amb un

malalt tubérculos, independent del tipus de contacte, que alhora pot ser: íntim: diari i > 6

hores; freqüent: diari i < 6 hores; i esporádic: no diari (Vidal i cois., 1997).
En l'ECC s'aplica el sistema de cercles concéntrics o el de la pedra a l'aigua (van

Geuns,1975, Veen,1992) prenent com a centre el cas índex. L'estudi s'inicia en el primer cercle
on s'investiguen les persones que tenen un risc més elevat, és a dir, els que conviuen amb un
contacte de tipus íntim amb el cas índex. En el segon cercle s'estudien els contactes freqüents i,
finalment, Testudi arribará el tercer cercle on es localitzant els contactes definits com

esporádics. Si en algú deis cercles es detecta un nou cas, cal comengar de nou l'ECC prenent
com a punt d'inici aquest nou cas.

L'ECC está subdividit en cinc etapes (UITB,1999):
Fase /. Conéixer les característiques deis malalts i deis contactes que cal estudiar.

És important definir i identificar els potenciáis contactes estimant el risc d'infecció que han patit
i s'ha de disposar de la següent informado:
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a) del malalt: valor de la badMoscopia, radiología, tipus de simptomatologia,

-especialment presencia de tos-, temps transcorregut des de l'inici d'aquesta, tipus de relació
amb els contactes: íntima, freqüent o esporádica, antecedents de quimioprofilaxis o de TB

previa i factors de risc: edat, UDVP, VIH, entre altres,
b) del contacte: lloc del contacte: casa particular: lloc de treball, escola,

presó, centres d'acollida, entre altres; característiques d'aquest: volum, tipus de ventilació i

altres; durado, intensitat i proximitat amb el malalt i factors de risc: edat, UDVP, situado

immunológica, vacunado BCG, PPD, TB previa, quimioprofilaxis, entre altres.
Fase II. Cribatge tuberculínic deis contactes. S'ha de fer a tots els contactes que

no demostrin una prova positiva previa. La metodología i la valorado de la prova s'explica a

l'apartat 2.4.
Fase III. Diagnóstic, tractament i seguiment deis contactes (apartat 3.2). Segons el

resultat obtingut en la fase dos els contactes es classifiquen en:

a) no infectáis: pels contactes de malalts amb badMoscopia positiva cal

repetir la prova del PPD a les 8-12 setmanes per descartar el període finestra i, realitzar una

radiografía de tórax en els contactes valorats com a íntims per descartar alguna lesió. Inici de
quimioprofilaxis primaria: administrado dlNH durant 2-3 mesos, si passat aquest temps hi ha

viratge tuberculínic i es descarta una TB activa, es considera que el contacte está infectat i es
manté el tractament preventiu, -tractament d'ITL-.

b) infectats:

b.l) pels contactes amb PPD previ positiu cal fer-los una radiografía
de tórax per descartar malaltia activa,

b.2) pels contactes amb viratge tuberculínic també cal fer una

radiografía per descartar la malaltia i valorar l'inici de quimioprofilaxis o tractament de la ITL en

funció deis criteris clínics.c)malalts: inici de tractament i de l'ECC entre els seus contactes.
Fase IV. Control deis contactes i recuperació deis que no han acomplit. Amb el full

de registre de dades és ¡mportant controlar a tots els contactes identificáis, comprovar que

segueixen el tractament indicat i intentar recuperar aquests que s'hagin perdut.
Fase V. Finalització de l'estudi i avaluació. L'ECC conclou quan s'han examinat a

tots els contactes identificats, analitzat la necessitat de quimioprofilaxis o tractament de
cadascun deis contactes i establert una conclusió final, -per ex: curat, perdut, entre altres-, a

més, d'haver iniciat i acabat l'ECC deis casos secundaris descoberts durant l'estudi.

En paisos amb recursos sanitaris adequats és convenient que l'ECC es faci a tots els
contactes de tots els malalts tuberculosos, amb TB pulmonar i extrapulmonar, i s'estudíín els
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contactes del joves, menors de 15 anys, PPD positlus i els que han virat darrerament.

Contráriament, en els pa'ísos amb recursos llmitats la prioritat és fer l'ECC a tots els malalts amb

bacil-loscópla positiva (UITB,1999).

2.10 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSI

L'habilitat per determinar les vles de transmissió de la TB I, així, poder definir els factors
humans I ambientáis assodats amb el rlsc d'infectar-se amb Mycobacteríum tuberculosis, s'ha
trobat limltat per la tecnología durant molt de temps. Fins fa, relativament pocs anys, només la

fagotipificació i els patrons de susceptibilitat antibiótica eren útil per a aquesta finalitat (Gruft i

cois.,1984). L'aplicació de les técnlques de biología molecular en la década deis noranta ha

permés diferenciar les soques que circulen per la població amb un grau de fiabilitat major.
La primera aplicado de la biología molecular en la ¡dentificació de les soques de

M.tuberculosis es descriu en el treball de Collins i de Lisie (1984). Aquests van digerir l'ADN

micobacteriá amb enzims de restricció específics analitzant els fragments generáis després de

separar-los per electroforesi en un gel d'agarosa. Encara que van poder detectar diferencies
entre les soques clíniques, la necessitat d'utilitzar múltiples enzims de restricció, la complexitat
deis patrons i la limitació de comparar els resultáis deis diferents experiments va dificultar molt
la seva aplicado. Pero, van ser aqüestes limitacions les que van estimular l'estudi i la recerca de
variacions en la técnica Inicial. La principal ¡nnovació va ser la clonació de fragments concrets
de l'ADN micobacteriá que van ser emprats, després, com a sonda per a detectar fragments
selectius de Mycobacteríum tuberculosis aconseguits per l'acció deis enzims de restricció
(Eisenach i cois., 1986).

L'análisi de seqüéncies de l'ADN repetides presents en el genoma en nombre i localització
variable, va conduir a la Identificado de distints elements d'inserció (Dale, 1995), en concret, la

seqüéncia anomenada IS6110 de 1.355 bp (Thierry i cois., 1990, Colé i cois.,1998, 2002)
fwww.ncb¡■n¡h■aov,) (apartat 1.1), element que pertany a la familia de les IS3 deis
enterobacteris (McAdam ¡ cois.,1990). Posteriorment, es va comprovar que aquesta seqüéncia
era específica de tots els membres del complex M. tuberculosis (Cave ¡ cois.,1991). En el
genoma micobacteriá la preséncia de la IS6110 varia de 1 a 20 copies (Colé I cois., 1998, 2002),
malgrat que s'han trobat soques que presenten un nombre menor (< 5 copies) o, fins i tot,
sense cap copia (van Soollngen i cois.,1991, Yuen I cois.,1993). Malgrat que existeixen altres
elements genétlcs, la seqüéncia IS6110 s'ha esdevingut el principal marcador epidemiológic
emprat per la tipificado molecular de les distlntes soques de M. tuberculosis.
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2.10.1 Técnica de referencia

El métode de tipificado per M. tuberculosis més emprat i estandarditzat és la técnica

coneguda com RFLP associada, fonamentalment, a la seqüéncia IS6110 (van Embden i

cois., 1993). Aquest métode está basat en les variacions en el nombre de copies de la seqüéncia
abans esmentada i en la distribució d'aquest element dins del cromosoma micobacteriá, així
com en les variacions en els punts de restricció, -de tall-, que hi ha repartides per tot el

genoma (Colé i cois.,1998).

Breument, la técnica inclou cinc etapes (fig. 2.8):
Extracció de l'ADN. Es parteix d'una resembra de la soca crescuda en qualsevol

deis medis habituáis de creixement. L'extracció consisteix en una primera fase d'inactivació del
micobacteri mitjangant calor i després es sotmet al microorganisme a l'acció de la lisozima
durant tota la nit. La lisi es realitza en dos fases: s'afegeix SDS (Sodi Dodecil Sulfat) més

proteínasa K i, després d'una incubado de 15 minuts a 37°, s'afegeix CTAB (hexadeCilTrimetil-
Amonium Bromid) i NaCI i es torna a incubar a les mateixes condicions. L'extracció del material

genétic es fa amb cloroform/isoamílic (24:1) i es precipita l'ADN amb isopropanol.

Digestid. L'ADN, tant de la soca problema com de la soca de referéncia Mtl4323

(van Embden i cois. 1993), són digerits amb l'enzim de restricció Pvu (Proteus vulgaris) II a 37°
durant tota la nit.

E/ectroforesi Posteriorment, els fragments resultants més els marcadors interns, -

DNA supercolled ladderx 0X174 digerit amb Hae III-, són separats per una electroforesi molt
lenta que durant tota la nit.

Transferéncia. Els fragments de l'ADN digerit i separats en el gel d'agarosa són
transferits per Southern B/ot a una membrana de niló.

Hibridadó i detecció. La hibridació consisteix en posar en contacte la membrana de
niló i la sonda de 245 pb fragment de la IS5ii¿?amplif¡cat per PCR, -primers INS-1 i INS-2 (van
Embden i cois.,1993)-, i posteriorment, purificat. Finalment, els fragments units específicament
a la sonda són visualitzats amb un revelat per quimioluminiscéncia.

En el procés d'estandardització va ser essencial considerar tres elements: a) l'especificitat
de l'enzim utilitzat, b) la sonda de l'ADN per la hibridació, i c) l'ús apropiat deis marcadors
interns (van Embden i cois.,1993). Els grups de recerca que van desenvolupar la técnica van

aconsellar l'ús de l'enzim Pvu II perqué talla la IS6110 una sola vegada (fig. 2.9). També van

recomanar emprar com a sonda d'hibridació la regió situada a la dreta del punt de tall de la

seqüéncia IS6110 (fig. 2.9), i van aconsellar a més utilitzar marcadors interns que abracin
mides de 0,9-10 Kb. Així, s'aconsegueix controlar les distorsions que puguin patir les bandes de
l'ADN com a resultat de l'electroforesi i ajustar millor el pes molecular d'aquestes.
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M. tuberculosis A

M. tuberculosis B
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Figura 2.8 Esquematització de les etapes de la técnica RFLP. (A/B: diferents soques de M. tuberculosis, Mt:
soca de referéncia Mtl4323 utilitzada com a marcador) (Adaptat de: van Embden i cois.,1993).

Pvull

IS 6110

1355pblpb

sonda IS 245pb

Figura 2.9 Posició del punt de tall de l'enzim de restricció i
de la sonda 245 pb en la seqüéncia d'lnsercló IS622¿?(van Embden i cois.,1993)
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La validesa i la utilitat deis marcadors genétics, en general, i en concret de la IS6110,.

depén de la seva estabilitat en el genoma al llarg del temps. La situado és forga contradictoria,

dones, marcadors que canvien massa rápid poden provocar interpretacions errónies en els
resultats obtinguts i associar lligams epidemiológics incorrectes, ara bé si els marcadors

genétics són massa estables poden, també, associar lligams directes entre soques quan aquests

no existeixen. Per tant, determinar la freqüéncia de canvi de la IS6110 és ¡mportant per

interpretar de forma óptima els patrons obtinguts. Diferents treballs han avaluat aquest

fenomen des deis inicis de la técnica (van Soolingen i cois.,1991) i, també, darrerament (Yeh i

cois., 1998, de Boer ¡ cois.,1999). Malgrat que els resultats a qué arriben són lleugerament

diferents, d'aquest treballs es pot extrapolar que la IS6110 té una estabilitat al voltant deis 3-4

anys, de manera que passat aquest període les soques tipificades podrien presentar diferencies
en els seus patrons de restricció.

La técnica RFLP ha estat també aplicada en la tipificado de M. tuberculosis associada a

altres marcadors epidemiológics diferents a la IS6110. Aquest és el cas de la PGRS i de les

seqüéncies DR (Direct Repeat) (apartat 2.10.2) (March i cois.,1996).
La PGRS és un seqüéncia curta rica amb guanines i citosines present en múltiples copies

en el genoma de Mycobacterium tuberculosis (Colé i cois.,2002) (apartat 1.1) i altres espécies
de micobacteris (Ross i cois.,1992). Malgrat aquest fet, la regió PGRS s'ha utilitzat com a sonda

per la caracterització de soques de M. tuberculosis. En aquest cas, l'enzim utilitzat és \'A/u

(Arthrobacter iuteus) I que talla més sovint que el Pvull. La correlació de resultats comparant
els marcadors IS6110 ¡ PGRS ha estat bona, si excloent les soques amb poques copies de la

primera, en aqüestes la seqüéncia PGRS té un major poder de discriminado (Burman i

cois.,1997, March i cois.,1996). El punt limitant d'aquest marcador está en qué no és específic
de M. tuberculosis i en el fet que té un polimorfisme menor respecte la IS6110.

En tot el cromosoma de Mycobacterium tuberculosis hi ha múltiples copies de seqüéncies
curtes, DR, organitzades en un locus cromosómic únic, un hot spot d'integració per la IS6110

(Colé i cois.,1998). Aqüestes seqüéncies DR repetides, entre 10 i 50 vegades (Hermans i

cois.,1991) i de 36 pb es traben separades alhora per altres seqüéncies separadores diferents i
no repetides de 34 a 41 pb (fig.2.10). Aquesta regió representa un polimorfisme en les
diferents soques, probablement, degut a una recombinació homologa entre DR properes o

distants provocats per canvis en la localització de la lS6110en aquesta zona. Aquest fenomen
crea variacions en el nombre i en la posició de les DR i de les seqüéncies separadores de les
distintes soques de M. tuberculosis. Aixó ha fet que aquest element genétic s'hagi utilitzat com
a marcador epidemiológic associat a la técnica RFLP (van Soolingen i cois., 1993, Sahadevan i

cois., 1995) i, essencialment, a la técnica spoiigotyping (apartat 2.10.2).

51



Introducció. La transmissio da la tuberculosi

2.10.2 Altres técniques de tipificado i marcadors epidemiológics associats

Malgrat que la técnica RFLP és la més difosa ¡ la que té un poder de discriminació més
elevat (Kremer ¡ cois.,1999), és ciar, que presenta certes limitacions: la quantitat de l'ADN que

es necessita per la tipificado; l'escás nombre de copies de la IS6110 (< 6) en algunes soques

o, fins i tot, l'abséncia total d'ella; la relativa complexitat de la técnica i la lentitud en l'obtenció
deis resultats. Tot aixó ha fet que diferents autors s'hagin proposat la utilització de múltiples
técniques rápides, basades en la técnica d'amplificació PCR i, associades tant a la IS6110 com

a altres elements genétics específics de M. tuberculosis, com són PGRS, DR, IS1081, entre
altres.

Tot seguit es descriuen, breument, aquests métodes:

lS6110-Amp/iprinting (Plikaytis i cois., 1993). Aquest métode detecta les
diferéncies en la distancia entre els marcadors IS6110 i MPTR, emprant una nested PCR

unilateral i analitza el resultat amb una hibridació. Té un poder de discriminació llmitat.
Mixed-Unker PCR (Haas i cois.,1993). Es tracta d'un métode desenvolupat

immediatament després de l'estandardització de la RFLP-IS67Í0 i basat en el polimorfisme

d'aquest mateix element genétic. La técnica inclou a més d'una amplificado una lligació. La

detecció deis fragments generats és fa amb un gel d'agarosa. El seu poder de discriminació és

forga elevat (Kremer i cois.,1999).
DVR (Direct Variable Repeat)-PCR (Groenen i cois., 1993). Métode basat en el

polimorfisme de la regió DR. Es fa una amplificació d'aquesta regió, -específica de la soca-

generant un amplicó que será hibridat amb una sonda de la mateixa regió DR. Té un bon poder
de discriminació pero l'estabilitat de la regió DR és elevada.

DRE (Double-Repetitive Elements)-PCR (Friedman i cois.,1995). És un métode

rápid, on s'amplifica els fragments de l'ADN localitzats entre els elements IS6110 i PGRS. La

detecció és fa en un gel d'agarosa o si és vol guanyar resolució en un gel de poliacrilamida. Té
un poder de discriminació alt (Kremer i cois., 1999), i pot ser utilitzat per verificar els patrons
d'una agrupado (García de Viedma i cois.,2002a).

Ampli-typing (Yuen i cois.,1995). Amplificació per PCR amb primers situats entre la

seqüéncia IS6110. El patró de bandes generat es confirma amb una hibridació.
RAPO (Random Amplified Polymorphic DNA) (Abed i cois., 1995). Es tracta d'una

amplificació a l'atzar emprant com a marcador molecular la regió que hi ha entre els gens 16S i
23S de l'ARNr. Aixó genera patrons que poden ser fácilment analitzats. Té un poder de
discriminació limitat.
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Hemi-nested inverse PCR (Patel ¡ cois., 1996). És un métode senzill basat en una

PCR que amplifica una part de la seqüéncia IS6110 conjuntament amb el seu lloc d'integració
en el genoma. La técnica ha demostrat teñir un bon poder de discriminado.

Spoligotyping (Spacer oligo typing) (Kamerbeek i cois., 1997). Aquest técnica
está basada en la preséncia/abséncia de les seqüéncies separadores conegudes (apartat

2.10.1) (fig. 2.10). La primera part de la técnica consisteix en una amplificació per PCR

d'aquestes seqüéncies amb dos primers de 18 pb. D'aquesta manera s'obtenen productes de

PCR, amplicons, de diferents mides (fig. 2.10a). En la segona fase, els amplicons generáis
abans són hibridats a sobre d'una membrana on s'hi han fixats, préviament, 43 oligonucleótics

diferents, -37 corresponent a seqüéncies separadores no repetides de la soca de referéncia M.
tuberculosis H37Rv i sis són seqüéncies procedents de la soca M. bovls BCG-. La detecció deis

fragments es fa per quimioluminiscéncia. Amb el temps, aquesta técnica s'ha esdevingut l'eina

epidemiológica alternativa a la RFLP més utilitzada, especialment per la tipificado del genotipus

Beijing.

IS 6110
2.10

[ 1
SSnRl SSnR2 SSnR3 SSnR4

/
DR ■-.....DRDR DR DR

SSnRl SSnR2 SSnR3 SSnR4l

2.10a

Al

A2

A3

A4

A5

Figures 2.10 Esquema de la regió cromosómica hot spotd'integració per la IS6110. 2.10a
Esquematizado de la primera part de la técnica spoligotyping. (SSnR: Seqüéncies Separadores no Repetides;
pl/p2: oligonucleótics de seqüéncia coneguda utilitzats com a primers, Al/2/3/4/5: amplicons de mides diferents

prodüits per la PCR) (Adaptat de: Kamerbeek i cois.,1997).
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IS6770-PCR ¡ lS6110-inverse-PCR (Otal ¡ cols.,1997). La metodología emprada
¡nclou una amplificado directa per PCR en el primer cas I una amplificado, digestid i Hígado en

el segon. El marcador epidemiológlc és la IS6110.
VNTR (Variable Numbers of Tándem Repeats) typing (Frothingham i Meeker-

0'Connell,1998). El métode es fonamenta en la detecció del nombre de seqüéncies repetides en

tándem. En aquest cas, els ¡oci ETR (Exact Tadem Repeat) de l'A fins l'E (Frothingham i

Meeker-0'Connell,1998), un tipus de seqüéncies repetides, d'entre 53 pb i 79 pb de mida, que
es pot trabar en tot el genoma del micobacteri. La presencia i la mida deis amplicons generats
es determina amb un gel d'agarosa, mentre que el nombre de repeticions es calcula en fundó
del coneixement previ que es té de la mida de les diferents seqüéncies repetides. Els resultáis

obtinguts són expressats com un codl de cinc dígits on cadascun d'ells representa el número de

copies del locus estudiat.
FAFLP (Fluorescent Amplified-Fragment Length Polymorphism) (Goulding i cois.,

2000). Amb aquesta técnica s'examina aproximadament el 0.1% de tot el genoma. No está
associada al polimorfisme de cap element genétic. El polimorfisme está basat en el lloc on els
enzims de restricció tallen el genoma. En aquest métode, els primers de la PCR están marcats

amb una molécula fluorescent i, la visualizado deis fragments produíts es realitza
automáticament amb un seqüenciador de l'ADN.

Ligation-Mec/lated-PCR (Prod'hom i cols.,1997). Métode d'amplificació on s'utilitzen

primers de la IS6110 i Hnkers, -construíts per dos oligonucleótids dissenyats per unir-se a

fragments d'ADN roms produíts amb l'enzim Sal (Steptomyces albus G)I-, que s'uneixen a

fragments de l'ADN micobacteriá digerit amb l'enzim esmentat.
MIRUs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) (Supply i cois.,2001).

Aquesta técnica és similar a la descrita préviament com VNTR typing. En tot el genoma de M.
tuberculosis s'han identificat 41 seqüéncies repetides en tándem diferents, els MIRUs (Supply i

cols.,1997, Colé i cois.,1998), d'aquestes 12 són suficientment variables per a qué puguin ser

utilitzades com a marcador epidemiológic. L'amplificació per PCR de cada MIRU genera

fragments de diferents mides. Llavors, aquests són mesurats determinant-se el nombre de
cadascun deis ioci repetits. D'aquesta manera cada tipus de soca té assignat un número de 12

dígits corresponent al nombre de repeticions de cada /oa/s MIRU (Mazars i cois.,2001).

RAPETARApid PCR Epldemlological Typing) (Yates i cois.,2002). Métode basat en
una PCR realizada amb un sol primer que amplifica les seqüéncies invertides i repetides de la
IS6110.
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2.10.3 Aplicacions

L'ús de les técniques de tipificado molecular per a identificar les cadenes de transmissió
de la TB dins d'una poblado, més o menys nombrosa, está fonamentat en la següent premissa:
" els malalts epidemiológicament no relacionáis desenvolupen TB com a resultat d'una
reactivado d'una infecció latent, adquirida en el passat (apartat 2.3.1). Les soques de M.
tuberculosis d'aquests malalts tenen un patró molecular únic, és a dir, un patró polimórfic. Els

malalts relacionats epidemiológicament desenvolupen TB com a conseqüéncia d'una infecció
adquirida darrerament d'un altre persona malalta. Les soques aíllades d'aquests tenen un patró
molecular idéntic, és a dir, patró no polimórfic ". Així, es defineixen les agrupacions com aquells

grups de malalts que pateixen TB causada per soques de M. tuberculosis que presenten un

patró molecular de bandes idéntic i que, per tant, representen transmissió recent del bacil
tuberculosos progressant rápidament cap a la malaltia. Malgrat que moltes vegades no es pot
determinar amb certesa, s'assumeix que un deis membres de l'agrupació és el cas índex, -el
primer a manifestar l'afecció tuberculosa-, i els altres són casos secundaris, -infectáis o malalts
com a resultat d'un contagi del cas índex definit anteriorment-.

La combinació de métodes moleculars de tipificado amb l'epidemiologia convencional és
emprada per establir els possibles lligams en les cadenes de transmissió i, també, per identificar
els grups de risc més susceptibles a emmalaltir, alhora que permet definir els factors de risc
associats. D'altre banda, l'aplicació de les técniques esmentades abans permet millorar el
coneixement de la patogénia de la TB, així com la identificado de soques de M. tuberculosis
amb característiques especifiques, -per ex; viruléncia-.

2.10.3.1 Transmissió en poblacions

Els estudis de poblacions evidencien la diversitat genética de les soques de M.
tuberculosis en diverses poblacions de diferents árees geográfiques i, en combinació amb

l'epidemiologia convencional, permeten establir les cadenes de transmissió i els lligams entre els
malalts que les constitueixen. En general, els estudis de poblacions són utilitzats com una

mesura per diferenciar entre transmissió recent i reactivado de la infecció latent, segons la

premissa préviament esmentada.

2.10.3.1.1 Transmissió recent i reactivació de la infecció latent

En l'última década han proliferat el nombre de treballs que estudien la dinámica de
transmissió de la TB en poblacions (taula 2.11). Tots ells mostren una gran heterogenéftat en el
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seu origen geográfic, - prácticament hi ha exemples de tots els continents-, en el nombre de

soques/malalts tipificats, alxí com en el període d'estudi. Abans de l'apllcacló de les técnlques
moleculars s'estimava que un 10% deis malalts desenvolupaven TB com a resultat d'una
transmlssió recent (Small i cois.,1994). Aquesta idea, pero, s'ha qüestionat en avaluar-se els

resultats observáis en els estudis de poblacions desenvolupats fins ara. En aquests, el grau de

soques que es traben formant part d'un agrupado, indicant transmissió recent, presenta valors

més grans que el citat anteriorment. La proporció de soques agrupades trobat en treballs

desenvolupats a Europa oscil-la d'un 27.6% a 46%, a América la xifra ronda entre el 33% i al

48%, en el continent africá els valors comprenen d'entre el 33.5% al 45%, i a Asia la proporció
és menor, d'un 8% a un 38%, probablement degut a qué el nombre de soques estudiades és
també menor, fet que també s'observa a Oceania (4.7%).

Els estudis de poblacions i, especialment, l'ús de programes informatitzats d'análisi
d'imatges han permés generar bases de dades que han possibilitat la comparació de les
diferents empremtes genétiques de les soques de M. tuberculosis, amb les técniques RFLP-
IS6110 i spoligotyping, i aportar una visió global de la dinámica de la transmissió de la TB, - el
cas de Internacional Database. National Institute of Public Health and Envlronment (RIVM),

Bilthoven, PaTsos Baixos, o National Tuberculosis Genotyping and Survel/lance NetWork

database, Estats Units-. Així, per exemple, en un estudi amb soques aillades a Etiopia, Tunísia,
i PaTsos Baixos es va trabar que dues de les soques etiópies presentaven el mateix patró
molecular que dues soques aillades ais PaTsos Baixos i, recíprocament, una soca holandesa

compartía patró amb una soca originaria de Tunísia (Hermans i cois.,1995).

2.10.3.1.2 Correlació entre la epidemiología convencional i la
molecular

La combinado de l'ECC i ['epidemiología molecular és forga complexa. La relació no és tan
directa com d'un bon principi s'havia pensat. Quan s'investiga la connexió clínica, una vegada
s'han establert les agrupacions, la proporció de lligams confirmats per la investigació de
contactes en els diferents estudis varia molt, d'un 10% (Small i cois.,1994) a un 83% (van

Soolingen i cois., 1999), passant per valors intermedis que ronden el 30%, 40% i 60% (taula

2.11). Sembla, dones, que compartir el mateix patró molecular no significa necessáriament que
hi hagi un lligam ciar i, sobretot, directe entre els malalts. Moltes vegades l'estudi convencional
no pot determinar el grau de transmissió que hi ha hagut amb contactes esporádics, casuals o

curts en el temps i fora deis cercles més propers. Sebek (2000) va estudiar la relació entre 784
malalts després de tipificar les seves soques, emprant el sistema deis cercles concéntrics
(Veen,1992) (apartat 2.5.3.1).
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Taula 2.11 Estudis de poblacions representadus d'arreu del món

Període
d'estudi

Poblado
estudiada

Ciutat/Regió/ País % Lligams
confirmáis

% Soques
agrupades

27.6 %Berna, Suíssa (Genewein i cois.,1993) 165 1 any

Melbourne, Australia (Dwyer i cois.,1993) 4.7 %511 7 anys

40.2 % 10%San Francisco, USA (Small i cois.,1994) 473 1 any

37.5 %Nova York, USA (Alland i cois.,1994) 3 anys104

33.5 %Tanzania (Yang i cois.,1995a) 134 7 mesos

31%Dinamarca (Yang I cois.,1995b) 245 1 any

42%33%Arkansas, USA (Braden i cois., 1997) 235 1 any

59.7 %38%3 anysSevilla (Safi i cois.,1997) 175

15 %45 %Sud-áfrica (Willkinson i cois., 1997)

Zaragoza (Samper i cois., 1997)

246 1 any

1 any 39.4 %226

Praga, Xéquia (Kubln i cois.,1998)

París, Franga (Gultérrez i cois.,1998)
Cuba (Diaz i cois.,1998)

Windhoek, Namibia (Haas i cois., 1999)

Maláisia (Dale i cois.,1999)
PaTsos Baixos (van Soolingen i cois.,1999)

Henan, Xina (Park i cois.,2000)

29.3%75 4 mesos

34.9 %

48%

272 1 any

1 any

1 any

1 any

5 anys

160

47%263

26.7 %439

46% 83 %4266

12.5 %64

Mongólia (Park i cois.,2000) 36%25

Hong Kong (Park i cois.,2000). 14.2 %14

Corea (Park I cois.,2000) 10.8 %138

Filipines (Park I cois.,2000) 5.8 %34

Tailandia (Park ¡ cois.,2000) 16.3 %49

Hanoi, Vietnam (Park I cois.,2000) 28%50

Barcelona, Ciutat Vella (Solsona i cois.,2001) 165 46 %1 any 27.2 %

Israel (Ravins i cois.,2001) 52 8 %

Botswana (Lockman I cois.,2001) 373 42%1 any 25 %

Noruega (Dahle I cois.,2001) 698 4 anys 22.3 %

Hamburg, Alemanya (Dlel I cois.,2002) 398 2 anys 33.9 % 64.4 %

Milá, Itália (Moro ¡ cois.,2002)

Etiopia (Bruchfeld i cois.,2002)

Sud de I' india (Narayanan i cois.,2002)

.2 anys 41.1 %581 16.1 %

121 1 any 42.1 %

378 38%
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El resultat va indica que per la majoria deis malalts la relació determinada pels patrons

moleculars obtinguts no era ni directa ni clara amb els casos índexs, i la cadena de transmissió
era difícil de completar. Aquesta mateixa observació es compartida per altres autors (van

cois., 2001). A més, altres treballs,

desenvolupats en árees rurals, observen patrons compartits entre malalts geográficament

dispersos, i amb escassa probabilitat de contacte previ (Godfrey-Faussett i Stoker,1992, Braden
i cois.,1997, Picard,2000). És lógic pensar que probablement algunes de les soques que

circulant, en una zona geográfica determinada o en un país petit, siguin més prevalents i
abundoses que altres. Aquest fet pot provocar interpretacions epidemiológiques errónies, en el

sentit, que s'assignin lligams, -entre malalts amb soques amb empremtes genétiques iguals-,
no reais.

Soolingen i cois.,1999, Braden i cois.,1997, Solsona

2.10.3.1.3 La poblado immigrant en la transmissió de la tuberculosi

L'impacte de la immigració en l'epidemiologia de la TB en la poblado d'un determinada
zona s'ha rebut com una qüestió molt important pels sistemes de salut pública deis paisos

receptors, majoritáriament paisos desenvolupats (apartat 1.3.3). Les estadístiques suggereixen

que la població immigrant pot ser potencial transmissor de TB a la població nativa, dones el
nombre de TB diagnosticada entre el primer col-lectiu augmenta cada any, -a Barcelona de
1995 al 2001 va augmenta d'un 5% a un 32%, amb una taxa d'incidéncia superior al 100%o

(Balagué i cois.,2003, ASP,2003)-. Diversos autors descriuen, contráriament el que se

sospitava, que la població nativa té una probabilitat més alta de ser transmisora de TB al
col-lectiu d'immigrants que no pas a l'inrevés (Jasmer i cois.,1997) i, també, mostren que les

empremtes genétiques de les soques entre ambdues poblacions són diferents (Yang i

cois.,1995b, Borgdorff i cois.,1998). L'aplicació rutinaria de l'epidemiologia molecular ais Paisos
Baixos durant un període de temps llarg va fer possible estudiar la transmissió entre persones

de diferents nacionalitats. Es va definir un índex de transmissió, -nombre mig de casos de TB

producte de una transmissió recent d'un potencial cas índex-, que es va utilitzar com una

manera de quantificar la transmissió entre diferents subpoblacions (Borgdorff i cois., 1998). En
un estudi similar a San Francisco l'índex de transmissió va ser més alt entre autóctons que

entre immigrants (Borgdorff i cois., 2000). Aquest estudis mostren que definir les

característiques de la transmissió entre diferents poblacions pot donar informado i reforjar o,

fins i tot, modificar les mesures del control per la TB. Tot i aqüestes dades, sembla lógic pensar

que a mida que la població immigrant s'integri en el nou país, i amb el pas del temps, les
soques d'aquests origináries del seu país s'incorporaran i comengaran a circular entre la
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poblado autóctona. Arribat aquest moment la poblado ¡mmlgrant será igual de contagiosa que

la poblado nativa.

2.10.3.1.4 Impacte de determinats clons arreu del món

L'epidemiologia molecular ha demostrat que determinades soques aíllades en una

determinada área geográfica eren, també, detectades en paísos o zones més llunyanes

(Hermans ¡ cois.,1995) i, alhora, ha permés avaluar-ne l'lmpacte que aqüestes tenen sobre el

global de la població. L'any 1995, a l'área de Beijing, a la Xlna, es va detectar un genotipus
característlc i d'ample difusió en la població nativa, on més del 85% de les soques tenien més
d'un 66% de similitud en els seus patrons moleculars (van Soolingen i cois., 1995). Aquesta
familia de soques va ser definida com el genotipus Beijing. Amb l'ús del métode spoligotyping

aquest genotipus s'ha associat amb transmissió recent, a no solament la seva zona d'origen
sino també a la resta de pai'sos del món amb una prevalenga forga alta en la població: Asia:
d'un 92% a Beijing a un 34% a Jakarta, Indonesia; Europa: d'un 71% a l'Azerbaijan a un 3%
ais Paísos Baixos; África: un 12% al Senegal; i América: d'un 25% a Houston, Texas fins 1% a

lTlla Guadalupe, Carib (Glynn i cois.,2002, Bifani i cois.,2002, Filliol i cois.,2002). Posteriorment,
a Nova York es va identificar una soca de M. tuberculosis MDR (apartat 2.10.3.3.1) (Bifani i

cois.,1996). Aquesta soca va ser anomenada W, i és la responsable deis brots de TB MDR,
detectats en altres zones deis USA (Agerton i cois., 1999). En la segona meitat deis noranta es

va demostrar que la soca W representava una branca evolucionada del genotipus Beijing. Si

aquesta familia té una probabilitat més elevada d'adquirir resisténcia no se sap, pero, sembla

suggerir-ho el fet de trobar aquesta associació extensament distribuida en diferents árees

geográfiques (Glynn i cois.,2002). En el mateix sentit, les dades semblen suggerir que la familia
Beijing té un fort potencial d'expansió entre la població.

2.10.3.1.5 Factors de risc associats a la transmissió recent

L'aplicadó de les técniques de tipificado de M. tuberculosis a nivell de poblacions ha

permés, també, identificar i caracteritzar epidemiológicament els diferents grups de persones

amb alt grau de transmissió tuberculosa recent i els factors de risc -demográfics, clínics i

socials-, associats. L'estudi deis factors de risc és un qüestió que aporta molía informació, pero,
cal considerar-ne alguns aspectes, com el fet que aquests están directament relacionats amb la

població estudiada i el seu entorn. En els primers treballs desenvolupats a principi de la década
deis noranta els factors associats van ser: homes, edat jove, persones sense sostre, alcohólics,
usuaris de drogues, origen hispá, nascut ais USA, VIH positiu i nivell socioeconómic baix
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(Genewein i cois., 1993, Small ¡ cois.,1994, Alland i cois.,1994). Estudls fets en altres árees

geográfiques han confirmats alguns d'aquests factors, pero, també, han trobat certes

discrepáncles. Aquest és el cas del VIH que si bé en principi, i especlalment pels brots de TB

(apartats 2.10.3.2 ¡ 2.10.3.3.1), estava fortament associat a transmissió recent, en els altres
treballs no s'observa una correlació tan clara (van Soolingen i cois., 1999, Godfrey-Faussett i

cois.,2000, Lockman i cois.,2001). El mateix passa amb altres factors com ara l'alcoholisme, la

drogaaddicció o els sense sostre (March i cois.,2000). La resistencia ais fármacs

antituberculosos, també, ha estat un factor molt ¡mportant associat en molts treballs a la
transmissió recent (Alland i cois.,1994, van Soolingen i cois.,1999, Moro i cois.,2002) (apartat

3.4.3), malgrat que en altres estudis no s'ha trobat la mateixa correlació (Small i cois., 1994). La
revisió deis factors de risc en la literatura sembla indicar que les diferencies trobades entre els

diferents estudis es podrien explicar com a resultat de l'extensa variado en la fracció de casos

avaluats, fet que, per sí mateix, ja comporta una certa desviació en les proporcions de
transmissió recent. Conseqüentment, és molt possible que el conjunt de factors associats

presentin, també, un grau de biaix que podría explicar aqüestes diferencies (Murray i Alland,

2002a).

2.10.3.1.6 Reinfecció exógena i infeccions mixtes

El fenomen de la reinfecció exógena ha estat una qüestió sospitada des de fa temps

(apartat 2.5.3.3), tot i que no ha estat fins que s'ha disposat d'eines moleculars que s'ha
confirmat (Small i cois.,1993, Das i cois.,1993, Shafer i cois.,1995, Sahadevan i cois.,1995, van
Rie i cois., 1999a, Caminero i cois.,2001, García de Viedma i cois.,2002a). La reinfecció s'ha
demostrat tant en malalts immunocompetents com immunodeprimits (Shafer i cois.,1995, Small
i cois.,1993) i, també, s'han descrit casos de reinfeccions amb soques resistents quan

préviament els malalts havien patit una TB amb soca sensible (Small i cois.,1993).
En zones d'alta incidéncia de TB, amb un elevat percentatge de coinfecció peí VIH, el

fenomen de la reinfecció és un factor ¡mportant. Aquest és el cas d'un estudi desenvolupat a
Sud-áfrica on deis 16 casos amb segon episodi de TB, 12 (75%) presentaven patrons
moleculars diferents (van Rie i cois.,1999a). Altres estudis a Hong-Kong i l'índia observen valors
de reinfecció que ronden del 12-31% (Das i cois.,1993, Sahadevan i cois.,1995), i a l'illa de
Gran Canarias el 44% deis casos van ser atribulóles al mateix fenomen (Caminero i cois.,2001).
És possible que en el futur el coneixement del grau de reinfecció en diferents llocs pugui influir
en les estratégies de control de la malaltia.
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Les técniques de biología molecular també han demostrat l'exlsténcla d'lnfecclons mlxtes

per dues soques de M. tuberculosis amb patrons de susceptibllltat diferents (Pfyffer I cois.,

1998, Chaves I cois.,1999).

2.10.3.1.7 Vigilancia epidemiológica

Les técniques d'epidemiologia molecular són una bona eina per la vigilancia

epidemiológica, en el sentlt que poden ser útlls per detectar casos de transmissló no sospltada,

-mlcroepidémies-, tant en llocs delimltats, -un hospital, un centre d'acolllda, entre altres-, com
en determináis segments de la poblado (Lemaitre i cois.,1998, French I cois.,1998). Aquest fet

comporta la possibilltat d'lnferir en les cadenes de transmissló, alhora que permet aplicar les
mesures de prevenció I control corresponents.

2.10.3.1.8 Avaluado deis programes de control

La tipificado de soques a nlvell de poblado general pot ser emprada com una eina per

avaluar la eficacia en les mlllores deis programes de control d'una ciutat o, flns I tot, d'un país.
Com s'ha esmentat préviament, la incidencia de transmissló recent es pot mesurar peí nombre
de soques agrupades, per tant, la constatado d'una dismlnucló en el nombre d'aquestes en

períodes successius d'estudl Implica que les mesures establertes per redulr la transmissló de la
TB són eficaces (Jasmer i cois., 1999)

2.10.3.2 Transmissió en institucions tancades

La transmissló de la TB es pot produlr a qualsevol lloc, pero, el conjunt de factors que es

donen a la vegada en determinats llocs o en determinades poblaclons, Incrementen les

posslbllitats provocant un augment del rlsc de mlcroepidémies. Per aquest raó és ¡mportant el
seu estudi i l'aplicacló de l'epidemiologia molecular conjuntament amb la convencional, amb la
finalltat de millorar-ne les mesures de prevenció I de control.

2.10.3.2.1 Hospitals

Teórlcament, la transmissió nosocomial pot presentar-se entre malalts, de malalt a

personal sanitarl i al inrevés (Edlin I cois.,1992, Pearson i cois.,1992). El principal rlsc són les

exposlclons al bacil a causa de la preséncla de malalts de TB encara no diagnosticáis, pero,

sospitats o bé ¡ngressats per altres causes i sense cap sosplta de TB. En la literatura s'han
descrlt nombrosos brots de carácter nosocomial, alguns d'ells sospitats i d'altres no, que les
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eines d'epidemiologia molecular han permés de detectar i confirmar. Les árees hospitaláries
més afectades han estat les sales de malaltles infeccions, unitats de trasplantament, de

medicina Interna, entre altres. Les taxes de transmissió recent trobades, en aquests estudis,

superen el 60% i arriben a quasi un 90% (Edlin i cois., 1992, Pearson i cois., 1992, Jereb i

cois.,1993, Coronado i cois.,1993, Frieden i cois.,1996). La gran majoria d'aquests brots están

assoclats a soques resistents (Edlin i cois.,1992) i MDR (Pearson i cois.,1992, Coronado i

cois., 1993, Frieden i cois., 1996), alxí com a malalts VIH positius (Coronado i cois., 1993, Frieden
i cois.,1996, Rullan i cois.,1996) (apartat 2.10.3.3.1). La correlacló entre epidemiología
molecular I convencional observada ha estat forga elevada, al voltant d'un 70%. La

implementadó d'unes mesures preventives correctes, especialment en les árees de més risc, -

urgéncles, sales d'lnfeccions, sala de broncoscóples I altres-, és una qüestió prioritaria en

aquest ámbit (QMS,1999a).

2.10.3.2.2 Presons

Les presons i la poblado reclusa constitueix un deis llocs i deis grups de risc més

important per a la transmissió de la TB, tant per les seves característiques socials i clíniques, -
VIH, UDVP, entre altres-, com per les condlcions mediambientals, -de massificació, deficiéncies
en la ventilació I altres factors-, I fins i tot de tipus admlnistratiu, com l'elevada mobilitat de

presos que acostumen a patir aqüestes institucions (Valway i cois.,1994, March i cois.,2000).
Dlferents treballs realltzats amb aquest col-lectlu han evidenciat la importancia de l'ús de les

técniques moleculars I de l'ECC per la deteccló de les cadenes de transmissió dins i fora de la

presó i, també, la detecció de brots de TB amb soques sensibles o MDR (Valway i cois.,1994,
Chaves ¡ cois.,1997, March i cois.,2000). En aquest estudis, la proporció de transmissió recent
és molt elevada, d'un 51% (March i cois.,2000) a un 74% (Chaves i cois.,1997), xifres més
altes que les observades en estudis desenvolupats en poblacions generáis (taula 2.11) (apartat
3.10.3.1.1). L'avaluació d'aquestes xifres indiquen que la TB representa un problema molt
serios no només pels centres penitenciaris, sino també per la poblado on els presos són
alllberats. Peí que fa ais factors de risc, la historia previa de presó i el temps d'empresonament,
semblen ser les variables més ¡mportants associades a transmissió recent (Chaves i cois., 1997,
March i cois.,2000). En aquest context, és especialment important la implementació de

programes de prevenció i control seguint les recomanaclons deis organismes oficiáis

(QMS,2001).
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2.10.3.2.3 Poblacions marginades i centres d'acollida

Els sense sostre o indigents són una subpoblació molt peculiar, de difícil accés i control.
Donada la seva mobilitat, els malalts indigents i els seus contactes en la poblado general, són
un reservón important per la TB. A més, en els centres d'acollida, on aquest col-lectiu hi fa

estada, la TB, també, hi está molt present. En aquest ambient el nombre de factors de risc que

potencien la transmissió són elevats, -alcoholisme, drogoaddicció, desnutrició, falta d'higiene,
entre altres-. Les taxes de transmissió recent observades en diferents estudis oscil-len del 50%

a quasi el 95%, associades sempre a brots en alguns casos sospitats i en d'altres no (van

Soolingen i cois.,1991, Dwyer i cois.,1993, Barnes i cois.,1996, Lemaítre i cois.,1998, Gutiérrez i

cois.,1998). Són xifres molt elevades respecte a les de la poblado general (taula 2.11) (apartat

3.10.3.1.1). El nexe d'unió, més freqüent entre els malalts agrupats, sol ser haver compartit
estada en algú deis centres d'acollida que hi ha per aquesta subpoblació urbana (Dwyer i

cois.,1993, Lemaítre i cois.,1998).

Altres estudis han descrit brots en llars per malalts VIH positius on s'observa una elevada
taxa de transmissió recent, 80%, i es detecta un lligam epidemiológic comprovable en el 70%
deis casos (Daley i cois.,1992). A més, aquest treballs van establir la rápida progressió de la TB
en aquest tipus de malalts, -12 pacients van emmalaltir en 106 dies (apartat 2.7.2)-.

2.10.3.3 Transmissió de soques resistents

Saber si les soques resistents tenen la capacitat disminuida per a produir infecció o

malaltia és una pregunta, ara per ara, sense resposta. Tan aviat com es va introduir la INH en

el tractament de la TB (apartat 3.1) es va comengar a detectar resisténcies a aquest fármac,

per aixó, aquesta resistencia és la més freqüent i, majoritáriament, está implicada en els casos

que presenten resisténcia a més d'un fármac. Tradicionalment, s'ha cregut que les soques

resistents són menys transmissibles que les sensibles, ja que les resisténcies poden provocar

alteracions en la viabilitat metabólica del micobacteri, malgrat els efectes compensatoris a les
mutacions que el bacteri posa en marxa (apartat 3.4.5). Aquesta creenga está fonamentada en

certes observacions com ara:

a) les soques resistents de malalts crónics no generaven casos nous perqué
desaparecen en morir al seu portador,

b) en les soques aíllades en malalts préviament tractats (apartat 3.4) predominen
les resisténcies a més d'un fármac, mentre que el tipus de resisténcia detectada entre casos .

nous és essencialment monoresistent,
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c) des deis inicis es va posar de manifest, experimentalment, que les soques

resistents a la INH eren menys patógenes, fenomen atribuít a una reducció o anul-lació de

l'activitat de l'enzlm catalasa-peroxldasa (Middlebrook i Cohn,1953), el qué va provocar que es

relaclonés aquest enzim amb la virulencia deis bacils. Posteriorment, Zhang i cois., (1992) van
demostrar que en una proporció significativa d'aquestes soques, la resistencia a la INH estava

associada a mutaclons en el gen katG (apartat 3.4.4.2.1), i que la pérdua de l'activitat

catalasa-peroxidasa era la responsable de la inactivació de la INH, evidencia que afavoria, la

persistencia intracel-lular del micobacterl. Des d'aquest moment s'ha associat la pérdua
d'activitat catalasa-peroxidasa per mutació en el gen katG i una CMI elevada, amb resisténcia i
amb una disminució de la capacitat de transmissió. Darrerament, pero, s'han descrit soques

sense activitat catalasa-peroxidasa i CMI elevada, amb el gen AaftJintacte fet que suggereix la

possibilitat de qué sigui el grau de resisténcia i no el lloc de la mutació el factor que

determinaría la capacitat de transmissió de les soques (Lonca i cois.,2002).
En la recerca a la qüestió de si les soques resistents són menys transmisibles que les

soques sensibles, s'ha emprat l'ECC, en el sentit que s'ha avaluat el nombre de seroconversions,

-PPD positius i/o casos de TB clínica-, entre els contactes de malalts que presenten els dos

fenotipus. Amb aquesta metodología, Snider i cois., (1985) no va trabar diferéncies

significatives entre ambdós grups i, en un altre estudi posterior es va observar que la

prevalenga d'ITL i progressió a TB activa eren comparables en els dos grups (Teixeira i cois.,

2001).

L'epidemiologia molecular, també, s'ha emprat en l'estudi de la dinámica de la
transmissió de soques resistents i MDR estimant el grau de transmissibilitat de les soques

sensibles i resistents. Amb aquesta finalitat, els diferents estudis generáis han comparat la

freqüéncia i la mida de les agrupacions segons el patró de sensibilitat antibiótica. Els resultáis

que aporten aquests treballs varíen forga tot i la similitud de les poblacions descrites. Aquest és
el cas de dos estudis desenvolupats a Nova York I a San Francisco, on si bé el primer traba una

associació entre resisténcia i agrupado, -transmissió recent-, el segon no (Alland i cois., 1994,
Small i cois.,1994). En un altre treball, les soques resistents a la INH van ser menys probable
d'estar agrupades respecte a les sensibles (van Soolingen i cois.,1999). Aixó suggereix que les

soques amb resisténcia a la INH tenen redulda l'habilitat de generar nous casos, ja sigui per
infectar com per emmalaltir després de la infecció. Ara bé, quan els autors de l'estudi van
considerar el tipus de mutació associada amb la resisténcia a la INH, -en aquest cas mutació
puntual en el gen katG (apartat 3.4.4.2.1)-, les soques amb mutació al codo (c) 315 Serina-
Treonina (Thr), van ser més freqüents de formar agrupacions que aquelles soques que

presentaven un altre tipus de mutació (van Soolingen i cois.,2000). Altres treballs, pero,
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contradiuen aquesta observado (Marttila ¡ cois.,1998). En la mateix línia, repldemiologia

molecular ha intentat estimar la propordó de casos de TB resistents produíts com a

conseqüéncia de la transmissió d'aquestes soques i la propordó de casos produíts com a

resultat d'un tracas terapéutic, sota la premissa que les soques MDR són el resultat d'una

terapia inadequada. L'avaluació d'aquest estudis no semblen aportar una ¡dea clara de la

situado, pero, suggereixen que poder caldrla redeflnlr el terme tracas terapéutic (van Rie I

cois.,2000, Kruuner ¡ cois.,2002).
Molt probablement caldria teñir present altres factors, com la durado i intensitat de

l'exposició (apartat 3.1), la resposta immune de la persona (apartat 2.3), les característiques
própies del bacil (apartat 2.5.4), i la seva viabilitat metabólica (apartat 3.4.5), alhora d'avaluar
la capacitat de transmissió de les soques resistents.

2.10.3.3.1 Brots amb soques multiresistents

Durant els primers anys de la década deis noranta es van detectar brots amb soques

MDR a diferents hospitals de la ciutat de Nova York on hi estaven ¡nvolucrats, majoritáriament,
malalts VIH positius. El grau de mortalitat en aquest casos va ser extremadament alta, -més
del 80%-, provocat per la propia immunodeficiéncia deis afectats i agreujada per la resisténcia
ais fármacs antituberculosos que presentava la soca de M. tuberculosis (Edlin i cois.,1992,
Coronado i cois.,1993, Tabet i cois.,1994, Frieden i cois.,1996). Més tard, els brots de TB MDR

s'esdevingué un fenomen observat a altres llocs d'arreu del món. A Madrid, també, se'n va

descriure un, de carácter nosocomial, que va afectar a 48 malalts ¡nfectats peí VIH (Rullan i

cois.,1996). Les característiques deis malalts implicats en aquests brots, malalts VIH positius, va
fer creure que la seropositivitat peí virus era, clarament, un factor que amplificava, accelerava i
caracteritzava aquests brots. Posteriorment, la torga d'aquesta ¡dea va decaure i en la literatura
s'ha descrit transmissió de soques MDR, -tipus U, una soca de la familia W-, entre malalts

immuno-competents i, a més, no localitzats en institucions tancades (van Rie A i cois.,1999b).
En l'actualitat és torga preocupant l'elevat nombre de soques resistents i MDR, entre casos

nous, que s'han detectat a les ex-repúbliques soviétiques, -per ex: 10.2% a Estonia i 14.4% a

Letónia-, (apartat 3.4) (OMS/UICTMR,2000).

2.10.3.4 Contaminacions en el laboratori

Les técniques d'epidemiologia molecular s'han aplicat també en la detecció de
contaminacions creuades entre mostres processades al laboratori (Burman i Reves.,2000).

Alguns autors han evidenciat, així, l'existéncia de cultius positius de M. tuberculosis que han
resultat ser falsos positius, producte d'una contaminado durant la manipulado en el
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processament de les mostres. En general corresponen a mostres úniques de malalts sense una

simptomatologia clara de TB, amb bacil-loscópia negativa i cultiu positiu, processades el mateix
dia que d'altres mostres, amb bacil-loscópia i cultiu positiu, les quals un cop tipificades mostren

patrons genétics idéntics. Les conseqüéncies d'aquest tipus de contaminacions són importants
tant des del punt de vista médic, per l'endarreriment en l'auténtic diagnóstic que aleshores pot
resultat més greu i, també, per l'inici de tractaments innecessaris amb riscos de toxicitat, així
com per l'aspecte económic (CDC, 1997b).
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El TRACTAMENT DE LA TUBERCULOSIiñsmzü.

La historia deis fármacs antituberculosos i, conseqüentment, del tractament de la TB va

comengar en la segona meitat del segle passat, quan Albert Schatz, becari predoctoral, va

descobrir l'SM (1944). Un any abans Jorgen Lehmann havia descobert el PAS. Un deis moments

més importants, pero, va sé quan Gerhart Domagk desenvolupá la INH (1952), antibiótlc báslc
en la lluita contra la malaltia. En el mateix any, Kushner i cois., van sintetltzar la PZA, tot I que
la seva inclusió en el tractament antltuberculós no va ser flns els anys vultanta. L'any 1968
científics deis laboratoris Lederle descobrlren l'ETM i, finalment, l'any 1972 es sintetltzar l'altre
fármac báslc en el tractament actual de la TB, la RIF.
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3.1 FONAMENTS BACTERIOLÓGICS DEL TRACTAMENT ANTITUBERCULÓS

El tractament de la TB és relativament senzill, ara bé, degut a les característlques del

bacil, qualsevol petita alterado pot conduir al iracas. El conelxement deis fonaments

bacteriológlcs que regeixen la terapia permet entendre perqué el tractament está assoclat a

diferents antiblótics i perqué és necessari que duri alguns mesos.

En primer lloc, el tractament s'associa a l'administració de diferents fármacs per a arribar
a tots els tipus de poblacions bacil-lars que hi ha en les lesions tuberculoses i, així, evitar
l'aparició i selecció de resisténcies que inutilitzen per sempre aquests antibiótics (apartat 3.4.1).

En segon lloc, el tractament és llarg per a poder eliminar les diferents poblacions de

bacils i evitar les recidives. Durant la década deis vuitanta, Mitchison (1985) va definir les bases
del tractament estándard, -sis mesos i tres fármacs-. Ho va fer a partir de les evidéncies

obtingudes de models experimentáis, tant ¡n vivo com ¡n vitro, així com de les experiéncies
clíniques observades. D'entre les primeres es destaquen els models in vitro que simulen la

preséncia de bacils responsables deis "brots" de creixement. ParaMelament, els estudis sobre
l'activitat bactericida inicial deis fármacs, -early bactericidai activity-, van posar de manifest
l'elevada activitat destructora deis fármacs en iniciar-se el tractament quan hi ha una forta

preséncia de bacils en creixement logarítmic. En la seva hipótesi, Mitchison va descriure la

preséncia de quatre poblacions bacil-lars en les lesions i va definir tres fases en el tractament

de la TB:

Poblado A. Es tracta d'una poblado metabólicament activa, extracel-lular, que creix
en pH neutre i tensió d'oxigen elevada. Representa la major part de la població bacteriana 107-
109 de la lesió, que es detecta en l'expectoració deis malalts. El fármac més actiu per aquesta
és la INH, la RIF i SM ho són en menor grau. És la població responsable deis fracassos al
tractament i del desenvolupament de resisténcies. Fase I. De 2 a 3 dies de durado on

aproximadament el 90% de la població bacil-lar extracel-lular deis granulomes cavitats és
destruida rápidament per la INH (RIF, SM).

Població B. Bacteris que creixen en pH ácid i medi intracel-lular en nombre de 103-
105. Tenen poca activitat metabólica i resulten difícils d'eliminar. És la poblado responsable de
les recidives mesos o anys després d'acabar el tractament. Fase II Dos mesos de duració. En

les lesions cavitades hi ha un procés inflamatori suficientment ¡mportant com per a qué la

majoria de la població extracel-lular estigui sota un pH ácid, permeten l'activitat de la PZA. Al
final d'aquesta fase la gran part deis bacils restants són fagocitats pels macrófags i passen a ser

intracel-lulars.
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Poblado C. Es traba en les lesions casioses, mult¡pl¡cant-se esporádicament ¡ a un

pH neutre amb nombre de 103-105. Poblado responsable de les recaigudes després de la
acabament de la terapia. Fase III. Quatre mesos de duració, on les pobladons semilatents de
baclls són destru'fdes per la RIF. En aquesta fase el pH en les lesions no és el suficientment ácid
i la PZA deixa de ser bacteridda.

Poblado D. És poc nom brasa i es traba en fase de laténcia controlada peí sistema

immune que constituirá les lesions post-infecció. És la població responsable de les reactivacions

endógenes i no és susceptible ais fármacs.
Malgrat que la teoría exposada per Mitchinson no dona resposta a totes les preguntes, -

per ex: quin afecte té el tractament de la ITL en la poblado D que, teóricament, no és
sí que posa de manifest la importancia del metabolismesusceptible a l'acció deis antibiótics

deis bacils en la resposta al tractament.
Els fármacs antituberculosos poden ser bactericides o esterilitzants. Els primers

provoquen l'eliminació rápida i inicial de la població en creixement actiu, poblado A. La

capacitat bactericida es pot avaluar amb el percentatge de negativització deis cultius al final del

segons mes de terápia. La capacitat esterilitzant es produeix sobre bacteris en fase de
creixement lent, poblado B i C. L'activitat esterilitzant pot quantificar-se amb el nombre de

recaigudes després de completar el tractament. Els dos antibiótics que tenen major activitat
esterilitzant són la RIF i la PZA, mentre que la INH té la máxima capacitat bactericida. La base
del tractament actual de la TB és la combinació deis fármacs amb elevat poder bactericida, INH
i RIF i, esterilitzant, RIF i PZA.

3.2 EVOLUCIÓ DE LES PAUTES DE TRACTAMENT

La primera série de casos de TB tractats amb SM va ser publicada l'any 1945 per

Hinshaw i Feldman i, dos anys després va comengar la primera prova clínica supervisada peí
Brítish Medical Research Council (BMRC,1948). Aquest mateix organisme va coordinar, també,
un assaig inclouen l'ús de l'SM sola, PAS sol i els dos antibiótics alhora (BMRC,1950). Els
resultats obtinguts van demostrar que l'opció combinada deis fármacs era molt més efectiva

que l'opció individual (apartat 3.1). Posteriorment, es va introduir la INH en la terápia
antituberculosa. La anomenada terápia triple va demostrar ser efectiva en els 90-95% deis

malalts malgrat que el tractament s'havia de seguir durant 24 mesos (BMRC,1955). En els anys

setanta es va substituir el PAS per l'ETM, fet que va teñir dos beneficis, primer, es va reduir el
tractament a 18 mesos i, segon, la toleráncia al ETM va ser molt millor que la del PAS (Doster i
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cois., 1973). Ara bé, l'aveng més important en la terapia antituberculosa va ser la ¡ntroducció de
la RIF. Aquest fármac és un derlvat de Streptomyces mediterranei i va ser provat molt avlat

per la Brítish Medical Research Councl! a Test d'Áfrlca (EA/BMCR,1976) ¡ a Hong Kong

(HKCS/BMRC,1979), demostrant que les combinadons de INH, SM, ETM i RIF podien curar més
del 95% deis casos entre 8 i 9 mesos. El darrer pas important en el tractament de la TB va ser

la inclusló de la PZA, comb¡nant-se amb la INH i la RIF, el que va permetre una reducció en el

període de temps a 6 mesos mantenint les mateixes taxes de curado, >95%

(HKCS/BMRC,1979, HKCS/BMRC,1982, STS/BMRC,1986).

3.3 PAUTES ACTUALS DE TRACTAMENT

Des de la introducció deis fármacs antituberculosos es va posar de manifest la falta

d'acompliment deis tractaments i, en les décades deis 50-60, en els programes de control de

Madras, india, i Hong Kong, es va comengar a definir les bases del DOT (Bayer i Wilkinson,

1995), tot i que el seu origen, encara ara, resulta polémic (Mitchison i Sbarbaro,1998, Farga,

1999).
El DOT és l'observació de com el malalt ingereix la medicació antituberculosa assegurant-

se de qué s'ha produít la deglució deis fármacs. Aquest métode constitueix l'eix fonamental en
el control de la TB, l'anomenada estrategia DOTS, encara que la seva distribució mundial és
bastant heterogénia (apartat 1.4).

El sistema DOT contribueix a millorar el tractament, tant de la infecció com de la malaltia.

En aquest sentit, els organismes oficiáis recomanen la seva aplicació en institucions i unitats

amb capacitat de diagnóstic i/o tractament de la TB. Prioritáriament:

a) coMectius de risc: usuaris de drogues, presos i ex-presos i indigents,

b) malalts amb soques MDR,

c) persones que tenen antecedents d'abandonament o d'alcoholisme, i

d) tractament intermitent en els nens (UITB,2000).

3.3.1 Infecció tuberculosa latent

Tota persona que no presenta manifestacions clíniques, radiológiques i microbiológiques
de TB i que, alhora, presentí la prova de la tuberculina positiva es considera que té un infecció
latent (apartat 2.4). El tractament de la 1TL, -també quimioprofilaxis secundaria o tractament

preventiu-, té l'objectiu de prevenir el desenvolupament de la infecció cap a malaltia en
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aquelles persones préviament infectades. A més, aquest, pot ser una eina important si s'utilitza
en l'estratégia de control de la TB. Está indicada en persones de qualsevol edat segons les
segiients situacions:

a) persones coinfectades amb el VIH,

b) malaits infectáis peí VIH, PPD negatiu pero amb una prova prévia positiva, -

anérgics-, i que hagin estat en contacte amb un pacient bacil-lífer,
c) persones PPD positiu que conviuen amb el cas o amb contacte próxim amb

malaits bacil-lífers,

d) tots els nens de menors de cinc anys amb PPD positiu,

e) qualsevol persona amb viratge tuberculínic en els dos últims anys,

f) persones PPD positives amb antecedent de patologies que incrementin el risc de

patir TB (apartat 2.7), ig)homes menors de 35 anys, dones inferiors ais 20 anys ¡ persones vinculades a

llocs d'alt risc (UITB,1999).
Les diferents pautes de tractament es descriuen a la taula 3.2. En general, les

alternatives a la pauta clássica d'INH, utilitzen dos o més fármacs sobretot RIF i PZA, tot i que,

darrerament, alguns estudies han observat una elevada toxicitat en malaits tractats amb

aquests antibiótics (Jasmer i Daley, 2003). L'objectiu és millorar l'adheréncia al tractament i

reduir el temps d'admlnistració a 2 o 3 mesos. És important que les pautes amb fármacs
combinats siguin administrats amb el sistema DOT, donat que s'utilitzen antibiótics de primera

línia i en períodes de temps curts (UITB,2000).

Taula 3.2 Pautes de tractament de la infecció tuberculosa latent

Dosificado Duració total del Tt.Pauta Observacions

diaria 6 mesos en VIH-
9-12 mesos en VIH+

INH
2 dies/setmana 6 mesos en VIH-

12 mesos en VIH+

diaria
2 dies/setmanaRIF+PZA 1 2 mesos

diariaINH+RIF 3 mesos Interaccions amb IP, MDA, ITINN

INH+RIF+PZA 1 diaria 3 mesos

1 pauta amb elevada toxicitat. (Adaptat de: UrTB,2000, ATS,2000a) (Tt: Tractament, IP: Inhibidors de la Proteasa,
MDA: MetaDonA, ITINN: Inhibidor de la Transcriptasa Inversa no aNáleg de Nudeósid).
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En malalts VIH positius la monoterápia amb INH és més llarga, de 9 a 12 mesos, ¡ en el
cas d'administrar les pautes curtes cal teñir en compte les ¡nteraccions farmacocinétiques entre
les rifamicines i els antiretrovirals. En aquests casos o bé es pot endarrerir l'inicl del tractament
antlretroviral flns que s'hagi acabat el tractament de la ITL o bé combinar ambdós tractaments
utllitzant els antiretrovirals recomanats (UITB,2000).

3.3.2 Malaltia

Respecte al tractament de la malaltia, la pauta continuada de sis mesos és la més

emprada i recomanada (OMS,2003a) i es considera el tractament estándard en casos nous

(taula 3.3). Qualsevol tipus de pauta consta d'una fase d'inici on s'administren tres o quatre

fármacs, - INH, RIF, PZA, ETM o SM-, durant dos mesos i d'una fase de consolidado amb INH i

RIF mínima de quatre mesos més. L'eficácia d'aquesta combinació está basada en l'elevat poder
bactericida i esterilitzant deis antibiótics utilitzats (apartat 3.3).

Taula 3.3 Pautes actuáis de tractament per casos nous amb soques sensibles

Pautes continuades

Fase de consolidado Durado total del Tt.Fase d'iniciPautes

1Estándard 2 INH, RIF, PZA 4 INH, RIF 6 mesos

12 INH, RIF, ETM 7 INH, RIF 9 mesos

Pautes intermitents

8 (INH2, RIF2)2

4 (INH2 o 3, RIF2 o 3)3

4 (INH3, RIF3)4

Parcial 1 INH, RIF, ETM, (o SM) 9 mesos

Parcial 2 INH, RIF, PZA, (oSM) 6 mesos

Total 2 INH3, RIF3, PZA3, ETM3 (o SM3) 6 mesos

1
en paísos d'elevada incidencia i/o amb més d'un 4 % de resistencia entre casos nous s'afegeix un quart antibiótic que
pot ser o l'ETM o bé l'SM.2 els fármacs s'administren dos cops/setmana durant 8 mesos.3 els fármacs s'administren 2 o

3 cops/setmana durant 4 mesos: Pauta intermitent parcial.4 els fármacs s'administren 3 cops/setmana durant 4
mesos: Pauta intermitent total. (Adaptat de: Rufi i cois.,2000) (Tt.: Tractament)

A més, presenta escás nombre de recaigudes, menys 1 o 2% i pocs efectes secundaris. A la

vegada, la combinació de la INH i RIF proporciona la potencia necessária per impedir el

desenvolupament de mutants resistents (apartat 3.4.1). En paísos on la prevalenga de
resisténcies entre casos nous és més gran del 4% (apartat 3.4.3) o bé en paísos d'elevada
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incidencia (apartat 1.2), s'afegeix un quart antibiótic en la fase d'inici, l'ETM o l'SM, i la segona

fase es manté igual.
Les elevades faxes de resisténcies a la INH fan necessari protegir i evitar generar una

situado similar per la RIF. En aquest sentit, és ¡mportant la supervisió estríete de la medicació

quan en la fase de consolidado s'administra aquest fármac. Si aixó no es pot assegurar és
recomanable l'administració d'altres fármacs, -inicialment T (Tiacetazona) substituida més tard

per l'ETM-, allargant la durada del tractament (UICTMR,1988).
En general, les pautes terapéutiques emprades poden ser de dos tipus (taula 3.3):

a) pauta continuada,

b) pauta intermitent.
La diferencia entre ambdues és que en el primer tipus l'administració deis fármacs és diari

mentre que en la segona és setmanal, de dos o tres cops. A la vegada, la pauta intermitent pot
ser:

b.l) parcial: amb una fase d'inici diaria i una fase de consolidado setmanal,

b.2) total: les dues fases amb administrado setmanal.
El principal problema d'aquest tipus de pauta és que requereix una meticulosa supervisió

per assegurar-ne el corréete acompliment.
La pauta terapéutica, en malalts VIH positius, consta d'una primera fase amb quatre

fármacs, INH, RIF, PZA i ETM durant dos mesos i, una segona amb INH i RIF que es pot

allargar durant set mesos. Generalment, la resposta al tractament antituberculós no és diferent
de la que s'observa en els malalts ¡mmunocompetents, pero, és molt important un seguiment
acurat i proper de l'evolució del malalt VIH positiu degut al major nombre de reaccions

adverses, intoleráncies i interaccions farmacológiques, -especialment amb les rifamicines-, que

poden patir aquests tant si están reben tractament antiretroviral com no (Tuset,2000, UITB,

2000).

Finalment, cal esmentar que hi ha circumstáncies especiáis que poden modificar les

pautes de tractament, afegint, canviant o allargant l'administració deis antibiótics. Aquest és el
cas de les persones que pateixen silicotuberculosi, cirrosi hepática, hepatitis alcohólica, i
insuficiencia renal. També és una situado excepcional l'embarás i l'etapa d'alletament, així com
la TB en els nens.

3.3.2.1 Retractament

El terme retractament en TB fa referéncia a la instaurado d'una pauta terapéutica en un

malalt que ja ha estat préviament tractat. Cal distingir entre fracás terapéutic i recaiguda o

recivida:
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Tractament de fracassos terapéutlcs. Es considera fracás terapéutic la persistencia
de cultius positius més enllá del 4art o 5é mes de tractament, -segons si la pauta és de 6 o 8

mesos-, o la reaparició de dos cultius positius després de la negativització d'aquests. En

general, el fracás terapéutic comporta l'adquisició de resistencia ais antibiótics administráis,
donat que la poblado bacil-lar ha estat activa metabólicament durant tot el temps de
tractament. És convenient, dones, l'administració d'una nova pauta, de dos o tres fármacs no

utilitzats préviament, fins que es confirmi el patró de sensibilitat ais antituberculostátics (taula

3.4). Si es pot utilitzar INH o RIF es retracta el malalt de 12 a 18 mesos, en cas contrari, convé

allargar-ho fins un máxim de 24 mesos. En cas de qué el malalt presentí algún tipus de
resisténcia s'ha d'adaptar el tractament utilitzant pautes alternatives (taula 3.4). En els
retractaments és important individualitzar cada cas i considerar diversos factors, especialment,

supervisar el tractament, vigilar la toxicitat d'aquest i incrementar el control bacteriológic com a

mesura de l'eficácia del tractament.

Taula 3.4 Pautes terapéutiques alternatives en el tractament de la TB resistent

Tipus de resisténcia Pauta terapéutica alternativa Duració total del Tt.

a la INH 2 RIF,ETM,PZA o SM/ 10 RIF, ETM - 12 mesos

a la RIF 2 INH,ETM,PZA o SM/ 16 INH, ETM 18 mesos

a la PZA 2 INH,RIF,ETM/ 7 RIF,ETM 9 mesos

a la INH, RIF 3 ETM,PZA,SM,OF (OFIoxacino)/ 18 ETM,PZA (OF) 21 mesos

Resisténcia múltiple Individual segons malalt

(Adaptatde: Rufi i cois.,2000) (Tt.: Tractament)

Recaiguda o Recidiva. Es defineix com la reaparició d'un nou brot d'activitat
bacil-lar en un malalt que ha acabat i completat correctament el tractament i s'ha curat. Solen

presentar-se entre els 12-24 mesos posteriors a l'acabament del tractament. Ara bé, si

aqüestes es produeixen uns anys després, cal considerar el cas com una reinfecció més que no

pas una recidiva. Les recaigudes després d'un tractament estándard (taula 3.3) són ¡nfreqüents
si el malalt ha pres correctament la medicació. Donat que és la poblado bacil-lar latent la

responsable de la reactivado de la malaltia, l'aparició de resisténcies, en aquests casos, és
també poc freqüent i el pacient pot ser retractat amb la mateixa pauta. Contráriament, si s'ha
utilitzat una pauta alternativa menys potent, o bé hi hagut una absorció parcial deis fármacs, o
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si el tractament no ha estat ben supervisat o ha pres la medicado de forma Irregular és possible

que s'hagln generat reslsténcles. Davant d'aquesta situado s'establelx una nova pauta de
tractament que s'haurá d'ajustar segons el resultat de l'antiblograma.

3.4 RESISTÉNCIES

3.4.1 Concepte de resistencia en Mycobacteríum tuberculosis

En la práctica clínica diaria, la resistencia en un malalt tubérculos es sospita quan hi ha

persisténcia de:

a) símptomes clínics després de dos mesos de tractament,

b) bacil-loscópia positiva ais quatre mesos o reaparició d'aquesta després de la

negativització,

c) recaiguda de la malaltia després d'haver fet correctament el tractament,

d) episodis previs de TB sense resposta al tractament.
La confirmado definitiva s'obté amb l'antibiograma (OMS,2003d).
Donat el tipus de immunopatogénia associada a la infecció, les soques de M. tuberculosis

tenen poques oportunitats d'interaccionar i canviar informado genética amb altres soques, si ho

comparem amb organismes colonitzadors deis tractes nasofaringi o gastrointestinal. Aquest
darrers bacteris poden transmetre elements determináis de resistencia com ara transposons,

integrons i plásmids utilitzant processos de transducció o transformació. Aquesta opció, pero,

no és válida peí bacil tubérculos on la resistencia és d'origen cromosómic. Es presenta

espontániament durant la multiplicació, és de carácter irreversible i es transmet a tota la seva

descendencia tot i que el moviment de certs elements móbils, com ara la IS6110, s'ha associat
amb resistencia com a resultat de la inactivació de determináis gens (Dale,1995, Lemaitre i

cois., 1999). Ara bé, si l'aparició d'un bacil resistent a un determinat antibiótic és espontánia,
l'aparició de tota una poblado bacteriana resistent és sempre conseqüéncia del contacte previ
amb el fármac. Erj aquest context, Rinder i cois.,(2001) han suggerit la existencia de poblacions
sensibles i resistents aillades en una mateixa mostra clínica, fenomen que han definit amb el
terme d'heteroresisténcia.

Actualment, s'accepta que en un cultiu de bacils tuberculosos salvatge apareix per

mutació espontánia natural 2.56xl0"8 microorganismes resistent a la INH, 3.32xl0'9 a la RIF,
2.29X10 8 a la SM, l.OxlO'7 al l'ETM i entre 10'2-10’4 a la PZA (Canetti i Grosset,1961,

David, 1970). Quan es consideren dos o més fármacs junts la freqüéncia de mutació correspon
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al producte de les freqüéncies parcials deis antibiótics, així, tenim que la INH més la RIF tenen
una freqüéncia de 10'17 I, l'ús combinat de INH, RIF i SM dona una freqüéncia de 10'25.
ParaHelament, el risc de qué apareguin mutants resistents depén de la densitat de la poblado

bacteriana que hi ha en les diferents lesions, calculada en 103-105 per infiltráis de poca extensió
o lesions nodulars i en 108-109 per lesions cavitades (Canetti,1964). L'ús d'un sol antibiótic en el

tractament comporta una primera fase on s'eliminen la majoria deis bacils, i una segona de
selecció de mutants resistents a aquest fármac, -fenomen de fall and rise-, fet que provocará
la inutilització permanent de l'antibiótic en qüestió. En administrar-se, alhora, una combinado
de tres o quatre antibiótics, -per ex: INH, RIF, ETM, PZA-, la probabilitat d'aparició de
resistencia, -per ex: 10'24 per INH, RIF, ETM-, és prácticament nul-la, dones, es necessitaria

una poblado bacil-lar impossible de trabar en l'organisme.

3.4.2 Classificació de les resisténcies

L'OMS (2000) i el grup de treball de la UICTMR (Schwoebel i cois.,2000) han definit i
classificat els tipus de resisténcia. Així es parla de:

Monoresisténcia: resisténcia a un sol fármac de primera línia.
Po/lreslsténcla: resisténcia a dos o més fármacs de primera línia.
Mu/tlresisténcia: soca resistent, a la vegada, a la IHN i RIF. És un tipus especial de

poliresisténcia.
Resisténcia en casos nous (abans resisténcies primáries): freqüéncia de soques

resistents aíllades en malalts que no han rebut mai tractament antituberculós o que n'han rebut

menys d'un mes.

Resisténcia en casos prévlament tractats (abans resisténcies adquirides):

freqüéncia de soques resistents aíllades en malalts que préviament han rebut com a mínim un

mes de tractament antituberculós. S'inclou malalts que després de completar correctament el
tractament pateixen un nou episodi de TB, malalts amb fracás terapéutic, malalts que han fet
un tractament discontinu i malalts amb TB crónica que tenen bacil-loscópia positiva després de
completar correctament els dos primers mesos de tractament.

Resisténcia combinada: suma de tots els casos resistents, casos nous i préviament

tractats, en un any i área geográfica determinada.

3.4.3 Distribució mundial de les resisténcies

Des de l'any 1994 fins 1999, la OMS i la UICTMR van impulsar un programa, d'ámbit

mundial, per la vigiláncia de les resisténcies de M. tuberculosis ais antibiótics antituberculosos
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de primera línia. El projecte es va desenvolupar en dues fases, de 1994-1997 (OMS,1997) ¡ de
1996-1999 (OMS,2000), amb la participado, entre ambdues fases, d'un total de 72 ¡ndrets

geográfics diferents, des de paTsos sencers o regions a ciutats concretes. En línies generáis, els
resultats obtlnguts en l'últlma fase indiquen que més del 50% deis paTsos que hi han participat

presenten una incidencia de resistencia, de com a mínim a un fármac entre casos nous,

superior al 10%, -des del 1.7% al 36.9%-. Entre casos préviament tractats les freqüéncies
observades varíen del 0% al 93.8% (fig. 3.4). Peí que fa a les TB MDR entre casos nous, la

incidéncia oscil-len del 0% al 14.1% i, entre casos préviament tractats, del 0% al 48.2% (fig.

3.5).
Les resisténcies més elevades s'observen al sud-est asiátlc, -especialment, determinades

regions de la Xina-, alguns paTsos de América del Sud, -com ara Perú-, alguns d'África, -el cas
de Mogambic-, i a l'Europa de l'Est, -Rússia, regions d'Ivanovo i Tomsk, i les ex-repúbliques

soviétiques de Letónia i Estonia-. Cal destacar que la TB MDR és extremadament preocupant a
determinades regions de la Xina, on no está ¡mplementat el DOTS (apartat 1.4), i a Rússia i les

repúbliques báltiques de Letónia i Estonia on la caiguda del régim de la Unió Soviética va

generar una descoordinació tant en els programes de control com en l'administració deis
antituberculosos.

En analitzar les dades per continents s'observa la següent distribució (OMS,2000):
América. Entre casos nous i resisténcia a com a mínim un fármac, les freqüéncies van del

1.7% d'Uruguai al 18% de Perú. En els Estats Units la taxa es sitúa en un 12%. La MDR més
alta és a Perú amb un 3% mentre que ais Estats Units és d'un 1.2%. Respecte al casos

préviament tractats i resisténcia a un o més fármacs, els valors van d'un 18.1 a un 93.8%

d'Uruguai i les TB MDR d'un 4.7% a un 22.4% d'alguns Estats de Méxic.

Europa. Entre casos nous i resisténcia a un o més fármacs, les taxes osciMen del 2.4%

d'Eslovénia al 36.9% d'Estónia, sense menysprear el 29.9% observat a Letónia o el 29.9% ¡

32.4% de les regions russes de Ivanovo i Tomsk, respectivament. Els valors observats en la TB

MDR van del 0% al 14.1% també a Estonia, incloent-hi el 9% de Letónia i de la regió d'Ivanovo
i el 6.5% de la regió de Tomsk. En relació ais casos préviament tractats les dades oscil-len del
0% al 68.5% a Ivanovo si es considera resisténcia a un o més fármacs i, si es considera la MDR

la xifra arriba ais 37.8% a la república d'Estónia.
L'análisi de les dades tant del treball de l'OMS/UICTMR com d'altres estudis indiquen que

mentre que la situació a l'Europa de l'Est és forga dramática, a l'Europa occidental se'n poden
diferenciar dos:

a) paTsos que han incrementat la prevalenga respecte ais anys anteriors, -degut al
fenomen de la immigració-, el cas de Dinamarca, Holanda, entre altres,
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Figura 3.4 Prevalenga de les reslsténcies, entre casos nous i préviament tractats combinats, a algún deis
quatre fármacs avaluats, 1994-1999. (OMS/UICTMR,2000).

i—i sense dades

Figura 3.5 Prevalenga de les multlreslsténcles, entre casos nous I préviament tractats combináis,
1994-1999. (OMS/UICTMR,2000).
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b) pai'sos que s'han mantingut o, fins ¡ tot, han disminuTt les seves taxes de
resistencia, com ara Portugal (de March, 2001).

África. Entre casos nous i resisténcia a com a mínim un fármac, les taxes oscil-len

del 6.3% de Botswana al 24.8% de Sierra Leona sense oblidar d'altres com ara el 20.8% de

Mogambic, el 19.8% a Uganda i el 16.4% a Bangui, República Centro Africana. La freqüéncia de
la TB MDR varia del 0.5% al 3.5% observat a Mogambic. Peí que fa ais casos préviament
tractats les freqüéncies són forga altes arribant al 61.5% de Sierra Leona i amb una MDR que

osciMa del 3.3% al 28.1% de Guinea-Conakry. És ¡mportant, pero, teñir en compte que el
nombre de pai'sos africans participants en aquest estudi ha estat escás. Donada la situació de la
TB en tot el continent africá, molt probablement, la prevalenga de resisténcia entre casos nous

que es podría trabar en altres pai'sos seria superior al 10%.
Ásia. Les freqüéncies, entre casos nous i resisténcia a un o més fármacs, oscil-len

del 4.5% d'Oman al 35% de Henan, Xina. En altres pai'sos asiátics els valors són també molt
elevats com el 25% de Tailandia, el 15.9 % dirán, el 18.8% de l'estat Tamul Nadu, india, o el
17.6% de Shandong, Xina. Considerada la TB MDR les xifres ronden del 0.1% de Maláisia al
10.8% de Henan, o els 4.5% i 5% de Zhejiang, a la Xina i al Irán, respectivament.

Respecte ais casos préviament tractats les freqüéncies són molt elevades d'un 13.2% a

un 66% a Henan i, en relació a la TB MDR, els valors varíen del 0% al 48.2% del Irán, sense

subestimar el 35% de Zhejiang o el 34.4% de Henan. En aquest sentit, cal considerar que es

desconeix quina és la situació exacte d'alguns pai'sos asiátics, -india, Xina, Pakistán, entre

altres-, on les taxes de TB són de les més altres del món -engloben quasi el 40% deis casos

nous que es diagnostiquen cada d'any-, fet que podría incrementar molt més les xifres

esmentades anteriorment.

Oceania. Entre casos nous i resisténcia com a mínim a un fármac les taxes van del

2.2% a Nova Caledónia fins al 11.2% a Nova Zelanda. La TB MDR és prácticament inexistent.
En casos préviament tractats les freqüéncies ronden del 8.3% al 19% de Nova Zelanda i no

s'ha observat TB MDR.

3.4.3.1 Situació de les resisténcies a l'Estat Espanyoi

A l'Estat Espanyoi no existeixen ni dades generáis ni oficiáis de la situació de les
resisténcies. En els últims 10 anys, pera, s'han publicat dos estudis multicéntrics, un a

Barcelona (Martín-Casabona i cois.,2000) i l'altre a Madrid (GETRM,1996), que afegits a altres
dades obtingudes de petits estudis o enquestes permeten estimar quina és la situació real a

l'Estat Espanyoi (de March, 2001). Globalment, la prevalenga de resisténcies entre casos nous

observada és aproximadament del 4.5%, -marge de 0.9% al 8.9%-, amb una mitjana de
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monoresisténcia a la INH del 3% I amb un 0.4% de soques MDR. ParaHelament, la taxa entre

casos préviament tractats ronda el 24% amb un marge que varia del 11.3% al 45.9% (de

March, 2001).

3.4.4 Detecció de la resistencia

L'estudi de la sensibilitat de M. tuberculosis ais dlferents antibiótics té dos aspectes

destacats:

a) Individual: conélxer la poblado bacll-lar del malalt,

b) epldemiológlc: conélxer el percentatge de soques resistents que circulen en una

poblado concreta.

No exlstelx un crlteri ciar i únlc sobre quan cal fer l'antlblograma. H¡ ha dues poslcions:

a) realització del test només quan h¡ ha indlcacions clínlques. El cas de malalts amb
fracás clínlc evldent, amb antecedents de tractament previ, malalts que pertanyen a poblaclons
de més alt risc de patlr reslsténcles o ¡mmlgrants de paísos en desenvolupament amb taxes de
resisténcles entre casos nous elevades,

b) realització sistemática en tots els casos diagnosticáis. Aquesta opcló está
basada en la detecció precog de reslsténcles entre casos nous no sospltades, afavorlnt la
correccló del tractament i la monltorització continua de l'estat de les reslsténcles en una

poblado concreta (Martín-Casabona I cois.,2000). Des deis inlcls de l'antibiograma ha

predomlnat la primera opcló tot I que en els darrers anys cada cop s'adopta més la segona.

3.4.4.1 Detecció fenotípica

L'estudi fenotípic de la sensibilitat, -l'antibiograma-, detecta, de forma afilada per

cadascun deis fármacs, el percentatge de baclls resistents que hi ha en una poblado bacteriana
concreta. Els dlferents métodes descrits es poden classlficar en quatre grups:

a) Métodes de referéncia. Entre els anys 1961-1969 l'OMS va acceptar tres
métodes d'estudl per determinar la sensibilitat ais fármacs antituberculosos (Canetti I cois.,

1963, 1969). Aquests métodes están fonamentats en el concepte de les proporcions critiques,
és a dlr, la mínima proporcló de colónles que han de crélxer amb una concentrado crítica d'un

antlbiótic concret per a qué la soca siguí considerada reslstent. Una soca es considera resistent

si 1% deis bacterls del Inócul emprat creix davant d'una determinada concentrado d'antlbiótic.
Les característlques comunes ais tres métodes origináis són que ¡nclouen l'antibiótlc en el medi
sólld de cultiu, -Lówensteln-Jesen o Middlebrook 7H10 I 7H11-, I que per a la lectura cal
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visualitzar colónies, conseqüentment, el resultat de l'antibiograma s'allarga fins a 3 o 4

setmanes. Breument, els tres métodes són (He¡ffets,1991):
métode del quocient de resisténcies descrit per Mitchison l'any 1953 ¡ basat

en el comparado de la CMI, -concentrado mínima d'antibiótlc a la qual s'inhlbeix el creixement
bacteria-, d'una soca amb la d'una altra soca salvatge de referencia,

métode de concentracions abso/utes desenvolupat per Meissner al 1961 on

es compara el nombre de colónies que creixen en un medi amb el fármac respecte al
creixement obtingut en un medi sense cap antibiótic,

métode de les proporcions i dilucions múltiples descrit per Canetti l'any 1963
i que finalment ha estat el més emprat. A aquest métode se li han fet diferents modificacions,

-emprar medi de Middlebrook 7H10 en lloc del Lówenstein-Jesen segons el sistema del CDC,

emprar dises d'antibiótics i la modificado de Heiffets usant medi Middlebrook 7H11-, que han
facilitat la práctica en el laboratori i han reduít el temps de lectura a tres setmanes.

b) Bactec 460TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments, USA) (apartat

2.6.2.2.2). És una adaptado a medi líquid del métode de les proporcions en medi sólid. El
sistema detecta el creixement bacteria mitjangant la utilització d'un isótop radioactiu incorporat
al medi líquid. S'inoculen els micobacteris en diferents vials cadascun d'ells amb una

concentració d'antibiótic diferent i es compara el creixement respecte a un vial de control lliure
de qualsevol fármac i que conté un 1% del inócul. El resultat de l'antibiograma és rápid, pot
está disponible entre el 5é i el lOé dia d'incubació i amb el temps s'ha esdevingut el métode
més emprat (Siddiqi i cois.,1981, 1985).

c) Sistemes no radiométric amb lectura manual o automática (apartat 2.6.2.2.2):
ESP Myco II (Trek Diagnostic Systems, USA); MB/Bact (Organon Teknika Corporation, USA) i
MGIT 960 (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA). Els temps de lectura d'aquests
sistemes són similars al del sistema radiométric esmentat abans, pero eviten els inconvenients
d'utilitzar isótops radioactius. En general són de recent introducció i alguns d'ells encara no han

resolt el test de la PZA. Probablement serán les alternatives més emprades a mig termini.

d) Altres: sistema E-test (AB BIODISK, Sweden) (www.abbiodisk.com/'). Es tracta
d'un métode que utilitza tires de plástic no poroses les quals contenen els antibiótics
antituberculosos liofilitzats. Quan es col-loquen aqüestes tires sobre medi sólid es produeix una

difusió de l'antibiótic en el medi creant un gradient de major a menor concentració el qué

permet la lectura de la CMI; métode de microdilució en caldo i métode de macrodilucló.

Ambdós sistemes utilitzen medi líquid i permeten conéixer la CMI. A més, el segon permet

determinar la concentració bactericida mínima de les soques a cadascun deis antituberculosos.

Finalment, hi ha un seguit de nous métodes que están en fase d'avaluació: sondes d'hibridació
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(Martín-Casabona ¡ cois.,1997), cítometría de flux (Kirk i cois., 1998), cromatografía de gasos

(Garza ¡ cois., 1997), entre altres.

3.4.4.2 Detecció genotípica

En els darrers anys s'han identificats els gens i/o les zones géniques, així com les
mutacions puntuáis, delecions o insercions responsables de les resisténcies ais principáis
fármacs utilitzats en la terapia antituberculosa, INH, RIF, PZA, ETM i SM. Del coneixement deis
mecanismes moieculars, que determinen la resisténcia de les soques de M. tuberculosis i de les
bases d'actuacló deis diferents antiblótics, s'esdevé una eina important peí desenvolupament de
noves estratégies en la detecció de la resisténcia, -alternativa al antibiograma convencional-,

peí disseny de nous fármacs i per la millora en els programes de tractament.

3.4.4.2.1 Alteracions genétiques associades amb la resisténcia

Breument, les bases moieculars implicades amb la resisténcia ais principáis fármacs
antituberculosos són:

Isoniazida. S'han descrit diferents gens implicats amb la resisténcia a la INH

(Ramaswamy i Musser,1998). L'activació de la INH implica la transformació d'aquesta en el seu

compost actiu l'ácid nicotínic feina responsable de l'enzim catalasa-peroxidasa, una protéina
codificada peí gen katG (Zhang i cois.,1992). Qualsevol alterado en aquest gen provoca

resisténcia impedint que l'antibiótic siguí activat. En general, entre el 50% i el 60% de les

soques resistents estudiades presenten alguna mutació puntual o petites delecions o insercions
en el gen katG (Ramaswamy i Musser,1998). La mutació més freqüent en soques d'origen

geográfic diferent, -d'un 32% a un 92% (Haas i cois.,1997, Marttila i cois.,1998, Verdú i

cois.,2002)-, és aquella que afecta al c315 i que provoca un canvi d'aminoácid (aa.), de Ser a
Thr. Altres mutacions puntuáis observades són c463Leu, -tot i que s'ha suggerit que pot ser
una mutació silenciosa-, cl04,cl08,cl38,cl48,c270,c275,c321 i c381 moltes de les quals es

desconeix encara el seu significat (Ramaswamy I Musser,1998).
Un altre zona génica associada amb la resisténcia a la INH és el /ocus inhA, constituit, en

el cromosoma micobacteriá, pels gens mabA, -que codifica l'enzim 3-cetoacil-ACP reductasa-, i

InhA, -que codifica l'enoil-ACP reductasa-, ambdós participen en la síntesi de la paret
bacteriana. En l'extrem 5' d'aquest locus s'hi traba la zona reguladora RBS (Ribosome Binding

Site) (Banerjee i cois.,1994, Rozwarski i cois.,1998). En general, s'han descrit mutacions tant a

la zona reguladora com a la zona estructural (Ramaswamy i Musser,1998). Las alteracions que

afecten a la primera provoquen un augment en la producció de l'enzim compensant, així, l'acció
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inhibidora de l'antibiótic sobre la síntesi de la paret. Contráriament, les mutacions a la zona

estructural produeixen modificacions en l'enzim, fet que impedeix el seu reconeixement per la

INH, evitant que pugui ser activa. Les mutacions associades a aquest locus expliquen d'entre el
25-30% de les soques amb resisténcia a la INH (Banerjee i cois., 1994).

A més, sembla ser que hi ha una torta correlació entre el tipus de mutació i les CMIs,

així, mutacions en el gen katG es relacionen amb concentracions elevades de resisténcia a la

INH, -superior a lpg/ml-, i alteracions en el gen inhA s'associen a CMIs baixes (Banerjee i

cois., 1994, Lonca i cois.,2002). En aquest mateix sentit, diferents estudis han observat una

estreta relació entre resisténcia a concentracions baixes associada al gen inhA i resisténcia a la

ET (Etionamlda), un fármac de segona línia (Banerjee i cols.,1994).
També s'ha relacionat amb resisténcia a la INH la zona ¡ntergénica oxyR-ahpC. En aquest

cas, el gen ahpC és regulat peí gen oxyR que codifica l'enzim ahpC (alkyl hydroperoxide
reductase C) que destrueix ais radicáis peróxids (Telenti i cois.,1997b). El gen ahpC es manté
inactiu quan el gen katG funciona correctament. Entre el 10-15% de les soques clíniques

presenten alteracions en el gen ahpC (Telenti i cois.,1997b). Sembla, pero, que les mutacions
en la zona ¡ntergénica oxyR-ahpC apareixen quan el gen katG está mutat, per compensar

l'acció detoxificadora que té aquest últim (Ramaswamy i Musser,1998).

Finalment, malgrat no se sap amb exactitud s'han identificat altres gens, kasA, furA, ndh,
entre altres (Ramaswamy i Musser,1998, Lee i cois.,2001) associats amb resisténcia a la INH, i

que podrien explicar la petita proporció, -10-19%-, de soques resistents sense cap alteracions
en el gen katG, inhA i la zona ¡ntergénica oxyR-ahpC.

Rifampicina. La RIF actúa interferint el procés de síntesi de l'ARNm (missatger),
unint-se a la subunitat p de l'ARN polimerasa provocant la inhibido de l'inici del procés de

transcripció (McCIure i Cech,1978). La resisténcia a la RIF ve determinada per mutacions

puntuáis i petites delecions i/o insercions en el gen rpoB que codifica per la subunitat abans
esmentada (Ramaswamy i Musser,1998). Aquest fet provoca un canvi d'aa., i conseqüentment,
de conformació del lloc d'unió de l'antibiótic a l'ARN polimerasa. Més del 95% de les soques

resistents estudiades tenen alguna alterado localitzada en la regió core de 81pb, que codifica
Ti aa.f -c432-c458-, del gen rpoB, l'anomenada regió determinant de la resisténcia a ia

rifampicina (RDRR) (Telenti i cols.,1993b, Verdú i cois.,2002). Les mutacions més freqüents són
aquelles que afecten ais codons, 456Ser i 451Histidina, en el 43 % i 36 % de les soques

resistents estudiades, alhora que la substitució d'aa., més comuna és Ser456Leu, -42% de les

soques resistents-, i His451Tirosina, -23% de les soques (Ramaswamy i Musser,1998)-.

Román, aproximadament un 4% de soques resistent a la RIF on no s'ha identificat el
mecanisme de resisténcia.
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Diferents treballs han observat una forta correlació entre determinades mutacions i el

nivell de la CMI. Així s'ha assoclat les mutacions en els codons 451 I 456 amb alt nivell de

resistencia, >32 |jg/ml, I les mutacions en els codons 436,441,443, I 447 amb CMI baixes,
alhora que aqüestes mutacions romanen susceptibles a l'acció de la Rb, un antiblótic derivat de
la mateixa familia que la RIF (Ramaswamy i Musser,1998, Espasa I cois.,2002).

Etambutol. L'acció d'aquest antlbiótic és Inhibir la blosíntesi de la paret cel-lular

micobacteriana, actuant sobre l'enzlm arablnosil transferasa. La resistencia a l'EMB está
assodada amb canvls en una regió genómica concreta, l'operó emb, constituí! per tres gens

embCfA,B (Telenti ¡ cois.,1997a). La resistencia es produeix per una sobreexpressió de

proteínes emb, assodada freqüentment amb CMIs baixes i per mutacions de carácter
estructural en el gen embB (Telenti i cois.,1997a), relaclonades en un alt percentatge, -més del
65% de les soques-, amb nlvells elevats de resisténcia. La majoria d'aquestes mutacions
afecten a determináis codons, en concret, al c306Metlonlna, -89% de les soques resistents-, i

c406GI¡clna, a més del c328Asparaglna I del c497Glutam¡na (Ramaswamy i cois.,2000).

Estreptomicina. L'SM és un amlnogllcósld. Les alteradons responsables, en gran

part, de la seva resistencia s'han ¡dentiflcat en els gens rrs \ rpsL, -que codifiquen peí 16S ARNr
I la protéina ribosomal S12, respectlvament-, ambdós relacionáis amb la subunitat ribosómica
30S. Aqüestes alteradons provoquen la inhibició del procés de síntesi proteica (Sreevatsan i

cois.,1996). El mecanisme més freqüent de resisténcia són les mutacions puntuáis, una única
mutació pot ser suficient per a provocar-la, donat que M. tuberculosis només té una copia de

l'operó 16S ARNr. Entre el 65-75% de les soques SM resistents tenen alguna mutació assodada
ais dos gens esmentats abans, en la resta es desconelx encara el mecanisme que provoca la
resisténcia. La mutació més comuna es produeix en el codo 43, -més del 50% de les soques

resistents-, del gen rpsL, on la Usina és substituida per una Arginina. En el gen rrs les
alteracions apareixen en el loop 530 o la regió 915 (Sreevatsan i cois.,1996). Existeix d'un 25 a

un 35% de soques resistents a l'SM pero amb els dos gens intactes el que suggereix que hi

poden haver altres mecanismes responsables de la resisténcia. S'ha trobat una correlació entre

les alteracions genétiques i el nivell de resisténcia in vitro{\Ae\er i cois.,1996). Canvis en el gen

rpsL correlacionen amb nivells elevats de resisténcia, >500 pg/ml, i mutadons en el gen rrs ho
fan amb nivells intermedis, <250 pg/ml. Generalment, les soques sense cap alterado en els dos

gens esmentats presenten resisténcia de baix nivell, <50 pg/ml.
Pirazmamida. El mecanisme de resisténcia a la PZA s'associa majoritáriament, -

72% de les soques -, a mutacions puntuáis, insercions i delecions produides en el gen pncA,

que codifica una protéina de només 186 aa., la pirazinamidasa (Sreevatsan i cois., 1997),

encarregada de transformar la PZA en ácid pirazinoic, compost amb activitat
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antimicobacteriana. Es desconeix el mecanisme en el percentatge restant. Qualsevol tipus

d'alteració, en aquest gen, s'ha correlacionat amb un nivell elevat de resisténda, >900 pg/ml

(Ramaswamy i Muser,1998).

3.4.4.2.2 Métodes d'estudi

La utilltzació de les técniques de biología molecular a l'estudl de resisténcies en els

mlcobacteris es va Iniciar al principi de la década deis noranta. Contráriament ais métodes

fenotípics descrits en l'apartat anterior (apartat 3.4.4.1), aqüestes técniques són independents
del creixement bacteria. Per la detecció de les resisténcies s'han descrit diferents métodes:a)técniques fonamentades en l'electroforesi:

PCR-S5CP (Single-Strand Conformaron Polymorphism) (Telenti i cois.,

1993c). La técnica té com a fonament l'estudi de la mobilitat d'una de les dues cadenes de
l'ADN en un gel de poliacrilamida d'alta resolució. Una mutació en un gen provoca un canvi
conformacional de la cadena alterant també la seva mobilitat. És un métode estandarditzat,

rápid i fácil.
Heteroduplex (Williams i cois.,1998). Aquest técnica inclou una PCR de la

regió que interessa, es desnaturalitza i es barreja amb un altre amplicó també desnaturalitzat
d'una soca de referéncia. Es deixa reconstituir la cadena d'ADN. Si no hi ha cap mutació la

homología entre els amplicons de les dues cadenes, la soca problema i la de referéncia, será
total. En cas contrari, es formaran heteroduplex, que presentaran mobilitat electroforética
distinta deis amplicons origináis.

b) técniques fonamentades en la hibridació: INNOlipA (apartat 2.6.2.4.3), PCR-
ELISA (García i cois.,2001), i arrays (Mikhailovich i cois.,2001).

c) técniques fonamentades en la PCR a temps real. És un métode rápid que

permet l'amplificació i la detecció del producte, amplicó, simultániament mitjangant sondes
fluorescents (apartat 2.6.2.3). Existeixen diferents tipus de sondes marcades, les d'ús més

freqüent són: sondes Taqman, moleculars Beacons, sondes FRET (Fluorescence-Resonance-

Energy-Tranfer), entre altres.
S'ha aplicat a l'estudi i detecció de les mutacions implicades amb la resisténcia ais

principáis fármacs antituberculosos:

a) soques a'fllades de diferents malalts (Torres i cois.,2000, García de
Viedma i cois.,2002b),

b) directament en mostra clínica. Aquesta última presenta avantatges

¡mportants com és la rapidesa en la detecció, de 24 a 48 hores, amb una elevada especificitat i
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una sensibilitat forga significativa, en mostres amb baciMoscópia positiva negativa, d'un 97% i

47%, respectivament (Telenti i cois.,1997b, Espasa i cois.,2002).
d) técniques fonamentades en la seqüenciadó (Alcaide i cois.,1997, Marttila i cois.,

1998, Lee i cois.,2001). Es considera el métode de referéncia. Detecta exactament el lloc de la

mutació, pero, es necessita disposar de la soca. Malgrat que técnicament, aquest métode, és
complex, es planteja com una bona alternativa, sobretot en l'estudi epidemiológic de soques.

3.4.5 Efecte de la resistencia en la viabilitat metabólica de Mycobacteríum
tuberculosis

La viabilitat metabólica, -fítness-, d'un microorganisme és una mesura de l'habilitat que
té aquest per sobreviure, reproduir-se i ser transmissible. Reflexa les característiques individuáis
del patogen per a créixer, l'habilitat per a resistir dintre de l'hoste i sobreviure a les condicions
d'estrés ambiental que genera aquest, així com la capacitat de disseminació i transmissió a un

nou hoste.

La/les mutació/ns que originen resisténcia poden teñir un cost ¡mportant en la viabilitat
del micobacteri. Com a conseqüéncia, aquest ha de modificar la seva estructura básica de

funcionament i adaptar-la a la nova situado. En aqüestes circumstáncies, es pot produir una

resposta compensatoria a la mutació amb la finalitat de restaurar o, fins i tot, incrementar la
viabilitat metabólica que tenia el micobacteri inicialment (Bóttger i cois.,1998). Per exemple,

compensar la pérdua d'activitat catalasa-peroxidasa per mutació en el gen katG, amb una

sobreexpressió de l'enzim AhpC, com a conseqüéncia de mutacions en el promotor del gen

a/7/?C(apartat 3.4.4.2.1) (Sherman i cois.,1996).
D'altre banda, cal teñir en compte que les proves per avaluar la viabilitat metabólica in

vitro d'un determinat microorganisme no tenen per qué correlacionar-se amb la resposta in vivo
de viruléncia en models animáis o, fins i tot, amb la capacitat d'aquest de causar malaltia en

humans. Així dones, com la mutació i la subseqüent resposta compensatoria afecta a la
viabilitat de la soca és, encara ara, una qüestió pendent d'estudi.

3.4.6 Variables relacionades amb la resisténcia

L'análisi de diferents variables socials, clíniques i demográfiques ha permés identificar

quins factors són més freqüents entre els malalts que presenten soques resistents. En el

projecte de l'OMS/UICTMR (2000), esmentat anteriorment, la resisténcia es va associar amb:

Tractament previ (apartat 3.3.2.1): Aquesta evidéncia, pero, no significa que tots
els malalts diagnosticáis per segona vegada de TB tinguin un risc més elevat de resisténcia
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respecte ais casos nous. De fet els malalts que presenten més risc de generar alguna
resistencia són aquells que pateixen una recaiguda després d'un tractament parcial, -ja sigui

per deixar de prendre alguns deis fármacs o per aiteracions en l'absorció d'aquests-,
Edat La incidéncia de resistencia i de MDR va ser més elevada entre persones més

grans de 65 anys,

La ínfecdó amb el VIH (apartats 1.3.2, 2.7.2, 2.10.3.2 i 2.10.3.3): La associació
entre resistencia i infecció peí VIH es va establir arrel deis brots de TB resistents i MDR durant

la década del noranta ais Estats Units. Les persones afectades van ser malalts VIH positius molt

immunodeprimits que van desenvolupar molt rápidament la TB amb elevades taxes de
mortalitat. Tot i aqüestes dades, la conclusió global de l'estudi de l'OMS/UICTMR és que la
infecció peí VIH no está associada a una major prevalenga de resisténcia i MDR, pero si que

podría afavoreix la disseminació de les soques resistents en brots i en comunitats tancades, tal i
com ja s'ha esmentat,

La immigració (apartats 1.3.3 i 2.10.3.1.3): El desplagament de persones des de

pai'sos en desenvolupament cap ais industrialitzats ha comportat no solament un increment

important de la prevalenga de la TB en aquest últims sino també un augment de les taxes de
resisténcies.

Altres treballs desenvolupats en poblacions d'altres indrets deis món han relacionat altres

factors amb la resisténcia. Especialment, convé esmentar l'associació, inexplicable, detectada

per alguns autors entre ser dona i resisténcia en casos nous (Lockman i cois.,2001, Lawn i

cois.,2001, Bruchfeld i cois.,2002).
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ObjectJus i Disseny de l'estudi

L'objectiu general del present treball doctoral ha estat estudiar la transmissió de la TB en

el context nosocomial i poblacional, emprant la caracterització fenotípica i genotípica de soques

de Mycobacteríum tuberculosis.
Amb aquesta finalitat s'han fixat tres objectius concrets que es descriuen tot seguit:

Objectiu 1:

Análisi de la transmissió nosocomial de TB en malalts ingressats en un

hospital de tercer nivell, durant un període de quatre anys (1994-1997).

Objectiu 2:

Descriure les resisténcies i els factors de risc associats, entre casos

nous i préviament tractats, en el districte de Bata i a Tilla de Bioko, a Guinea

Equatorial:
2.1 Estudiar la resistencia ais fármacs antituberculosos de primera línia
2.2 Ge notipificació de les mutacions associades a les resisténcies a

isoniacida i rifampicina.
2.3 Transmissió de les soques resistents.

Objectiu 3:

Caracteritzar genotípicament les soques de Mycobacteríum tuberculosis,
aíllades en malalts deis districtes de Bata i Malabo, a Guinea Equatorial:
determinant la freqüéncia de transmissió recent, els factors de risc, i els lligams
de transmissió.
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Objectius i Disseny de l'estudi

De manera similar el disseny general d'aquest treball correspon al conjunt del disseny
individual de cadascun deis objectius definits. Breument, ‘ —

Objectiu 1:

Les soques de Mycobacterium tuberculosis incloses en l'estudi han estat aíllades durant
un període consecutiu de quatre anys, en mostres de malalts ingressats en el servei de
Malalties Infeccioses de l'Hospital Clínic de Barcelona. L'análisi genétic de les soques s'ha fet

emprant la técnica molecular RFLP, amb la seqüéncia d'inserció IS6110 com a marcador.
Posteriorment, les imatges generades s'han analitzat per determinar l'abséncia/preséncia
d'agrupacions, avaluant-se en aquest últims la dinámica de transmissió, intra i/o

extrahospitalária, de la malaltia. Amb les dades generades s'ha avaluat, també, el risc de

contagi i de desenvolupar la malaltia deis pacients, no tuberculosos i contactes, companys

d'habitació deis malalts tuberculosos estudiáis. El seguiment deis malalts-contactes s'ha fet
durant un període consecutiu de 18-60 mesos.

Objectiu 2:

Estudi prospectiu de resisténcies ais fármacs antituberculosos, entre casos nous i

préviament tractats, de soques aíllades en malalts diagnosticats al districte de Bata i a l'illa de

Bioko, durant un període consecutiu de dos anys. L'antibiograma de les soques s'ha fet
utilitzant el sistema radiométric convencional i s'han avaluat els fármacs de primera línia. S'han
estudiat les mutacions associades a la resistencia a la isoniacida, gens katG i inhA, i

rifampicina, gen rpoB, amb un equip de PCR a temps real. L'epidemiologia molecular de les

soques resistents s'ha determinat amb la técnica RFLP-IS52I0. L'análisi estadística de les
variables sociodemográfiques i clíniques ha permés trabar els factors de risc associats a

resisténcia.

Objectiu 3:

Les soques que s'han estudiat han estat les mateixes que s'han aíllat préviament per
l'objectiu 2. La tipificado s'ha fet amb la técnica molecular RFLP associada a la IS6110. Els

patrons de restricció-hibridació s'han analitzat visualment i informáticament. Les imatges

generades s'han avaluat per determinar el grau de polimorfisme, i la preséncia/abséncia
d'agrupacions. Entre els malalts amb soques idéntiques s'ha investigat la distribució geográfica
d'aquestes, i els possibles lligams de transmissió de la malaltia. Finalment, s'han determinat,

estadísticament, els factors de risc associats a teñir una soca amb un patró idéntic a un altre.
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Resáltate. Artide I

I

DETECTION UNSUSPECTED CASES OF NOSOCOMIAL TRANSMISSION OF

TUBERCULOSIS USING A MOLECULAR METHOD

ClinicalInfectious Diseases 2001;33:453-459

G. Tudó, J. González, JM. Gatell, JA. Caylá, E. Martínez, A. García, M. Navarro, E. Sonano,
MT. Jiménez de Anta.

ciar establert fora de l'hospital. Les

variables historia prévia de TB i presó van

ser associada significativament amb

pertányer a una agrupació. A més, 109
malalts sense TB, -41 deis quals estaven
coinfectats amb el VIH-, que havien

compartit habitació amb alguns deis malalts
tuberculosos estudiats, van ser seguits
clínicament durant un mínim de 18 mesos i

un máxim de 60.

Entre els malalts-companys que van

sobreviure no es va detectar cap cas

secundan de TB que fos degut a una

transmissió nosocomial.

L'objectiu d'aquest estudi va ser

detectar, emprant la técnica RFLPTS6Í./0,
casos no sospitats de transmissió
nosocomial entre malalts tuberculosos que

es trobaven ingressats en un Hospital
Universitari.

Es van estudiar les soques de

Mycobacterium tuberculosis de 151 malalts.
Les soques de 37 malalts (24.5%) van

permetre definir 11 agrupacions diferents.

Cap deis malalts infectáis amb una

d'aquestes soques agrupades havien
coincidit uns amb els altres i el 5.4%

d'aquests tenien un lligam epidemiológic
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Detection of Unsuspected Cases
of Nosocomial Transmission of Tuberculosis
by Use of a Molecular Typing Method
Griselda ludó,1 Julián González,1 Josep M. Gatell,2 Joan A. Caylá,3 Esteban Martínez,2 Albert García,1
Marian Navarro,1 Eladio Soriano,2 and M. Teresa Jiménez de Anta,1 for the Tuberculosis Investigaron Unit
of Barcelona, Spain
’Servei de Microbiología, Institut Clínic d'lnfeccions i Immunologia, Oepartament de Microbiología i Parasitología Sanitáries, Institut
d'lnvestigacions Siomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), 2Serve¡ de Malalties Infeccioses. Institut Clínic d'lnfeccions i Immunologia,
Department de Medicina, IDIBAPS, Hospital Clínic, Universitat de Barcelona, and :‘Servei d'Epidemibíogia, Institut Municipal
de Salut Pública de Barcelona, Barcelona, Spain

The aim of this study was to use restriction ffagment length polymorphism to detect unsuspected cases of
nosocomial transmission of tuberculosis (TB) among patients who had been admitted to a university hospital.
One hundred fifty-one samples of Mycobacterium tuberculosis isolated írom patients with pulmonary TB were
studied. The isolates from 37 patients (24.5%) defined 11 dusters. None of the patients infected with these
cluster isolates had hospital stays that coincided with one another, and for 5.4% of the patients, the epide-
miological link was clearly outside the hospital. Previous incarceration was associated with infection with
cluster isolates. In addition, 109 patients without TB (41 ofwhomwere infectedwithhuman immunodeficiency
virus) who shared a room with patients who had TB were followed for 18-60 months. Among the patients
who survived, secondary cases of TB due to nosocomial transmission were not detected.

The ability to determine transmission links and risk
factors for acquiring infection and developing disease
with Mycobacterium tuberculosis has advanced since the
development of molecular methods for M. tuberculosis
cortiplex strain typing [1-3]. Several repetitive genetic
elements have contributed to DNA polymorphism in
M. tuberculosis [4-9]. Nonetheless, the insertion se-

quence (IS) 6110 is the most widely used marker for
epidemiological studies [10].
The restriction ffagment length polymorphism

(RFLP) typing method has been applied for population-
based studies [1-3, 11, 12], differentiation of new cases

of tuberculosis (TB) from relapses [13], and identifica-
tion of cases of laboratory cross-contamination ] 14]. In
addition, DNA fingerprinting is ideal for studies of the
transmission of M. tuberculosis in closed institutions,
such as nosocomial outbreaks of infection in hospitals
[15-18], shelters for the homeless [19, 20], and prisons
[21, 22], Moreover, outbreaks of infection that involve
multidrug-resistant strains also have been studied by use
of this method [15, 23-26],

Because the interval of time between infection and

the development of the disease ranges from a few weeks
to several years [23, 27], transmission in closed insti-
tutions may be difficult to identify. The aim of the
present study was to detect unsuspected cases of no-
socomial transmission of TB during a long-term study
period by use of a molecular typing method.
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MATERIALS AND METHODS

Study setting. The study was performed in a 900-bed
university hospital. During the 43 months of the study
period, ~504 patients had TB diagnosed, 397 (78.8%)
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Probe) [44). Drug susceptibility testing was performed by use
of the proportions method with the radiometric system [43],
Molecular analysis. IS6110 RFLP patterns were deter-

mined according to the standard procedure described by van
Embden et al. [10].
Analysis of RFLP patterns. Fingerprinting patterns were

analyzed by means of visual examination. A duster was defined
as 3=2 strains with identical numbers of copies and locations
of IS6110.

Research and follow-up ofRPs. The hospital census was
reviewed to determine which rooms had been assigned to IP
patients. Next, the IDW register was used to identify all of the
persons who shared rooms with IPs (i.e., RPs) during the same

period. The clinical follow-up of RPs was performed by re-
viewing the Microbiology Laboratory database and the official
notifications to the Barcelona TB program during the past 18
months. The mortality census of Barcelona was checked to see
how many RPs had died during the study period.
Statistical analysis. Demographic, clinical, and laboratory

characteristics of patients with cluster isolates were compared
those of patients with noncluster isolates. The univariate analysis
was performed by use of the x2te st, with Yates correction when
indicated, and Fisher’s exact test Multivariate analysis was per-
formed by use of logistic regression. The logistic regressionmodel
was tested by use of the Hosmer-Lemeshow test.

of whom had their infections confirmed by means of microbi-
ological testing. The remaining cases were diagnosed on the basis
of clinical and epidemiological suspicion and favorable response
to treatment.

Smear-positive patients who had TB diagnosed in the Hos-
pital Clínic (Barcelona) were isolated in single rooms with neg-
ative pressure and without ultraviolet light. Masks (EN 149
FFP2S; 3MM) were required for health care workers and vis-
itors. Patients with TB were allowed out of their rooms only
to undergo procedures and they were required to wear a mask.
Approximately 70% of the patients with TB were admitted to
the Infectious Disease Department. The infectious disease ward
(IDW) has 22 beds, including 2 single rooms with negative
pressure.
The study comprised 2 different parts: the molecular typing

of the isolates obtained from Índex patients (IP) during a 43-
month period, and the research and follow-up of their room-
mates for 60 consecutive months (range, 18-60 months).
Patients. Each patient was dassified as either an IP or as

a roommate of an IP (RP). An IP was a patient who had been
admitted to the Infectious Disease Department of Hospital
Clínic for at least 1 day with culture-confirmed M. tuberculosis
recovered from respiratory samples. An RP was a patient with-
out suspected or confirmed TB who shared a room with an IP
for at least 1 day.
Definitions. The exposure period was defined as the num-

ber of days an IP and an RP shared a room. The mínimum
period ofRP survival after exposure was 1 year for HlV-infected
patients and 2 years for patients without HIV infection. This
definition was based on the reported incidence of TB. Several
studies have reported that the lifelong risk of developing TB is
5%—15% for immunocompetent persons with TB infection,
although the incidence is greatest during the first 2 years after
exposure to the contagión [28-34]. For HlV-infected subjects,
the annual risk of developing TB is 4.7%-9.7%, which increases
to 35.7% during outbreaks of infection in closed institutions
[15, 23, 35-38]. Receipt of >10 days of continuous antituber-
culous therapy was used to define an IP as “treated.” This
definition is based on studies done in the 1970s of contacts of

patients with TB. These studies concluded that patients who
received treatment were not contagious [31, 39-42],
Patient data. Data concerning the IPs and RPs were ob-

tained from the hospital database, laboratory records, review
of medical charts, IDW registers, and records of the TB control
program of the Barcelona Department of Public Health.
Mycobacterial strains and clinical specimen Processing.

Clinical samples were digested and decontaminated by use of
the NaOH-N-acetyl-l-cysteine method [43]. Samples were cul-
tured in Lówenstein-Jensen slants (BBL) and onto radiometric
12B médium (BACTEC; Becton-Dickinson). Identification was

done by use of commercial DNA probes (AccuProbe; Gen

RESULTS

IP characteristics and RFLP patterns. The isolates recovered
from 151 patients were included in the study. Different patterns
were found in 114 isolates (75.4%). The remaining 37 isolates
(24.5%) were dassified into 11 different cluster groups. The
main characteristics of the 37 patients with duster isolates and
the 114 patients with noncluster isolates were compared (table
1). Univariate analysis showed that radiological evidence of
cavitation, lack of resistance to antituberculous drugs, injection
drug use, history of incarceration, and previous TB were the
factors observed significantly more frequently among patients
who were infected with cluster isolates. Multivariate analysis
revealed that histories of TB and, especially, incarceration were

independent factors for acquisition of cluster isolates (table I).
Epidemiological investigation. Seven IPs (19%) had been

previously admitted to the hospital, and none had prior ad-
missions to the Hospital Clínic that coincided with those of
another IP. Prison contact was clearly established for patients
with cluster I (table 2). Twenty (74%) of 27 patients included
in cluster groups A-E and H had a history of imprisonment,
2 lived near each other, and 2 others were injection drug users.
The mechanisms of transmission were not determined for the

patients in the remaining cluster groups.
Research and follow-up of the secondary cases. Eighty-
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Table 1. Demographic and epidemiologic characteristics of the 151 Índex patients who were studied.

Multivariate analysis3Univariate analysisNo. (%) of patients infected with
Noncluster isolates

(n = 114)
Cluster ¡solates

(n = 37) Pb Adjusted OROR (95% Cl) PCharacteristic

Age group, years

«30

31-45

2.5 (0.7-9.4)
3.9 (1.1-14.6)

27 (65.9)
63 (77.7)
24 (82.8)

.1914 (34.1)
18 (22.2)
5 (17.2)

.03

18=46

Sex

1.1 (0.4-3.2)90 (75.0)
24 (77.4)

.930 (25.0)
7 (22.6)

Male

Female

Country of origin
Spain
Other

Cavitary disease0

1

2.2 (0.4-15.2)101 (74.2)
13 (86.7)

.335 (25.7)
2 (13.3) 1

23.7 (7.0-87.5) <.00127 (45.8)
80 (95.2)

32 (54.2)
4 (4.8)

Yes

1No

Sputum smear result
Positive

Negative
History of tuberculosis

68 (79.0)
46 (70.8)

0.6 (0.2-1.4)18 (20.9)
19 (29.2)

.32

1

20 (57.1)
94 (81.0)

3.2 (1.3-7.8)15 (42.9)
22 (18.9)

.007 2.4 (0.19-6.4) .07Yes

1No

Previous admission to hospital
19 (73.1)
95 (76.0)

1.17 (0.4-3.3)Yes 7 (26.9)
30 (24.0)

.94

No 1

Drug resistance
Any resistance
No resistance

HIV ¡nfection status

Positive

Negative
Alcohol abuse

18 (100.0)
96 (72.2)

0.0 (0.0-0.77) .006

37 (27.8) 1

26 (29.8)
11 (17.2)

61 (70.1)

53 (82.8)

2.0 (0.87-4.92) .06
1

Yes 6 (30.0)

31 (23.6)

14 (70.0)

100 (76.3)

1.38 (0.4-4.2) .58

No 1

History of incarceration
Yes 20 (76.9)

17 (13.6)

6 (23.1)

108 (86.4)

21.0(6.7-69.0) <.001 18.9(6.5-54.5)
No 1 1 <001

Injection drug used
Yes 23 (39.7)

14 (15.2)

35 (60.3)

78 (84.8)

3.7 (1.6-8.6) <001

No 1

3

Only significant data are shown.
b
Statistical significance at P<.05.

c

Excluding 8 patients for whom radiographs were not mentioned in the medical record.
d
Excluding 30 patients for whom information concerning drug use was not available.

seven (57.6%) of 151 IPs who had been admitted to the In-
fectious Disease Department were found in the IDW census.
The remaining 64 patients had been distributed in other wards
that did not have registries. Thirty-three (37.9%) of the 87
patients were in isolated rooms for the whole period of their
hospital stay.
Fifty-four (62%) IPs shared rooms with 151 RPs. Forty-two

RPs were excluded ffom the study because they had shared

rooms with patients who had TB that was not confirmed by
culture or nonpulmonary TB. The final number of RPs who
were studied was 109, 41 (38%) of whom were HIV infected
and 68 (62%) of whom were not HIV infected. Every RP was
classified according to HIV status, smear result, and TB therapy
of the IP (table 3). Table 3 shows the RPs’ exposure to 8 different
risk situátions, which varied from contact with treated, smear-

negative IPs for =S5 days to contact with untreated smear-
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General characteristics of the 11 cluster groups found among 151 patients withTable 2.

tuberculosis.

Cluster and patient
characteristics ABCDEFGH I J K

No. of ¡solates3

No. of copies of IS6110
HIV status, no. positive/
no. negative

Result of acid-fast
bacillus smear, no.

positive/no. negative
Sex, no. male/no. female

Source of infection6

4 2 2 3

6 13 12 11 7 10 12 11 8 12

2 2 23 9 44

6

2/1 2/2 7/2 2/2 3/1 1/1 1/1 3/0 2/0 1/1 2/0

3/0 2/2 6/3 2/2 2/2 0/2 1/1 3/0 1/1 0/2 1/1

1/2 4/0 8/1 3/1 3/1 2/0 2/0 2/1 2/0 1/1 2/0
NFC NFC NFC NFC NFC NF NF NFC Pc NF NF

NOTE. NF. not found; R prison.
a
The 11 clusters comprised 37 ¡solates.

b Epidemiológica! relationship between the patients.
c
See comments in the epidemiológica! investigaron section of Materials and Methods.

any cluster isolate shared a history of imprisonment or lived
in the same neighborhood.
The following different population models of TB transmis-

sion that used the molecular methods have been reported: (1)
general population [1-3, 11, 12]; (2) outbreaks of infection,
often due to multidrug-resistant isolates that are found in
dosed communities or hospitals [15-17, 19, 20, 23-27]; (3)
penitentiary populations or other restricted communities [21,
22, 47, 48]; and (4) detection of cases of unsuspected noso-

cornial transmission [18, 46]. The percentage of isolates found
in clusters varied in these models; it ranged ffom 38%-55% in
open population studies to 44%-89% in studies of outbreaks
of infection. The situation in restricted communities and hos-

pitáis is intermedíate (percentage of isolates found in clusters,
51%-74% and 25%-54%, respectively). Similarly, among the
isolates included in clusters, a correlation may be established
with conventional epidemiology in a small proportion of clus-
ters in open population studies (10%—29%); this proportion
may be very high during the course of outbreaks of infection
(70%—90%). The data in the present study are similar to those
observed in the monitoring of nosocomial transmission 118,
46] (5% and 2.2%, respectively).
Nineteen percent of the IPs who were infected with cluster

isolates had been previously hospitalized in our cerner. How-
ever, none of the patients’ hospital stays coincided with another,
so transmission was not nosocomial. Nonetheless, the possible
contact of these patients with other patients who acted as a

common nosocomial source during previous admissions can-
not be excluded.

Various risk factors associated with clustering have been de-
scribed in the literature [1, 11, 12, 18, 46], Univariate analysis
associated the following factors with an increased risk of being
infected with a cluster isolate: presence of cavitated TB, drug
sensitivity that contrasts with the outbreaks of infection with

positive IPs for >5 days. However, it should be taken into
account that the definition of untreated IPs included patients
who had received <10 days of treatment. Among these groups,
the theoretical higher risk of transmission was for RPs who had
been exposed to untreated, smear-positive IPs: 9 (21.9%) of 41
HlV-infected RPs and 21 (30.8%) of 68 RPs without HIV in-
fection. Most of the RPs (5 of 9 HlV-infected RPs and 17 of
22 RPs without HIV infection) were exposed to untreated,
smear-positive IPs for =£5 days (mean, 1-2 days).
Clinical follow-up was performed from the time of inclusión

in the study protocol until the end of the study: 43% were
followed for 60 months, 30.2% for 3=36 months, and 26.6%
for 12-24 months. Twenty-eight of the HlV-infected patients
(68.3%) and 26.4% of the patients without HIV died during
the follow-up period as a result of other diseases (table 3). One
HlV-infected RP developed TB 16 months after 2-days’ ex-
posure to an IP after the IP had received treatment for 1 month.
RFLP analysis of both strains showed different patterns.

DISCUSSION

The introduction of molecular typing in the epidemiology of
Ai. tuberculosis has led to important advances in the knowledge
of the risk factors associated with acquisition of infection and
the development of the disease. The IS6110 RFLP technique
[10] has been the most effective in epidemiologic studies of TB
transmission [45, 46]. In this study, the IS6110-based RFLP
typing method was used to detect unsuspected cases of no-
socomial transmission of TB among patients who were ad-
mitted to our hospital.
The molecular analysis of 151 isolates selected in the study

allowed identification of 11 clusters. A epidemiologic relation-
ship was established in one of the clusters (5.4% of the isolates).
Nonetheless, only 21 patients (56.7%) who were infected with
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Table 3. Classification of roommate patients during follow-up according
to type and time of exposure to Índex patients with tuberculosis (TB).

No. (%) of roommate patients
(n = 109)

HlV-positive HlV-negative
Exposure
time,
daysa

Characteristics
of Índex patients
(n = 54)

Survived
Total »1 year

Survived
Total »2 years

Smear positive for TB
Treated «5 4 2 1 1

>5 3 1 0 O

5 3 17«5 11Not treated

0 3>5 4 4

Smear negative for TB
Treated <5 7 3 2 2

>5 1 0 3 3

Not treated «5 12 4 31 21

1 10 9>5 4

41 13 (37.7) 68 50 (73.5)Total

NOTE. The number of patients who were smear positive was 28; the number who
were smear negative was 26. Roommate patients are patients without suspected or
confirmed TB who shared a room with an Índex patient for at least 1 day. Treated,
treatment with >10 days of continuous anti-TB therapy.

8

Days that roommate patients shared a room with índex patients.

studied. Forty-one of the RPs were HIV positive, and 30 (73%)
presented CD4 cell counts of <200 cells/mm3 during the ex-

posure period, a condition that enhances the risk of developing
TB [49], A rapid progression has been reported in the devel-
opment of active TB among HlV-infected patients [15, 23-27].
On the other hand, in clinical practice, it is admitted that after
several days of chemotherapy, the patients may become non-

contagious. Several early studies compared how many patients
becarne infected with TB or developed TB after contad with
a treated IP; they conciuded that treated smear-positive or cul-
ture-positive patients were not more contagious than were
treated IPs who had negative results of smear and culture 131,
39-42], Moreover, bacteriological studies have demonstrated
that the burden of bacteria decreases to 5% in 2 weeks [ 501.
However, with some exceptions [42], these studies were per-
formed using patients who were not receiving drugs according
to treatment schedules that included the most active drugs and
did not clearly assess the time period in which the patients
becarne noncontagious. Therefore, this issue still remains un-
solved [51, 52],
The contacts of the IPs in the present study were evaluated

on the basis of whether an initial 10-day treatment regimen
had been completed (table 3). A total of 87 (79.8%) of the RPs
were in contad with IPs who had receivcd <10 davs of anti-

tuberculous therapy. However, most RPs were in contad with
IPs for =£5 days. Several reasons may explain the contad be-
tween IPs who had been treated for <10 days and RPs: for
some IPs, TB was not suspected at admission, and for other
IPs, TB was moderately suspected but initial smear results were

multidrug-resistant isolates that have been reported [17, 24,
25], and a history of imprisonment and injection drug use.
Recent studies of populations with characteristics similar to
those of our patients show an important association between
these last 2 factors and infection with a cluster isolate [22,47].
In addition, multivariate analysis revealed that histories of TB
and, especially, incarceration were independent risk factors for
infection with cluster isolates.

In contrast [1, 3], no association was found between HIV
infection and belonging to 5=1 cluster groups. This could be
explained in part by the introduction of new antiretroviral ther-
apies (one-third of the patients in this study had received these
drugs). However, no specific investigation was performed to
demónstrate this. On the other hand, previous episodes of TB
were associated with infection with cluster isolates, and no other
factor for recent transmission was found in these patients. This
suggests that these patients could have been included in a com-
mon cluster group in the previous episode, and that the main
mechanism of TB development in the present episode may be
endogenous reactivation and relapse after poor treatment com-
pliance instead of new exogenous episodes. Nevertheless, this
point is not demonstrable because the strains of previous ep-
isodes were not available.

The aim of the second part of the study was to determine
the risk of infection with and development of TB for RPs.
Eighty-seven IPs were studied, and we evaluated their situation
in the IDW and localized their contacts. During the máximum
follow-up period of 60 months, none of the 109 RPs developed
TB as a result of contact in the hospital with the IPs who were
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negative. Most of the untreated IPs (i.e., patients who received
<10 days of therapy) who shared a room with an RP for >5
days had received 7-9 days of appropriate treatment.
A total of 73.5% of the immunocompetent RPs survived for

2 years, and 37.7% of HlV-infected RPs survived for 1 year.
The highest risk of development of TB disease occurs during
the first 2 years after infection [28-34]. Nonetheless, several
factors may influence the development of TB, such as the age
of the contact patient (TB occurs more frequently in children)
[34] and elderly persons [53]; the intensity of smear positivity
of the IP [54]; and the degree of relationship between the IP
and the contact patient, which is greater for contact patients
who sleep in the same room (9% of persons who slept in the
same room vs. 6% of persons who did not sleep in the same

room) [30, 55]. A more rapid progression to disease has been
demonstrated in HlV-infected patients; it is 6.9%—13% during
the first year for purified protein derivative (PPD)-positive or

anergic patients and ~5% for PPD-negative patients, becoming
highest (35%-50%) during nosocomial outbreaks of infection
[ 15, 23]. It may theoretically be estimated that 1-2 of the HIV-
infected RPs who survived and 2-3 of immunocompetent RPs
who survived could have developed TB; however, no cases of
TB were detected. Several factors may explain this fact: the
unknown State of infection of the RPs; both the lack of ho-

mogeneity between duration of exposure and time of initiation
of treatment of the IPs when contact occurred with the RP;

the high mortality rate among the HlV-infected population
(37.7% of the patients survived for 1 year after inclusión in
the study); and the retrospective nature of the search for contact
patients. In addition, the study was performed with the as-
sumption that all cases of TB that were diagnosed in our city
were detected by use of the active epidemiologic surveillance
system of the Barcelona TB Program [56].
In conclusión, no evidence of nosocomial transmission was

observed among the patients who were infected with the dif-
ferent cluster isolates that were determined. Nonetheless, a pro-
portion of patients with culture-confirmed TB could not un-
dergo the complete isolation measures indicated in the hospital
program as a result of the lack of isolation rooms and the delay
in the diagnosis, which was a consequence of TB not having
been initially suspected or confirmed by positive results ofstain-
ing. During this study, the hospital stays of up to 4 patients
with TB likely coincided in the IDW, and 2 of these patients
did not stay in an isolated single room. It may be conduded
that more single isolation rooms are needed in a IDW that
attends to >42 patients with pulmonary TB per year. The use
of the IS6110-based RFLP typing technique for M. tuberculosis
as a screening tool may be justified in the surveillance of TB
transmission.
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Estudi prospectiu de resisténcies ais
fármacs antituberculosos desenvolupat a

Guinea Equatorial de marg del 1999 a

febrer del 2000. Els objectius van ser

determinar la freqüéncia de resistencia en

casos nous i préviament tractats, estudiar
els factors de risc associats a la resisténcia,
descriure genéticament les mutacions
associades a la resisténcia a la INH i la

RMP i tipificar les soques resistents.
Durant tot el període d'estudi es van

estudiar 499 malalts. D'aquest 240 foren
cultiu positiu i identificat com a complex M.
tuberculosis. L'antibiograma va ser possible
en 236 soques. La freqüéncia de resisténcia
entre casos nous va ser del 16.9%

(38/224), i entre els casos préviament
tractats va ser de 41.6% (4/5). La
monoresisténcia a la INH va ser majoritária
en els dos grups d'un 12.5 i 16.6%,

respectivament. La MDR es va observar en

el 1.7 i el 25 % en casos nous i préviament

tractats, respectivament. El sexe femení va
ser associat amb resisténcia en casos nous

(OR 2.5; 95% CI 1.2-5.2 ). De les 41

soques resistents a la INH 33 (80.5%)
tenien mutat el gen inhA, i totes les soques

tenien resisténcies a la INH de baix nivell.

No hi va haver cap soca amb mutació en el

gen katG, I les vuit soques restants no

tenien cap mutacions en cap deis dos gens

estudiáis. Vuit soques van ser resistents a

la RMP i sis tenien el gen rpoB mutat. El
86% de les soques resistents van ser

tipificades i 30 d'aquestes soques van

determinar 7 agrupacions.

L'estudi va detectar una freqüéncia
moderada de resisténcia entre casos nous,

amb predomini de resisténcia de baix nivell

a la INH associada a mutacions en el gen

inhA; amb un alt percentatge de soques

resistents agrupades.
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SUMMARY

previously treated cases, respectively. Female sex was
statistically associated with resistance in new cases. Of
41 isoniazid-resistant strains, 33 (80.5%) had mutations
in the inhA gene; none had mutations in the katG gene
and eight had no mutations in either gene. All strains
had low-level isoniazid resistance. Of eight strains resis-
tant to rifampicin, six had mutations in the rpoB gene.
Genotyping defined seven clusters.
CONCLUSIONS: Modérate resistance was found in new

cases. Low-level isoniazid resistance predominated among
mutations in the inhA gene, with a high percentage of
clustering in resistant strains.
KEY WORDS: tuberculosis; drug resistance; katG, inhA,
rpoB genes; transmission; Africa

SETTING: Five districts in Equatorial Guinea, March
1999 to February 2001.
OBJECTIVES: To determine tuberculosis drug resistance
among new and previously treated cases, the risk factors
associated with resistance, and the mutations associated
with isoniazid and rifampicin {katG, inhA and rpoB
genes) resistance, and to genotype resistant strains.
RESULTS: A positive culture identified as Mycobacte-
riunt tuberculosis complex was obtained in 240/499
patients. Susceptibility testing was performed in 236
strains. The overall resistance rate in new cases was

16.9% compared to 41.6% in previously treated cases.
Isoniazid resistance was the most frequent (respectively
12.5% and 16.6%) in the two groups, while multidrug
resistance was observed in 1.7% and 25% of new and

tries in which multidrug resistance (MDR-TB, defined
as resistance to at least isoniazid [INH] and rifampi-
cin [RMP]) among new cases was more than 3%. In
Africa, the overall level of resistance among new cases
was from 6.3% to 24.8%, and the level of MDR-TB
was 1% to 5.3%.2 However, the data available on the
rates of drug resistance in Africa are not extensive, as
only eight countries have conducted nationwide sur-
veillance of the level of drug resistance.2

Equatorial Guinea is in the Gulf of Guinea in West
Africa and has an area of 28 051 km2, with a popula-
tion of 442 000. The country is made up of a conti-
nental zone, a large island (Bioko) and a small island
(Annobon). Administratively, Equatorial Guinea is
divided into 18 districts. The National Tuberculosis
Control Programme (NTCP) of Equatorial Guinea
was established in 1986 by the Ministry of Health.3
The Spanish International Cooperation Agency (AECI)
has supported the NTCP since its initiation, and the

ONETHIRD of the world’s population is infected with
Mycobacterium tuberculosis, with about 8.4 million
new cases of tuberculosis (TB) worldwide. This increase
is largely due to a 20% rise inthe incidence of TB in the
African countries most affected by the human immuno-
deficiency virus (HIV) and acquired immune-deficiency
syndrome (AIDS) epidemic. If the present trend contin-
ues, 10.2 million new cases may be expected in 2005,
with more cases being observed in Africa than in any
other World Health Organization (WHO) región.1

The emergence of anti-tuberculosis drug resistance
is an increasing problem for populations and TB con-
trol programmes in industrialised and developing
countries alike. A recent global project on anti-
tuberculosis drug resistance surveillance by the WHO
and the International Union Against Tuberculosis and
Lung Disease (IUATLD),2 reported a prevalence of
drug resistance among new cases of more than 10%
in more than 30 countries; it also identified 14 coun-
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treatment (DOT) during the first 2 months; following
hospital discharge the patients were given drugs for
15 days of treatment and were asked to return for a
control visit and collect the following 15-day treat-
ment. This was done until completion of the second
phase of treatment. 2) Retreatment or therapeutic
failure cases: INH, RMP, EMB, PZA and streptomy-
cin (SM) were given for 2 months, followed by INH,
RMP, EMB and PZA for 1 month and INH, RMP
and EMB, for 5 months. 3) Chronic cases, defined as
retreatment failures, are treated for an indefinite
period with INH. Only in cases of MDR was oflox-
acin (OFX) administered, when available and if the
drug susceptibility test (DST) was sensitive. Cases
suspected of being resistant (recent previous treat-
ment, treatment failure, and poor evolution with

CIDOB Foundation, a non-governmental organisa-
tion (NGO), provided support from 1996 to 2001.
The NTCP covers 16 of the 18 health districts (89%),
providing health care to 96.3% of the overall popula-
tion. Patients are diagnosed following NTCP guide-
Unes, which include clinical symptoms and smear
valúes.3 The treatment guidelines for new cases in-
elude INH, RMP, pyrazinamide (PZA) and ethambu-
tol (EMB) administered over a 6-month period. The
NTCP guidelines do not inelude a policy on treatment
with second-line drugs.

In 2000, the number of new cases and the inci-
dence of smear-positive cases were estimated at 141
and 113 per 100 000 population, respectively. Treat-
ment was initiated in 98.2% of the cases, and 13.6%
of the TB patients had HIV co-infection (NTCP 2000
report, unpublished data). No published information . fever and persistent toxic syndrome) were priori-

tised for DST so that treatment could be modifiedon drug resistance was available in Equatorial Guinea
before the study.

The aim of this study was to determine the frequeney
and type of resistance to first-line anti-tuberculosis
drugs, to identify those associated with resistance in
TB patients, to describe the mutations associated with
resistant strains, and finally, to study the geographic
distribution of resistant strains in five districts of

accordingly.

Sample collection
In accordance with NTCP guidelines, two sputum
samples were obtained from each patient for diagnos-
tic purposes: one on the first consultation, and the
other the following day. Smear microscopy was per-
formed for each sample in the Bata and Malabo lab-
oratories. One of each two samples was frozen, and
sent every 4 months to theMicrobiology Laboratory at
Hospital Clínic, Barcelona, for the remaining studies.
For children in whom sputum could not be obtained,
a single gastric aspiration was performed.

Patient data
A data sheet designed for collecting information on
each study patient included demographic data: sex,
age, country of origin, district; clinical data: HIV sta-
tus, alcohol consumption (interviewer’s subjective
evaluation), tuberculin skin test (read by the TB dis-
trict supervisor in accordance with NTCP criteria:
children aged <5 years in contact with smear-positive
patients), residence in another country, history of
familial TB, previous TB, chemoprophylaxis (indi-
cated by the NTCP in children aged <5 years in con-
tact with TB patients; chemoprophylaxis consisted of
INH for 6 months after active TB disease was elimi-
nated by clinical symptoms and X-ray), clinical form,
and microbiological data: culture and smear results,
species identification and DST.

Mycobacterial cultures
The samples were digested and decontaminated by
the NaOH-N-acetyl-cysteine method,4 and were cul-
tured on Lowenstein-Jensen slants (BBL) and in radio-
metric BACTEC 12B médium (Becton Dickinson,
Sparks, MD). Identification was confirmed using
commercial DNA probes (AccuProbe; Gen Probe,
San Diego, CA)5 and polymorphic restriction analysis
(PRA)A7

Equatorial Guinea over a 2-year period.

STUDY POPULATION AND METHODS

Study setting
The study was carried out over 24 consecutive months,
from 1 March 1999 to 28 February 2001, in five of
the 18 districts in Equatorial Guinea: one district in
the continental zone (Bata), and four districts of Bioko
Island (Malabo, Riaba, Luba and Baney). The 13 re-
maining districts were not included because it was
impossible to keep samples refrigerated or frozen
until transport to the Malabo and Bata TB clinics.

Patients

Thirty-nine per cent of the overall population was
studied. Patients diagnosed with TB within the geo-
graphic area defined in the study during the estab-
lished study period were included in the study, while
those patients who fulfilled the inclusión criteria but
in whom samples were not provided were excluded.
The criteria for TB diagnosis were those described by
the NTCP.3 Briefly, a diagnosis of TB was established
in those patients with clinical manifestations compat-
ible with any site of TB and who were smear-positive, or
those patients with the above criteria but who were

smear-negative and who decided to initiate anti-tuber-
culosis treatment after other diseases were excluded
from the diagnosis. Treatment of TB patients, inde-
pendent of HIV status, consisted of the following: 1)
new cases: INH, RMP, PZA and EMB for 3 months,
followed by INH and RMP for 4 months. Patients were
admitted to hospital and received directly observed
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fluorescent pro bes were designed for each mutation
site, one homologous to a susceptible DNA strain
(labelled with FAM fluorophor), and the other to a
mutated DNA strain (labelled with VIC fluorophor).
In the case of the rpoB gene, five probe pairs were
designed to cover the 27 target codons.11

Clinical sample DNA extraction
One mi samples were centrifuged for 10 min at
13 000 rpm, the supernanant was rejected and the
sediment was resuspended with 200 |jl1 of TE buffer
and inactivated for 45 min at 95°C in a thermal cycler.
A silica gel column system (High Puré DNA Extrae-
tion Kit, Roche Diagnostics®, Indianapolis, IN) was
used for DNA extraction following the manufacturer’s
instructions.

Drug susceptibility testing method
DST was performed using the proportions method by
the radiometric system.8 All of the positive cultures
were tested against first-line anti-tuberculosis drugs
at the following concentrations: 0.1 ¡xg/ml for INH,
2 ¡xg/ml for RMP, 7.5 ¡xg/ml for EMB, 6 ¡xg/ml for
SM, and 100 |xg/ml for PZA. On detection of first-line
drug resistance, the strain was tested with second-line
anti-tuberculosis drugs at the following concentrations:
5 ¡xg/ml for amikacin (AMK), 5 ¡xg/ml for capreomycin
(CAP), 50 ¡xg/ml for cycloserine (CIC), 5 ¡xg/ml for
ethionamide (ETH), 5 ¡xg/ml for kanamycin (KAN), 1
¡xg/ml for OFX, 0.5, 1 and 2 ¡xg/ml for rifabutin
(RFB), and increasing INH concentrations of 0.2,0.4,
1, 5 and 10 ¡xg/ml.

Definitions

The definitions used for resistant cases were those rec-

ommended by theWHO/IUATLD:2 resistance among
new cases was defined as resistance to at least one of
the anti-tuberculosis drugs in patients who had never
been treated with these drugs or who had received
treatment for less than one month. Resistance among
previously treated cases was defined as resistance to at
least one of the anti-tuberculosis drugs in patients who
had previously been treated for at least one month.
MDR was defined as resistance to at least INH and
RMP. Polyresistance was defined in this study as resis-
tance to more than one drug, but not simultaneous
resistance to INH and RMP.

Amplification-hybridization assay
For each sample studied, eight amplification analyses
were made (IS6110, c315 katG, RBS inhA, 5x c432-
456 rpoB).n The pair of probes designed (wild type
FAM, mutated VIC) for each resistance gene were
mixed in the same amplification reaction. The ampli-
fication programme was the same for all amplifica-
tion reactions; 2 min at 50°C, 10 min at 95°C and 40
eyeles of 15 sec at 95°C and 60 sec at 60°C. Ampli-
fications were performed in an ABI Prism 7700 (Applied
Biosystems®) spectrofluorometric thermal cycler.

Results analysis
The results obtained were analysed by the Software
Sequence Detection System (Applied Biosystems®).

Molecular analysis
IS6210-RFLP patterns were determined according to
standard procedures.12 Fingerprinting patterns were
analysed visually. A cluster was defined as two or
more strains with identical numbers of copies and
locations of IS6210.

HIV testing
HIV status was studied retrospectively only in smear-
positive TB patients. The test was performed on filter
blood samples collected at the time of diagnosis using
a described method.9 A rapid test, Determine™ HIV-
1/2 test (Abbott, Abbott Park, IL, USA), was per-
formed in Equatorial Guinea using a double-blind
method. Positive results were confirmed in Barcelona
using the INNO-LIA™ HIV confirmation kit (Inno-
genetics, Gent, Belgium). The test results were in-
cluded in the database in Barcelona.

Follow-up of the TB patients
The patients were followed for different lengths of
time (14-30 months), depending on when they were
diagnosed, i.e., since the first (1999-2000) or second
(2000-2001) study period. Two follow-up methods
were carried out: 1) active follow-up: during the
treatment period follow-up consisted of weight con-
trol, adverse drug reactions, evolution of clinical
symptoms, and control bacilloscopy at 2, 4 and 6
months in accordance with NTCP guidelines.3 Clinical
resistance was suspected when the smear remained
positive after 2 months of treatment, and persistence
was considered depending on whether the patient
presented significant improvement in fever and cough.
Clinical resistance was confirmed when the smear

remained positive after 4 months of treatment with
persistence of clinical symptoms; 2) passive follow-
up: after completion of treatment, follow-up was

Genotyping of the mutations

Taqman® probes and primer design
The gene sequences of insertion sequence (IS)6210,
katG, inhA, and rpoB were selected from the Genebank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Using the software pro-
gramme Primer Express 1.5 (Applied Biosystems®,
ABI, Foster City, CA), Taqman® probes and primers
for each genetic zone were designed. According to the
prevalence of mutations found in genetically charac-
terised strains collected for a previous study,10 the
mutation zones selected for study were: codon (c) 315
of the katG gene, ribosome binding site (RBS) of the
inhA gene for INH, and the 81 base pairs (bp) be-
tween c432 and c458 of the rpoB gene for RMP. Two
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performed by reviewing official notifications of cases
to the Equatorial Guinea NTCP.

Statisticaí analysis
Demographic, clinical and laboratory characteristics
of patients considered as new cases were compared
with those of previously treated patients using a logis-
tic model. In addition, the associations between the
risk factors studied in patients with a resistant DST
result were evaluated with a logistic model using the
generalised estimating equations (GEE) technique,
which Controls the statisticaí dependence among indi-
viduals in the same cluster.13 P valúes <0.05 were

considered statistically significant. The differences
between relapses in sensitive and resistant patients
were evaluated using Fisher’s exact test. Statisticaí
analyses were performed using the SPSS 10.0 (Chi-
cago, IL) and SAS 8.0 (Cary, NC) statisticaí packages.

Table 1 Patterns of resistance among new and previously
treated cases

Previously
treated cases

(n = 12)
n (%)

New cases

(n = 224)
n (%)Pattern of resistance

No resistance

Some resistance

One drug resistance

1 (58.3)
5(41.6)
2(16.6)
2 (16.6)

186 (83.0)
38(16.9)
30(13.4)
28(12.5)H

R 0 0
E 0 0

2 (0.9)S 0
Z 0 0

Muitidrug resistance* 5 (2.2)
3 (1.3)
1 (0.45)

3 (25.0)
HR 0

2(16.6)
1 (8.3)

HRE
HRS 0

1 (0.45)
3(1.3)
3(1.3)

HRSZ 0

Polyresistance 0
HS 0

* Defined as resistance to at least H and R.
H = isoniazid; R = rifampicin; E = ethambutol; S = streptomycin; Z =
pyrazinamide.

RESULTS

Patients

From March 1999 to February 2001, 1043 patients
from all of Equatorial Guinea were diagnosed with
TB (NTCP 2000 report, unpublished data). In the
study area, Bata district and Bioko Island, 499 (47.8%)
patients were studied; 57.9% were smear positive.
The male:female ratio was 277:222, with a mean age
of 33.3 years (range 2-85). Thirty-five (7%) patients
were aged under 15 years and 93.5% of the cases were
born in Equatorial Guinea. HIV testing was performed
in 376 of the 499 patients (75.3%). Co-infection with
HIV was observed in 13.5% (51/376) of the patients
studied..

monoresistant strains) or more drug (eight MDR and
three polyresistant strains).

Resistance among new cases
Of the 236 strains studied, 224 (95%) were new cases
(Table 1). Resistant strains were isolated in 38
(16.9%) patients, with 13.4% showing resistance to
one drug: 12.5% demonstrated resistance to INH and
0.9% were resistant to SM. MDR was detected in 2.2%
and polyresistance was detected in 1.3%. Among
patients aged <15 years, four cases of resistance to
INH were detected (10.5%).

Resistance among previously treated cases
Of the 236 strains studied, 12 (5%) were previously
treated cases (Table 1). Five (41.6%) patients showed
resistance to one or more drug, with 16.6% resistant
to one drug. MDR was detected in 25%. No resis-
tance was detected among previous cases in patients
<15 years.

Second-line drug resistance
All the 43 strains showing resistance to first-line
drugs were tested against second-line drugs, and 12
patients (28%) showed resistance (Table 2). All the
patients resistant to RMP were also resistant to RFB;
strains resistant to ETH were associated with INH
resistance.

Samples and strains
Five hundred and three samples were collected from
the 499 patients included during the study períod.
Four patients had two samples corresponding to dif-
ferent TB episodes. Culture was negative in 167/503
samples (33.2%) and was contaminated in 92/503
(18.2%). Respectively 67 and 25 of the culture-negative
and contaminated samples were smear-positive. Finally,
244 (48.5%) samples were culture-positive, 82.4% of
which were smear-positive. Samples from patients
under 15 years of age were distributed as follows: three
children under 10 years of age (2, 5 and 7 years), and
33 (94.2%) children between 11 and 15 years of age.
Seventeen (51.5%) were smear-positive.

M. tuberculosis complex was identified in 98.3%
of the cases (240 strains were M. tuberculosis and one

was M. bovis) and the remaining isolates were identi-
fied as non-tuberculous mycobacteria (one M. gordo-
nae and two M. fortuitum complex).

DST was performed in 236 strains (four isolates
were not recovered for susceptibility testing) (Table 1):
193 (81.7%) strains were drug-susceptible, and 43
(18.2%) strains presented resistance to one (32

Risk factors associated with resistance
among new cases
The variable female sex (11.5% vs. 24.7%, OR 2.5;
95%CI 1.2-5.2, P = 0.009) was found to be signifi-
cantly associated with resistance among new cases on
bi- and multivariate analysis. This significance was not
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mined in 28% of the patients); 60% lived in Bata; and
90% were new cases.

The strains associated with clusters were isolated

throughout the study period. The hypothesis of cross-
contamination was eliminated, as the samples were
processed in different culture lots. The mechanism of
transmission among cluster patients with resistant
strains could not be determined.

Table 2 Relationship between resistance to first- and
second-line drugs

Second-line drug
resistance

Resistant strains First-line drug
(n= 12) resistance

ETHH1
ETHHS

.1
OFXHS2

HR RFB1
ETH + RFBHR2

HRE RFB1

Follow-up of the TB patients
Of the 236 TB patients in whom DST had been per-
formed, 120 were followed for 14-18 months and
116 were followed for 19-30 months. When the DST
was determined, most of the patients were in the final
stages of treatment, with no signs of treatment fail-
ure. All the cases with resistance to more than one

drug presented treatment failure and initiated retreat-
ment. With respect to the evolution of patients with
resistance to more than one drug, the results of follow-
up were as follows: among the eight MDR cases, two
died during treatment, two remained chronic, two ab-
andoned treatment and two were cured after retreat-
ment. The three polyresistant cases (Table 1) were
cured after retreatment. None of the patients with
low-level INH monoresistance showed clinical suspi-
cion of any resistance during the standard treatment
period, and their evolution was good. Relapse was
observed in 2/193 (1.03%) patients with sensitive
strains and in none of the 30 patients with INH-
monoresistant strains (P = 0.1889).

ETH + RFB
ETH + RFB + CYC
RFB + OFX + CYC

HRE2
HRS1
HRSZ1

H = ¡soniazid; R = rifampicin; E = ethambutol; S = streptomycin; Z = pyra-
zinamide; ET = ethionamide; RFB = rifabutin; OFX = ofloxacin; CYC =

cycloserine.

found when statistical analysis was adjusted for the fact
of being in a cluster. Other factors studied for which no
association was found with risk of resistance were:

age, district, country of origin, residence in another
country, history of familial TB, HIV status, sputum
smear result, alcohol consumption, tuberculin skin
test, chemoprophylaxis and clinical presentation.

Genetic analysis of the mutations
Of the 43 resistant strains, 41 were INH-resistant.
Thirty-three (80.5%) had mutations in the RBS of
the inhA gene, and no strain had mutations in the
katG gene. Moreover, the mutations studied were
not observed in the eight remaining INH-resistant
strains. On analysing the distribution of mutations
according to new and previously treated cases, 29/
36 (80.5%) new cases had a mutation in the inhA
gene, as did 4/5 (80%) previously treated cases. In
addition, 32 (78%) of the INH-resistant strains
with a mutation in the inhA gene had low-level
resistance. Eight strains were resistant to RMP: six
(75%) had mutations in the rpoB gene, with five
showing mutations in c456 and in c451 in the re-

maining strain.

Molecular epidemiology of resistant strains
Molecular typing was available for 37 (86%) of the
43 resistant strains. The patterns obtained were ana-
lysed with those corresponding to sensitive strains
(data not shown). Different patterns were found in
seven strains (18.9%), and the remaining 30 strains
(81%) were classified into seven different cluster groups
(I—VII). The size of the clusters ranged from 2 to 21
strains. Clusters V, VI and VII had two strains, one
resistant and the other sensitive. Cluster IV was com-

posed of two resistant and two sensitive strains. Clus-
ter III had two resistant strains. Cluster II was com-

posed of two MDR strains, and finally one cluster
included 21 low-level INH-resistant strains and three
sensitive strains. The main characteristics of the
patients in clusters were: 56.6% were females; 10%
HlV-positive (although HIV status was not deter-

DISCUSSION

The present study was mainly aimed at determining
anti-tuberculosis drug resistance in Malabo (and
Bioko Island) and Bata Districts in Equatorial Guinea
by establishing the frequency ofM. tuberculosis resis-
tance to first-line drugs in new and previously treated
cases, describing the resistance mutations to RMP
and INH (and their association with the level of resis-
tance), and analysing the molecular epidemiology of
the resistant strains.

The overall rate of resistance among new cases was
16.9%. Different studies in Africa have shown similar
rates, from 14.4% to 20.8%,14-17 but some of these
studies should be interpreted with caution, as they
were carried out several years ago. In addition, the
level of anti-tuberculosis drug resistance in the dis-
tricts studied is comparable to areas and/or countries
in West Africa such as the Ivory Coast (13.4%),18 the
Central African Republic (16.4%),19 and West Cam-
eroon (19.7%),20 and is lower than the levels of
31.8% observed in Yaounde, Cameroon,21 or 54.4%
in Ghana.22

The overall rate of resistance among previously
treated cases was 41.6%; the rates in some African
countries range from 11.1% to 51.1%.2>lfi.17>23 Reía-
tively similar levels have been reported in West African
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not observe the same distribution of mutations, al-
though the degree of resistance to INH followed the
same pattern, as the mutation in the inhA gene corre-
sponded to a low level of INH resistance.32 In addi-
tion, several studies have shown that for certain
strains, low-level INH resistance is correlated with
co-acquisition of ETH resistance, suggesting that INH
and ETH share a molecular target.33 In our study, all
the ETH-resistant strains also had low-level INH
resistance. The frequency observed in our study may
be due to the fací that 80.5% of the strains corre-

sponded to new cases,2 in whom monoresistance and
probably the low levels of INH are more frequent,
and that 21/33 of theses strains were found in Cluster

countries: 56% in Nigeria,24 58.2% in Yaounde, Cam-
eroon,25 and 63% in the Central African Republic.19

Among new cases, the highest monoresistance
observed in our study was associated with INH
(12.5%). The resistance rate to INH in other African
countries ranged from 2.1% to 8.4%.2-15~17-20 On the
other hand, resistance to SM was only 0.9%, much
lower than the rates reported in other African coun-
tries (range 2.5% to 14.5 %)2-15-17-20 and may be
explained by the use of therapeutic schedules without
SM since the implementation of the NTCP.

The high prevalence of MDR-TB is the result of
poor therapeutic management of TB cases. The over-
all rates of MDR in new and previously treated cases
were 1.7% and 25%, respectively. In other African
studies these rates ranged from 0.5% to 3.5% in new
cases, and from 1.4% to 18.2% in previously treated
cases.2-16-17’20 According to theWHO/IUATLD study,2
the MDR rates of the districts studied could be con-

sidered modérate, and similar to those in other devel-
oping countries. However, it should also be taken into
account that the MDR-TB cases could be underesti-
mated since the overall number of cases studied is
limited.

On multivariate analysis, the variable of female
sex was associated with resistance in new cases.

Studies in African populations have found a similar
relationship between resistance and female sex.26 On
the other hand, other studies developed in African
populations and published in the last 2 years have
found an association between women and cluster-

ing.23-27-28 In our study, 21 of the 38 resistant strains
of new cases belonged to the same cluster, which may
affect the evaluation of the risk factors. When the sta-

tistical dependence between the individuáis with
strains in the same cluster was controlled, no associ-
ation was found between women and resistance, sug-
gesting that other factors may favour the female sex/
cluster relationship, and may possibly be an example
of cultural factors rather than an association between
female sex and resistance.23-27

I. Finally, eight resistant strains did not show muta-
tions in the katG and inhA genes, and 10-20% of
INH-resistant strains lacked mutations in both genes.
The search for additional genes led to the identifica-
tion of the kasA, oxyR-abpC and furA genes.30 On
the other hand, more than 96% of RMP-resistant
strains showed a mutation in the 81 bp central región
of the rpoB gene.32 In our study, only eight strains
were resistant to this drug, and six (75%) presented
mutations in this región. A similar frequency has been
reported in other studies with African strains.34

Typing of resistant strains showed that most of the
strains (21/37) had the same RFLP pattern, suggest-
ing a high level of recent transmission, although no
relationship was established among the patients with
identical strains. Identical strains in different patients
usually represent a link in transmission; however, this
transmission may be indirect through other undeter-
mined patients at an undetermined time. This situ-
ation is frequent and has been reported in other
studies.29-35 On the other hand, it has been suggested
that in a country with a high prevalence of TB, the
relationship between cluster and the proportion of
disease attributable to recent transmission is not clear,
as there are few strains circulating in the country.35
Other factors, such as strain virulence, the length of
the study and the age of the patients, may strongly

As reported in other studies from sub-Saharan influence the results observed,35 as may cultural and
Africa18-21-29 and the recent Global Project on Drug social conditions.26
Resistance,2 no significant association was observed Thirty patients presentéd low level resistance to
between the level of resistance to TB drugs and HIV - INH. None of these patients presented clinical signs
infection status in the new cases. However, the number of resistance (persistence or scarce reduction in clini-
of cases of HTV lacking results in this study (25%) cal signs and symptoms) during treatment. Thus, the
could be a limitation in analysing this relationship. DST results were available well into the treatment

On studying the genetic alterations of INH, muta-
tions were observed in the inhA gene in 80.5% of the
resistant strains, with no mutations being found in
the katG gene in any of the strains. Several studies
have associated resistance to INH with geographic vari-
ations,10-30-31 and have reported mutations in the katG
gene in approximately 50-60% of resistant strains.
Mutations in the inhA gene appear to be responsible
for resistance in 21-34% of strains, and are generally
associated with low-level INH resistance.32 We did

period or at the end of anti-tuberculosis therapy. In
addition, no relapse was reported during a long follow-
up period (14-30 months). This strongly suggests
that standard therapy could be sufficient in patients
with low-level INH resistance, and that the remaining
drugs may be sufficient to eliminate most of the bac-
terial population during the first phase of treatment.
A residual bacterial population would remain during
the second phase that would be lower than that
required to produce mutations to RMP, also taking
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into account that INH maintains a certain power of
therapeutic efficacy. Nonetheless, factors such as im-
munological status or radiological involvement should
be taken into account to possibly explain why no
relapses were observed. In the 30 patients with low-
level INH resistance in this study, only one was HIV-
positive.

This study may be limited by the fact that not all
the patients diagnosed during the study period could
be included in the study (five of 18 districts in the
country were studied, 36.6% of the population), due
to the lack of refrigerators or freezers to store the
samples until transport to the TB clinics in the Bata
and Malabo districts. It should also be taken into
account that electricity to the clinics was occasionally
cut off, thus resulting in thawing and refreezing of
samples, with consequent alterations in mycóbacterial
viability (culture negative), overgrowth of oral flora and
subsequent culture contamination. However, patients
were not selected according to clinical or epidemio-
logical data; the inclusión criteria were the possibility
of obtaining samples, which was possible only in the
Bata and Malabo populations.

In conclusión, we found a modérate rate of resis-
tance in new cases of TB infection, with a predomi-
nance of low-level INH resistance associated with
mutations in the inhA gene, and a high percentage of
clustering of the resistant strains which responded to
standard treatment with no increase in relapse.
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RÉSUMÉ

CO NT EXTE; Cinq districts en Guinée Equatoriale entre
mars 1999 et février 2001.
OBJECTIFS : Déterminer la résistance aux médicaments
antituberculeux dans des cas neufs ou traités précédem-
ment, les facteurs de risque associés á la résistance et la
fréquence des mutations principales associées á la résis-
tance á l’isoniazide et á la rifatnpicine (genes katG, inhA
et rpoB), et génotyper les souches résistantes.
RÉSULTATS : On a obtenu une culture positive, identifiée
comme complexeMycobacterium tuberculosis, chez 240
sur 499 patients. Le test de sensibilité a été pratiqué sur
236 souches. Le taux global de résistance dans les nou-
veaux cas a été de 16,9% et dans les cas de retraitement
de 41,6%. La résistance á l’isoniazide a été la plus
fréquente (respectivement 12,5% et 16,6% dans les deux
groupes). On a observé une multirésistance dans 1,7%

des cas neufs et dans 25% des cas de retraitement. Dans
les nouveaux cas, il y a une association entre le sexe fémi-
nin et la résistance. Sur 41 souches résistantes á l’isonia-

zide, 33 (80,5%) avaient des mutations du gene inhA. II
n’y avait aucun cas de mutation du gene katG et huit
n’avaient aucune mutation dans les deux genes. Dans
toutes les souches, le niveau de résistance á l’isoniazide
était faible. Huit souches étaient résistantes á la rifampi-
cine dont six avaient des mutations du gene rpoB. Le
génotypage a défini sept grappes.
CONCLUSIONS: On a trouvé un taux modéré de résis-
tance dans les nouveaux cas de tuberculose. Les muta-

tions du gene inhA étaient prédominantes dans les faibles
niveaux de résistance á l’isoniazide, avec un pourcentage
élevé de regroupement en grappes.

RESUMEN

multiresistencia en el 1.7% y 25% de los casos nuevos y

previamente tratados. El sexo femenino se asoció estadís-
ticamente a la resistencia en casos nuevos. El 80.5% de
las cepas isoniacida resistentes tenían mutaciones en el
gen inhA. Ninguna en el gen katG. Ocho no tenían mu-
taciones en ninguno de los dos genes. Todas las cepas

presentaban resistencia a la isoniacida de bajo nivel.
Ocho cepas fueron resistentes a la rifampicina : seis con
mutaciones en el gen rpoB. El genotipado definió siete
agrupaciones.
CONCLUSIONES : Se encontró una resistencia moderada
en los casos nuevos. Predominio de resistencia de bajo
nivel a la isoniacida asociada a mutaciones en el gen
inhA con alto porcentaje de cepas agrupadas.

CONTEXTO : Cinco distritos en Guinea Ecuatorial, marzo
1999 a febrero 2001.
OBJECTIVO: Determinar la resistencia a los fármacos
antituberculosos entre casos nuevos y previamente tra-
tados, los factores de riesgo asociados con la resistencia,
las mutaciones asociadas con resistencia a isoniacida y
rifampicina (genes katG, inhA y rpoB). Genotipado de
las cepas resistentes.
RESULTADOS: Se obtuvo cultivo positivo para Myco-
bacterium tuberculosis complex en 240/499 pacientes
estudiados. El antibiograma se realizó en 236 cepas. La
tasa global de resistencia fue del 16.9% y 41.6% entre
casos nuevos y previamente tratados, respectivamente. La
resistencia a la isoniacida fue la más frecuente en ambos

grupos (12.5% y 16.6%, respectivamente). Se observó
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Estudi de la transmlssió de la

tuberculosi a les ciutats de Bata ¡ Malabo, a

Guinea Equatorial, durant el període de
marg del 1999 fins febrer del 2000.

L'objectiu va ser estudiar l'epidemiologia
molecular i convencional i els factors de risc

associats a la transmissió recent de la TB.

Durant el període d'estudi, 429

malalts van ser diagnosticáis amb TB ais
districtes de Bata i Malabo. El ,48% (206

soques) va teñir cultiu positiu. La tipificado
de les soques per RFLP va ser possible en

185 (89.9%) deis cultius positius per M.

tuberculosis, i es van identificar 92 patrons
diferents. El 38.3% (71 soques) van

presentar patrons únics i les 114 (61.6%)
restants van determinar 21 agrupacions

diferents, de 2 a 25 malalts. A més, 37 de

les soques tipificades van ser resistents a

un o més fármacs. El 81% (30 soques)
estaven en alguna de les agrupacions

identificades. Vint-i-una d'aquestes soques

van ser resistents a la INH de baix nivell

(CMI < 1 pm/ml), i formaven part de

l'agrupació més gran. L'análisi estadístic va

determinar que la resistencia ais fármacs
antituberculosos (OR=3.1; 95%CI 1.2-7.6;
P - 0.014), i una baciMoscópia positiva de

grau 4 (OR=4.3; 95%CI 1.4-12; P =

0.005), eren els factors significativament
més freqüents entre els malalts amb

soques agrupades.
El nivell d'agrupació

observat suggereix un elevat grau de
transmissió recent i un predomini de
determináis patrons.

(61.6%)
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ABSTRACT

SETTING: Bata and Malabo districts in Equatorial Guinea, from March 1, 1999 to

February 28, 2001.

OBJECTIVE: To study the molecular epldemlology of tuberculosis.

RESULTS: Durlng the study period, 429 patlents were dlagnosed wlth tuberculosis in

the Bata and Malabo districts. A culture posltive was obtained ¡n 206 (48 %) TB patlents, with

RFLP analysis belng performed in 185 (89.8 %). Ninety-two dlfferent patterns were identlfled.

Single patterns were found in 71 stralns (38.3 %) and the remalnlng 114 stralns (61.6 %)

were classified into 21 clusters (from 2 to 25 patlents). In addltlon, 37 of the typlng stralns

were resistant to one or more antl-tuberculosis drugs, and thirty were included ¡n clusters (81

%), wlth 21 low level ¡soniazid (MIC <lpg/ml) resistance strains belng ¡n the same cluster.

Statlstical analysis showed that resistance to antl-tuberculosis drugs (OR=3.1; 95%CI 1.2-7.6; P

= 0.014), and posltive smear results (4+ grade smear)(OR=4.3; 95%CI 1.5-12; P = 0.005),

were signlflcantly more frequent factors among patlents wlth clustered stralns. No

epldemiological links were related to clusterlng.

CONCLUSIONS: The level of clustering (61.6 %) observed suggests a high degree of

recent transmisslon and the predomlnance of determlned patterns of M. tuberculosis strains

among the EG populatlon.

INTRODUCCION

Every day more than 23,000 people around the world develop active tuberculosis (TB)

and cióse to 5,000 die from this dlsease *. If the present trend continúes 10.2 milllon new cases

may be expected in 2005, with more cases belng observed In Africa than in any other región of

the World 2.

In the last decade, the ¡ntroductlon of molecular methods capable of genetlcally

characterlzing each ¡solate of Mycobacterium tuberculosis has led to a great advance ¡n studles

on TB transmission. Molecular typing methods have been applled to study transmlssion wlthln
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and between communities and to identify the risk factors associated with acquisition of ¡nfection

and development of the disease 3'n, to investígate unsuspected cases of nosocomial

transmission 12, to facilítate tracking of the spread of both drug-sensitive and drug-resistant

strains in health care and other institutions 13, and finally, to study TB recurrence and the role

of reinfection 14.

Equatorial Guinea (EG) is in the Gulf of Guinea, West Africa. The country is made up of

a continental (26017km2) and an insular zone (2035 km2), Bioko and Annobon islands. The

country has 442,000 inhabitants 15, with Bata and Malabo being the two most highly populated

districts. The National Tuberculosis Control Programme (NTCP) 16 of EG was established in 1986

by the Ministry of Health of this country. The NTCP covers 89 % of the territory and provides

health care coverage to 96.3 % of the overall population. In 2000 the number of new cases of

TB was estimated at 141/100,000 inhab., with the ¡ncidence of smear-positive cases being

113/100,000 inhab. Treatment was initiated in 98.2 % of the cases (TB Programme 2000

report, unpublished data).

The aim of this study was to determine the molecular epidemiology of TB and to

identify the risk factors associated with clustering in the Bata and Malabo districts over a two-

year period.

STUDY POPULATION AND METHODS

Study setting. The study period was over 24 consecutive months from March 1, 1999

to February 28, 2001. The patients studied were collected in the Bata (continental zone), and

Malabo districts (Bioko island). In both districts the iargest proportion of the populations are

concentrated in the main cities, Bata and Malabo. The lay out of these cities is similar being

made up of an Oíd Quarter (with good ¡nfrastructure), small residential neighbourhoods

surrounded by areas of high density population and others which are also of high density

population but more disperse. In all these areas the requisites of ¡nfrastructure, such as potable

water and electricity, are scarce and non-regular, and living conditions are crowded. Two main
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ethnic groups may be found in EG, the Fang and the Bubi, the latter living mainly in the

Southern part.

Study population and samp/es. Indusion criteria-. The study included patients diagnosed

with TB within the geographic area defined in the study during the established study period for

which samples for culture and RFLP processing were available. TB diagnosis-. The criteria used

were those described by the NTCP of EG 16. Briefly, TB diagnosis was established in patients

with: (a) smear-positive and clinical symptoms of TB, (b) smear-negative and clinical symptoms

of TB who received anti-tuberculosis treatment after ruling out other diseases and responded to

treatment.

Sampie coiiection. Following the NTCP guidelines 16, two samples were obtained from

each patient for diagnostic purposes: one on the first consultation, and the other, the following

day. Smear microscopy examination was performed in each sampie in the Bata and Malabo

laboratories. One of the two samples was frozen and every four months sent to the Laboratory

of Microbiology in the Hospital Clínic (Barcelona, Spain), for the remaining studies.

Patient data. A questionnaire designed for the data coiiection of each patient studied

included: (i) demographic data: sex, age, country of origin, district of residence, residence in

another country in the last five years, and City area in which the patient resided. To study the

last factor the two cities were divided into three sectors of different density distribution: Sector

1 - with modérate crowding; Sector 2 - with overcrowding, and Sector 3 - with disperse

crowding (defined as small groups over a larger area) 15, (ii) clinical data: HIV status, alcohol

consumption (subjective evaluation of interviewer), tuberculin skin test (read by the TB-district

supervisor following the NTCP3 criteria), history of familial TB, previous TB, previous

chemoprophylaxis (following the NTCP3 criteria), clinical form of TB, (¡ii) microbiological data:

results of culture and smear, species identification and drug sensitivity test were studied.

Mycobacteriai strains and drug susceptibiiity method. Frozen sputum samples were

processed using the standard method on arrival to the laboratory 17. Identification was made

using morphological features in radiometric 12B médium 18 and commercial probes (AccuProbe
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system; Gen-Probe, San Diego, Calif.), and polymorphic restriction analysis (PRA)19 in strains

for which no commercial probes are available. First-line anti-tuberculosis drugs susceptibility

testing was performed by the radiometric method according to the BACTEC system 20, at the

following concentrations 0.1, 0.2, 0.4, 1, 5 and 10 pg/ml for isoniazid (INH), 2 pg/ml for

rifampicin (RIF), 7.5 pg/ml for ethambutol, 6 pg/ml for streptomycin (SM) and 100 pg/ml for

pyrazinamide.

HIV testing. HIV status was studied in the smear-positive TB patients. With a rapid test,

Determine™ HIV-1/2 test (Abbott, USA), used in EG. The positive results were confirmed using

the INNO-LIA™ HIV confirmation kit (Innogenetics, Belgium) in the Hospital Clínic, Barcelona,

Spain.

Molecular analysis. IS5770-RFLP patterns were determined according to the standard

procedure described elsewhere 22. Analysis of RFLP pattern. Fingerprinting patterns were

analysed by means of visual examination by two authors. Subsequently, the patterns were

compared with computer-assisted analysis Lañe Manager 2.1a (TDI, Spain). A cluster was

defined as > 2 strains with identical numbers of copies and locations of IS6110.

Epidemiológica! investigation. To determine the epidemiológica! links (i.e. two or more

clustered patients) the relationship between the patients who constituted a cluster was

established using the questionnaire on demographic data for each case as well as the registry

and TB Control Programme database of EG in search, especially, of familial and neighbourhood

relationships.

Statistlcal ana/yss. The characteristics of patients (demographic, clinical, and microbiologic)

with cluster strains and those with non-cluster strains were compared. Bivariate analysis was

performed with the chi-square test and the Fisher exact test. Multivariate analysis was done

with logistic regression. Avalúes of 0.05 or less were regarded as significant. Statistical analysis

was performed with the SPSS 10.0 statistical packet.
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RESULTS

Patient characteristics. From March 1999 to February 2000, a total of 429 patients were

studied, 57.1% being smear positive. Of these 429 cases, 234 (54.5%) were males. The mean

age of the patients was 33.3 years. Colnfection with HIV was observed in 12.5% of the patients

in 1999 and 13.6% in 2000. Approximately, 50% of the patients were from Bata. Most of the

patients were born in EG.

Strains. Out of 429 samples collected over 24 months of study, 206 (48%) were culture

positive (81.5% smear positive). One hundred forty samples (32.6%) and eighty-three (19.3

%) were culture negative and contaminated, respectively. Sixty-seven samples were culture

negative and smear positive and 43 samples were culture positive and smear negative. Two

hundred four strains were identified as Mycobacteríum tuberculosis compIex. The remaining two

strains were identified as non-tuberculosis mycobacteria (M. fortultum complex and M.

gordortae).

Drug susceptibillty. Forty-three strains were resistant to one or more anti-tuberculosis

drug. Thirty strains were INH monoresistant, and two strains were monoresistant SM. Eight

strains were multidrug resistant (resistance to at least INH and RIF)21, and three were resistant

to INH and SM.

Degree of dustering. RFLP analysis was performed in 185 (89.8%) of the 206 positive

pulmonary TB cultures with 92 different patterns. Singles patterns were found in 71 strains

(38.3%) and the remaining 114 strains (61.6%) were classified into 21 clusters (table 1). The

number of IS6110 copies per strain ranged from 6 to 15. The number of patients within a

cluster varied from 2 (nine clusters) to 25 (one cluster) patients, and 65.8 % of clustered cases

were in big clusters of > 5 patients. Molecular typing was available for 37 (86%) of the 43

resistant strains. Different patterns were found in seven strains (18.9%) and the remaining 30

strains (81%) were classified into one of the 21 clusters (table 1). One cluster (I) included 21

low level INH resistant strains and three sensitive strains.
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Risk factors associated with dustering. Univariate and multivariate analysis showed that

resistance to anti-tuberculosis drugs (P = 0.005), and a high smear positive result (4+ grade

smear) 17 {P = 0.014) were significantly more frequent factors among patients with clustered

strains. The results of HIV testing were available ¡n 147/185 (79.4%) patients with no

significant difference being observed (P = 0.316). Neither were significant differences found

when considering the other factors studied.

Epidemiological investigador!. The strains in clusters were isolated over the 24 months

of the study. The geographical distribution of the clustered strains was random, within and

between the two districts studied. No relationship was reported on familial or neighbour to

neighbour transmission.

DISCUSSION

In this study we describe the molecular epidemiology of TB and the risk factors

associated with clustering in the Bata and Malabo districts of EG. This is the first study of these

characteristics to be undertaken in this country. Our findings show a high level of clustering,

with one large cluster including most of the resistant strains. Moreover, a significant association

was found between drug resistant and smear positive (4+) variables and clustering.

The proportion of patients with clustered strains was 62.1%. Other African studies have

shown lower rates such as 33.5% in Dar es Salaam, Tanzania 5, 42% in four communities of

Botswana 6 and in Addis Ababa, Ethiopia 7, 45% in the Hlabisa district, South Africa u, and a

similar percentage of 67% among gold miners in South Africa 10. In general, it is assumed that

the proportion of clustered isolates in a population reflects the amount of recent transmission of

TB 23. However, the inference of the proportion of disease due to recent transmission directly

derived from a clustered proportion is complicated and several studies have questioned this

. Similar patterns in different patients normally represent a common point of

transmission, which, however, may not necessarily be direct and may, in fact, be produced by

other, unidentified patients, at a determined time In areas of high TB prevalence, such as

6,10,11,23hypothesis
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Africa and Asia, there may be strains of M. tuberculosis which are more predominant among the

population (in our study, isolates from clusters I, II and VI), and which remam so over a long

period of time 5'8'10. Therefore, the clusters produced by these strains may not reflect recent

transmission. Moreover, it has been suggested that the relationship between clustering and the

proportion of disease attributable to recent transmission depends on different factors such as

the ages of the TB cases, geographical study area, and duration of the study 24, as well as the

number of patients studied and the virulence and the transmissibility of the strains 23.

Contact investigation in several African settings has only been able to demónstrate

6,10,11epidemiological links in 15-25% of cases with identical patterns . In our study, no familial

or community relationship was found among patients with identical patterns. Moreover, no

statistically significant association was observed on evaluating clustering when the study was

divided into two 12-month periods (P = 0.390), thereby discarding a possible epidemic

outbreak. The probability of becoming infected after contact with a contagious patient

decreases in proportion to the distance from the patient. However, the total number of persons

which a patient may infect, despite the lack of cióse contact, is considerable and may be higher

than the number of persons in cióse contact with the patient 25. In a very mobile population

such as that of EG, casual contacts may be proportionally more frequent than cióse contacts

which may explain why epidemiological links have not been demonstrated. This may be

confirmed by the fact that strains with the same molecular patterns have been detected in the

two cities studied (one continental and another insular). Other studies suggest that in a

community with a high incidence of TB and where people live in conditions of poverty, such as

in African countries, the difficulty of tracing the transmission of TB is illustrated by the

complexity of the household structures 26. In these countries, perhaps other factors, such as

social habits and cultural customs, which may influence decisively in the dynamics of

transmission, should be taken into account.

Multivariate analysis associated resistance and smear positive results with clustering.

Most of the resistant strains (32/43) were resistant at low INH levels (Minimal Inhibitory
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Concentration < 1 |jg/ml). In a previous study we found that resistance was exclusively

associated with mutations ¡n the ribosome binding site región of the inhA gene 27. Moreover,

most of the resistant strains (21) were part of the largest cluster suggesting that these strains

did not present any alterations in their fitness, which could affect their capacity of transmission

28. Other studies have also reported a relationship between resistance and clustering 3,7,13
. On

the other hand, in this study 87.7% of the cluster patients were smear positive, 73.5% of them

being smear positive (4+ grade smear), and were isolated in the first study period suggesting

that these patients may be the Índex cases of the clusters 29. Finally, contrary to what was

expected, no significant association was found between clustering and the density of the

populatlon of the area in which the patient resided (P= 0.529).

Possible limitations of this study may be: (i) only two of the 18 districts of EG was

studied because of the lack of refrigerators or freezers to maintain the samples until transport

to the TB clinics in the Bata and Malabo districts. It should also be taken into account that

electricity to the clinics was occasionally cut off thus resulting in the thawing and refreezing of

samples with the possible alteration in mycobacteria viability (culture negative), and overgrowth

of oral flora and subsequent culture contaminatlon. Consequently, the recent transmission may

have been under- or over evaluated; and (¡i) logistical problems made it difficult to carry out a

conventional contact study in the search for possible links among the patients with clustered

strains.

In conclusión, the level of clustering (61.6%) observed suggests a high degree of

recent transmission and the predominance of determined patterns of M. tuberculosis strains

among the EG population.
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Disaissió

Tenint en compte l'objectiu general d'aquest treball doctoral i donat'^ue els resultats
obtinguts deis tres objectius concrets ja han estat comentáis en cadascun deis articles deriváis,
la discussló global d'aquests s'ha dividit en diferents temes consideráis com els més
remarcables i que permeten interrelacionar els tres treballs publicats.

I. TRANSMISSIÓ RECENT I REACTIVACIÓ D'UNA INFECCIÓ PREVIA

La ¡dea clásslca que es tenia de la transmissló de la TB en la comunitat ha variat forga
arrel de l'aplicació de l'epidemlologia molecular peí seu estudi. En general, aquests treballs han

evidenciat, entre altres aspectes, que el grau de transmissió recent de la TB és molt més
¡mportant del qué es pensava, -al voltant d'un 10%-, independentment de la prevalenga i
incidencia de la poblado estudiada (Capítol 2, taula 2.11).

En l'epidemiologia molecular s'assumeix que la proporció de soques agrupades d'una

poblado és un reflexa del grau de transmissió recent de TB dins la mateixa població. Tot i aixó,
inferir quina proporció de casos deguts a transmissió recent deriva directament de la proporció
de soques agrupades és difícil de saber i, darrerament, s'ha qüestionat molt aquest fet

(Wilkinson i cois.,1997, Godfrey-Faussett i cois.,2000, Lockman i cois.,2001). Sembla ciar, que

patrons iguals en diferents malalts normalment representen un punt comú de transmissió,

malgrat que no necessáriament aquest ha de ser directe, tot el contrari, pot ser ¡ndirectament

per un altre malalt, no identificat, en un moment indeterminat en el passat (van Soolingen i

cois.,1999). Aquest raonament podría explicar les agrupacions petites constituides per dos o

tres malalts i on l'ECC no detecta cap tipus de lligam. A més, no s'ha d'oblidar que

l'epidemiologia molecular té, des del seu inici, un cert biaix donat que només considera els
casos amb cultiu positiu i exclou les TB clíniques sense diagnóstic microbiológic.

En l'análisi de la dinámica de transmissió d'una població, la distribució de les soques

tipificades en les diverses agrupacions, -el nombre de soques que les conformen-, i el grau de
similitud entre elles, -més o menys polimórfiques-, són variables que cal'Considerar "i que
poden orientar sobre la manera d'interpretar el grau de transmissió recent determinat. És lógic
pensar que no és el mateix trabar moltes agrupacions petites de dues, tres o quatre soques que

trabar poques agrupacions pera amb un nombre elevat de soques. Probablement, en el primer
cas, els casos s'haurien d'interpretar com a reactivacions d'infeccions latents mentre que la
situació contraria indicaría la presencia prevalent de determinades soques amb una elevada
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capacitat d'infectar ¡ desenvolupar TB, com el cas del genotlpus Bejing (Small i cois., 1994,
Alland I cois.,1994, Bauer ¡ cois.,1998, Bhanu ¡ col.,2002, Sharma i cois.,2003). ParaMelament,

soques genéticament molt dlferents indlcarien reactivado d'lnfecció latent mentre que

empremtes molt slmilars, constituirá grans famílies, podrien representar transmissió recent

(Small ¡ col.,1994, Alland i col.,1994, Hermans i cois.,1995, van Soolingen i cois.,1999). A més,
la presencia de grans agrupacions amb un nombre ¡mportant de soques respecte les més
petites haurla de ser interpretat amb criteris diferents segons la correlació existent amb l'ECC

(Pena ¡ cois.,2003). Així dones, en zones d'elevada prevalenga ¡ incidéncla de la malaltla, hi

podría haver soques de Mycobacterium tuberculosis més predomináis que altres entre la

poblado, -ni més infectives ni més virulentes-, capaces de romandre dreulant durant un llarg

període de temps esdevenint el que es podría definir com soques endémiques característiques
d'una zona en concret (Godfrey-Fausset i Stoker,1992, Zhang i cois.,1995, Hermans i cois.,

1995, van Soolingen i cois.,1995, Godfrey-Faussett i cois.,2000, Warren i cois.,2002, Dillaha i

cois.,2002). En aqüestes circumstáncies, les agrupacions produídes per aqüestes soques no

reflectirien, necessárlament, transmissió recent.
Un altre aspecte a considerar és que quan l'epidemiologia molecular s'aplica a l'estudl de

poblacions cal teñir en compte que aquests no reflecteixen la dinámica de transmissió de la

poblado com si es tractés d'una comunitat perfectament tancada. La poblado és oberta i és el

propl disseny de l'estudl el que la delimita. Aquest fet fa que en l'avaluació de les dades es

puguin subestimar o sobreestimar els valors reais de la transmissió recent. El moviment propi

que té una població fa que la transmissió recent a partir d'un cas índex alié a aquesta

s'interpreti com una reactivado de la malaltia, conseqüéntment, el valor de la transmissió
recent s'estará subestimant. En contraposlció, si en una agrupado s'inclou com un cas índex el

que és una reactivado d'una infecció latent es produirá una sobreestimado de la incidencia de
la transmissió recent. Relacionat amb aquest fet, és important teñir present la ¡nfluéncia que

una série de factors poden teñir sobre la proporció de transmissió recent determinada. Les

variables més importants a considerar són:a)la taxa de prevalenga i incidencia de la infecció tuberculosa del lloc on es

desenvolupa l'estudi,b)el nombre de malalts estudiats i la incidencia de malalts amb bacil-loscópia
positiva,

c) el període d'estudi. Aquesta variable és molt important, dones com més llarg

siguí més possibilitat hi ha per establir agrupacions. En la literatura es recomana que aquest

sigui de com a mínim dos anys (van Soolingen i cois.,1999),

d) l'área geográfica de l'estudi,
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e) l'edat deis malalts estudiáis, ¡
f) la virulencia I el potencial de transmisslbilltat de les soques.

Arrel d'aquestes observacions alguns autors, emprant nnodels matemátics, han mesurat
l'efecte d'algunes de les variables préviament citades sobre la relacló agrupado I propordó de
malaltia atribulóle a transmlssló recent (Glynn i cois.,1999, Vynnycky i cois.,2001, Borgdorff i

cois.,2001, Murray i Alland,2002a, Murray,2002b). La conclusló final, de tots aquests treballs és
que el percentatge de transmissló recent en una área concreta s'haurla d'lnterpretat amb molta
cura i considerar el grau d'efecte que les variables esmentades tenen sobre aquesta d'una
manera individual, pero també, conjunta.

Des del punt de vista metodológic s'ha de considerar el fet que les copies de la seqüéncia
IS6110 no están distribuídes a l'atzar en el genoma (McHugh i Gillespie,1998). Així, en

determinades posicions les bandes tenen una presencia significativament més constant del que
és podría esperar per la freqüéncla de canvi del marcador, -estimat entre 3 i 4 anys (Yeh i
cois., 1998, de Boer i cois., 1999)-, fet que podria interferir amb la interpretado epidemiológica
de les soques relacionades. Una situado similar succeeix amb els patrons de soques que

difereixen en una o dues seqüéncies IS6110. En aquests casos: com s'han d'interpretar

aqüestes empremtes? Un treball publicat darrerament associa significativament, canvis en la
IS6110 amb soques que tenen més de cinc copies de l'esmentada seqüéncia (Warren i

cois.,2002). Els autors suggereixen que l'agrupació de soques fonamentada només amb patrons
molecular idéntics está subestimant la transmissió en aquells malalts infectáis amb soques que

tenen un nombre elevat de copies de la IS6110. En aquest mateix sentit, altres treballs

suggereixen que l'agrupació disminueix quan s'utilitzen dos marcadors moleculars diferents

(Burman i cois.,1997, Solsona i cois.,2001). Probablement, l'ús comblnat de diferents marcadors
i técniques en la determinado de les empremtes genétiques podria augmentar la fiabilitat en la

propordó de la transmissió recent resultant (Warren i cois., 1996).
No hi ha cap dubte de qué l'epidemiologia molecular és una eina molt valuosa per l'estudi

de la transmissió de la TB, pero, les dades aportades pels diferents treballs desenvolupats arreu
del món fan necessari avaluar i tornar a definir les premisses de base, considerar l'efecte de

determinades variables i pensar que soques idéntiques poden suggerir, pero no necessáriament

demostrar, transmissió recent entre elles.

II. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR I EPIDEMIOLOGIA CONVENCIONAL

Una de les funcions de l'ECC és reconstruir la cadena de transmissió partint del cas

diagnosticat així com deis seus antecedents. La cadena de transmissió, de qualsevol malaltia

125



Discussió

contagiosa, pot definir-se com una successió de fets temporals i espaciáis, el que pressuposa

que la transmissió s'ha produít cas a cas. Aquesta successió és molt sovint difícil d'establir,
dones freqüentment, els malalts ignoren que s'ha produít el contacte i reconstruir la cadena en

base a dades indirectes sobre les activitats de les persones implica una gran quantitat

d'informació poques vegades disponibles.

L'epidemiologia molecular és, fins ara, l'única eina per a comprovar exactament el lligam
entre malalts relacionáis per l'ECC. Les dades observades en els nombrosos estudis de

poblacions han demostrar que la correlació entre l'epidemiologia molecular i convencional és
molt variable, -d'un 10% a un 83% (Capítol 2, taula 2.11)-, i més complexa del que es podia

esperar. La situado, pero, és forga diferent quan s'estudien comunitats més petites i tancades,
com ara hospitals o presons (Frieden i cois.,1996, March i cois.,2000) o col-lectius concrets,

com els indigents o malalts VIH positius on les taxes de correlació són més elevades, -d'un 70 a

un 90% (Barnes I cois., 1996, Daley i cois., 1992)-.
Les cadenes de transmissió establertes per l'epidemiologia convencional i molecular es

poden comparar de tres formes diferents:a)investigar la connexió clínica abans de determinar les empremtes moleculars de
les soques, b)investigar la connexió clínica després d'establir les agrupacions (Small i

cois.,1994), c)investigar la connexió clínica i establir les relacions moleculars per separar i,

posteriorment, ¡nterrelacionar-les (Solsona I cois.,2001).
En un treball concret, l'ús d'una d'aquestes tres opcions pot influir en el grau de

correlació final obtingut entre els dos métodes.
La principal raó per la qual la correlació entre l'ECC i l'epidemiologia molecular mai pot

coincidir del tot és que l'epidemiologia convencional engloba tots els casos de TB, tant els
clínics com els bacteriológics i, per tant, una proporció de casos quedaran sense poder ser

analitzats molecularment. A més, no sempre és possible obtenir l'empremta genética de tots els
cultius positius, hi ha un tant per cent de les soques que no creixen en les successives
resembres i, finalment, convé considerar les limitacions temporals i geográfiques própies de

l'epidemiologia molecular. Ara bé, el fet que la correlació entre ambdues técniques no pugui ser
total no implica que els lligams moleculars establerts siguin ¡ncorrectes. L'epidemiologia
molecular no pot precisa ni el moment del contacte ni tampoc la manera en qué s'ha produít

aquest. Des de sempre s'ha considerat que la TB era una malaltia infecciosa difícil de
transmetre i que per fer-ho es necessitava un contacte intens i llarg en el temps

(Enarson,1994). L'epidemiologia molecular ha evidenciat el contrari, que la transmissió de la TB
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pot produir-se, en un elevat nombre deis casos, per un contacte no ¡dentificat, de forma casual
o curta en el temps i sense tenir-ne cap sospita (Behr I cois.,1998, van Soolingen i cois.,1999).
A més, si bé és cert que la probabilitat de infectar-se d'un malalt contagios disminueix en

proporció a la distancia amb aquest malalt, el nombre total de persones a les quas un malalt
pot ¡nfectat sense mantenir un contacte íntim amb ell és considerable i, conseqüentment, pot
arribar a ser quasi més gran que el nombre de persones de contacte més íntim (Veen,1992). La
transmissió de la TB és un fenomen multifactorial on h¡ intervenen moltes variables, la

influencia de les quals no es pot calcular.
Un altre fet significatiu que podría explicar l'escassa correlació entre ¡'epidemiología

convencional i molecular és que en estudiar la connexió clínica, després d'haver establert les
diferents agrupacions, és possible que s'estigui subestimant la correlació entre ambdues
técniques si només és busquen lligams entre les soques absolutament idéntiques. Quin paper

juguen en la transmissió i en la recerca deis lligams entre les soques agrupades, aquelles amb
empremtes que difereixen d'una o dues bandes respecte a les soques 100% idéntiques? Hi ha
diferents factors que poden produir canvis en el patró RFLP. Les mutacions en un únic
nucleótid, -que provoqui o una nova diana de restricció o la pérdua d'ella-, insercions,

duplicacions, ¡nversions, delecions i transposicions de la IS6110 poden, també, afectar ais

fragments de restricció. Tot i que les empremtes per RFLP-IS6770 són forga estables en el

temps de vegades s'observen petites variacions en els patrons (Cave i cois., 1994). D'aquesta
manera diferents treballs han pogut establir lligams epidemiológics i augmentar, així, la
correlació entre els dos métodes tenint en compte els patrons amb empremtes similars alhora
de reconstruir la cadena de transmissió (Frieden i cois., 1996, Ijaz i cois.,2002).

A més, no s'ha d'oblidar que les característiques própies de la comunitat que s'estudia
influeixen directament en la recerca deis lligams epidemiológics establerts a partir de la identitat
de les soques. En aquest sentit, en una població que es mou amb facllitat els contactes casuals

poden ser proporcionalment més freqüents que els contactes propers i íntims, aixó podria

explicar perqué no es poden demostrar lligams entre els malalts amb soques idéntiques.
Aquesta podria ser la situado de molts deis malalts guineans agrupats (Ardele III). Un fenomen
similar és el descrit en árees rurals on les soques de malalts geográficament dispersos i amb

poca probabilitat d'haver tingut contacte previ presenten patrons moleculars idéntics (Braden i
cois., 1997, Picard,2000). Aquest fet es pot relacionar amb l'esmentat en l'apartat anterior

respecte a la preséncia de soques més prevalents o endémiques característiques deis diferents
indrets. En aquesta mateixa línia, alguns estudis suggeréixen que en zones d'elevada incidéncia
i on la població viu en condicions de pobresa, -el cas de molts paí'sos africans o, fins i tot, árees
concretes de ciutats del primer món-, la dificultat en practicar l'ECC está relacionat amb la
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complexitat de les estructures familiars ¡ veínals (Classen ¡ cois., 1999, Solsona I cois.,2001). En

aqüestes indrets altres factors, tant ¡mportant i característics de la poblado, com són els háblts
socials i els costums culturáis podrien influir decisivament en la Investigado i determinado de
les cadenes de transmlssió.

Alxí, les dlscrepáncies entre ambdues técniques són producte de la propia dinámica de la

transmissló, de les característlques de les poblaclons estudlades i de la tecnología emprada,

pero, per conéixer mlllor el/s mecanlsme/s de transmissló, les poblaclons de més rlsc i els
factors associats, I a l'hora poder establlr les mesures ¡ndlcades per controlar la ¡nfecció és
Imprescindible l'ús comblnat d'ambdues metodologles.

III. EFECTE DEL TRACTAMENT EN LA CONTAGIOSITAT DELS MALALTS

La contaglositat deis malalts tuberculosos és multlfactorial i depén de moltes variables
¡nherents al propl malalt I a les característiques de la malaltla. El valor de la bacil-loscópia, -
positiva o negativa -, el nombre de baclls presents en aquesta, la localltzacló I la extensló de la

malaltla, -un o dos pulmons, amb o sense cavltacló-, I flns I tot, la varlabilitat en les dlferents
leslons pulmonars presents en un matelx malalt són factors que influencien en la transmissió. A

més, no s'han d'oblidar els diferents mecanismes físics, -tos, esternuts, parlar, entre altres-,

que faciliten la dlsseminació de les partícules infectives i que poden ser més o menys

importants segons el malalt.
En aquest mateix context, la capacltat per transmetre la TB que pot teñir un malalt

també es veu influenciada segons si está rebent o no tractament. En la práctica clínica habitual

es considera suficient un període de dues setmanes de tractament perqué el malalt deixi de ser

contagios. Aquest criteri d'actuació está fonamentat en els resultáis obtinguts en els estudis

desenvolupats durant la década deis seixanta a Madrás, India (Ramakrishnan i cois., 1961,
Kamat I cois.,1966), i en altres posteriors realitzats ais Estats Units (Devadatta I cois.,1970,
Eddison i Farmer,1971, Brooks i cois.,1973, Abeles,1973, Gunnels i cois.,1974, Riley i

Moodle,1974). L'objectiu comú de tots ells és avaluar la transmissió de la infecció, -emprant la

prova de la tuberculina-, des d'un cas índex tractat, -ingressat o bé en régim ambulatori-, ais
seus contactes més propers. En resum, tots suggereixen que la transmissió té lloc abans de
l'inici del tractament del primer i que és segur donar-lo d'alta pocs dies després d'iniciar la

terápia.
Ara bé, les conclusions a les quals arriben els estudis esmentats són com a mínim bastant

circumstancials i cal considerar-ne alguns aspectes alhora d'lnterpretar els resultáis:
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a) només l'estudi de líndia (Kamat ¡ col.,1966) ¡ el de Nova York (Eddison i
Farmer, 1971) van ser controlats estadísticament. Així, és molt possible que la resta de treballs
tinguin un cert biaix en la selecció deis malalts,

b) el lloc geográfic on es va desenvolupar el primer estudi podría haver condicionat
el resultat, en el sentit que les taxes de prevalenga d'infecció ¡ malaltia de la ciutat de Madras
són torga elevades. En aquest cas la transmissió en la comunitat juga un paper molt ¡mportant
i, a més: fins a quin punt és diferent el contacte, entre el cas índex i els seus familiars, segons
estigui o no ¡ngressat?. En el nostre entorn la diferéncia és clara, pero, en paísos africans i
també en alguns asiátics les pautes de conducta són molt semblants tant si el malalt está
hospitalitzat com si está a casa. És fácil trabar molts membres de la familia passant hores al
costat del malalt i, fins i tot, en alguns casos poden arribar a instal-lar-s'hi per fer els ápats i
dormir. Possiblement, en aqüestes poblacions no hi hagi tanta diferéncia entre el fet d'estar

¡ngressat o de romandre a casa,

c) és ¡mportant reconéixer que les pautes terapéutiques emprades en els estudis

esmentats, -INH, PAS, SM, ET -, no corresponen a les pautes actual que contenen RIF i PZA
dos fármacs amb una rápida acció esterilitzant,

d) tots els estudis presenten elevades taxes d'infecció previa al diagnóstic i inici del
tractament amb valors que oscil-len del 29% al 67% (Gunnels i cois.,1974, Kamat i cois., 1966)

i, finalment e)donat que la transmissió de la TB depén de nombrosos factors, és molt

probable, que la exposició deis contactes ais casos índexs tingués un cert biaix.
La susceptibilitat del contacte a la infecció i Ies característiques própies del bacil són

també aspectes a teñir en compte.

Totes aqüestes esmenes no invaliden els resultáis observats en els diferents treballs,

pero, no aporten evidencies epidemiológiques clares a les preguntes concretes de: els malalts
tractats poden transmetre la TB? i, quants dies de tractament són necessaris per a qué el malalt
deixi de ser contagios? Les respostes a aqüestes qüestions són, ara per ara, una incógnita.

D'altre banda, és cert que quan un malalt comenga un tractament corréete i efectiu la
concentració de bacils en el seu esput disminueix rápidament, encara que alguns d'ells puguin
ser detectats després de setmanes o fins i tot mesos de tractament. La evidéncia in vitro

d'aquest fet va demostrar que en dues setmanes de tractament amb INH o RIF el nombre de

bacils disminuía en un 90% i, amb una combinado de tres o quatre fármacs la disminució
hauria de ser de 1000 vegades menys (Jindani i cois.,1980). Així, en malalts que inicialment
presentin esputs amb bacil-loscópia negativa i cultiu positiu, -amb menys de 105 bacils/ml

d'esput-, i després de dues setmanes de tractament amb tres o quatre fármacs será quasi
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¡mpossible detectar els bacils, -el nombre d'ells s'haurá redu'rt a menys de 100 bacils/ml

d'esput-. Conseqüentment, aquests malalts podrien ser considerats no contagiosos. En

contraposició, en malalts amb bacIMoscópia ¡ cultlu positlu, -amb 105-107 bacils/ml d'esput-,
l'acció deis antibiótics provocará una reducció bacil-lar important pero no suficient, encara será
possible detectar els bacils i, per tant, podrien ser considerats com a contagiosos. A més, hi ha

forga variabilitat en la rapidesa de la resposta bacteriológica. Entre el 30% i el 50% deis malalts
amb bacil-loscópia positiva i bacils sensibles negativitzen els seus cultius en un mes quan són
tractats amb pautes de tres o quatres fármacs. Només d'un 5% a un 10% del total presenten

bacil-loscópia i cultiu positiu ais tres mesos de tractament (EA/BMRC,1972, Tousek i Votruba,

1974, TRC,1983). La situado és molt diferent quan es tracta de bacils resistents a alguns deis
antibiótics de manera que la negativització de la bacil-loscópia i cultiu és més lenta.

Un altre aspecte que cal considerar és que passa amb els bacils quan el malalt ja ha

comengat a rebre tractament. En aqüestes circumstáncies les partícules infectives emeses peí
malalt contenen bacils més fármacs antituberculosos. En el treball de Sultán i cois., (1960) es

suggereix que la concentració dlNH en l'esput és aproximadament la mateixa que en sang.

Davant aquest fet es pot considerar que els bacils són viables? L'experiment ¡n vitro dut a terme

per Loudon i cois., (1969b) ho afirma. La viabilitat del bacil es manté i es poden obtenir cultius
positius després de qué els bacils hagin estat exposats dotze hores a INH dintre de les

partícules infectives. A més, les evidencies experimentáis corroboren aquest fet. Un conjunt de
conills d'índia van ser inoculats a nivell intraperitoneal amb esputs procedents de malalts
tuberculosos que després d'un mes de tractament encara tenien bacil-loscópia i cultiu positiu.

Malgrat el tractament tots els animáis van desenvolupar lesions tuberculoses (Clancy i

cois.,1990). La qüestió ara és: la resposta en els humans seria igual? És important destacar que
els sistema d'inoculació emprat en l'experiment va ser molt directe, -intraperitoneal-, i no és el
mecanisme convencional de la transmissió entre les persones. Préviament, pero, l'experiment
de Riley i cois., (1962) havia demostrar infecció per via aéria, entre malalts tuberculosos en

tractament i conills d'índia connectats mitjangant els sistema de ventilació, tot i que en menor

proporció respecte ais animáis exposats a Taire de malalts sense terápia. Malgrat que en aquest
estudi no queda clara la pauta terapéutica emprada i el temps que feia que els malalts estaven
en tractament.

L'avaluació global del tema en discussió assenyala que les evidéncies in vitro,

experimentáis I epidemiológiques comentades suggereixen que els malalts en tractament poden
transmetre la TB, tot i que de manera reduída i, no es pot determinar, amb claredat, el moment
concret en qué un malalt amb terápia esdevé no contagios.
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IV. TRANSMISSIÓ DE SOQUES RESISTENTS RESPECTE A LES SENSIBLES

El potencial de transmissió de les soques resistents respecte a les sensibles sempre ha
estat una font intensa de discussió, especialment incrementada, després deis nombrosos brots
de TB MDR localitzats ais Estats Units durant la década deis noranta (Edlin i cois., 1992,

Coronado i cois.,1993, Frieden i cois.,1996). De fet, la capacitat de transmissió deis
micobacteris resistents respecte ais sensibles no té perqué ser diferent. La transmissió és,
essencialment, un fet físic on el tipus de soca de Mycobacterium tuberculosis i el seu patró de

susceptibilitat no hi juga cap paper actiu. Com ja s'ha comentat extensament en la introducció,
els mecanismes que poden generar partícules contagioses, -tossir, parlar, cantar i altres-, així
com la duració i la intensitat de l'exposlció al malalt són els primers factors en influir en la
dinámica de transmissió (Loudon i Spohn,1969a, Loudon i Roberts,1968, Nardell i cois.,1991),

pero, és ciar, que cap d'aquests factors ni s'altera, ni es modifica, ni tampoc es potencia en

fundó del patró de susceptibilitat antibiótica de la soca, conseqüentment, la capacitat de
transmissió de les soques resistent i sensibles ha de ser la mateixa.

Una forma d'estimar la diferénda en el grau de transmissibilitat de les soques sensibles i
resistents és mesurar i comparar les freqüéncies d'infecció, -prova de la tuberculina positiva-,

i/o TB clíniques entre contactes de casos índexs amb els dos fenotipus. En aquesta línia
d'estudi, s'han observat proporcions d'infecció similars entre contactes de casos amb soques

sensibles i resistent (Snider i cois.,1985). A Brasil, Teixeira i cois., (2001) va estudiar la infecció
i la progressió a malaltia entre els contactes de malalts amb soques MDR. Ni la prevalenga
d'infecció ni la freqüéncia de TB clíniques va ser associada a malalts amb una soca resistent,

malgrat que els casos MDR van ser, com és torga lógic, contagiosos durant un període de temps
més llarg. No trabar diferéncies en les taxes d'infecció entre malalts sensibles o resistents

tampoc no és un fet estrany. S'ha de teñir en compte que la infecció és el resultat d'un contacte

entre el bacil i el sistema immune de l'hoste, -macrófags i limfócits T-, és una reacció

immunológica que es produeix independent del tipus de patró de susceptibilitat que té la soca.

Es només quan la infecció progressi cap a malaltia que la resposta immune de la persona i, de
forma destacada, l'agressivitat del bacil hi tindran un paper actiu i determinant.

Amb la introducció de l'epidemiologia molecular s'ha pogut avaluar la transmissió relativa
deis dos fenotipus comparant la freqüéncia i la mida de les agrupacions generades per malalts
amb soques de M. tuberculosis sensibles i resistents. Malgrat que, en els darrers anys, s'han
publicat una gran quantitat d'estudis d'epidemiologia molecular només en un nombre reduit
d'ells s'ha avaluat explícitament la proporció de soques resistents i sensibles en les agrupacions

(Alland cois.,1994, Marttila i cois.,1998, van Soolingen i cois.,1999, Godfrey-Faussett i
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cois.,2000, van Rie i cois.,2000, Kruuner ¡ cois.,2001, Toungoussova i cois.,2002, Vukovic i

cois.,2003). En general, les dades aportades per aquests estudls indiquen que la transmissió i

producció de malaltia de les soques resistents i sensibles és forga similar. Davant d'aquesta
situado pot l'epidemiologia molecular estar subestimant o sobreestimant la transmissió de les

soques resistents? Probablement sí, exactament igual que si s'estudiés només la transmissió de
les soques sensibles i, possiblement, per raons semblants a les suggerides en l'apartat I

d'aquesta discussió.
Els avengos en el coneixement i detecció de les mutacions associades a la resisténcia deis

diferents fármacs antituberculosos (Ramaswamy i Musser,1998), ha fet que l'estudi del tema

sigui més precís malgrat que aixó no ha significat poder resoldre la qüestió. En aquest context,
diferents treballs han analitzat el nombre de soques agrupades segons el tipus d'antibiótic peí

qual són resistents distingint les monoresisténcies i les MDR (van Soolingen i cois.,1999,

Godfrey-Faussett i cois.,2000, van Rie i cois.,2000, Toungoussova i cois.,2002, Vukovic i

cois.,2003, Burgos i cois.,2003) i, més encara, han avaluat les soques tenint en compte el lloc
concret de mutació (Marttila i cois.,1998, van Soolingen i cois.,2000). La importancia d'aquest
últim aspecte és especialment ¡nteressant en el cas de la resisténcia a la INH.

En la década deis cinquanta, experiments en models animáis i ¡n vitrovan demostrar que
les soques INH resistents inoculades en conills d'índia creixien amb més dificultat, produíen

menys lesions i mataven en menor quantitat respecte a les soques sensibles (Middlebrook i

Cohn,1953, Middlebrook, 1954, Cohn i cois.,1954a,1954b). Les troballes deis diferents treballs
van permetre relacionar resisténcia a INH i producció de l'enzim catalasa-peroxidasa amb
viruléncia. Des d'aquest moment, es va assumir que els bacils resistents a la INH perdien la

capacitat de produir l'enzim catalasa-peroxidasa i, conseqüentment, disminuien la seva

agressivitat esdevenint no patógens. Uns anys més tard, es va descobrir que l'enzim catalasa-

peroxidasa estava sintetitzat peí gen katG, i que la preséncia de mutacions en aquest gen

provocava la pérdua de l'activitat enzimática fet que evitava la transformació de la INH a la

seva forma activa i allargava la preséncia intracel-lular del micobacteri (Zang i cois.,1992). S'ha
calculat que entre el 50% i el 60% de les soques INH resistents estudiades presenten alguna/es

alteració/ns en aquest gen (Ramaswamy i Musser,1998). La mutació més freqüent, d'un 32% a

un 92%, és la que afecta al c315 i comporta un canvi d'aa (Haas i cois., 1997, Marttila i

cois.,1998, Verdú i cois.,2002). Amb la idea d'avaluar la importancia i l'efecte en l'agressivitat
de les soques amb alteracions en el gen katG, Li i cois., (1998) van comparar la capacitat de
creixement de soques micobacterianes amb l'esmentat gen delecionat i, posteriorment,
restaurat. Com s'esperava les soques sense gen perdien la capacitat de créixer pero aquesta es

recuperava quan es reintroduía una altra vegada el gen. Aquest fenomen evidendava que el
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gen katG és un factor de virulencia per M. tuberculosis. A més, quan els bacils van ser
transformáis amb gens katG que presentaven mutacions puntuáis el nivell original de
creixement detectat variava depenent del lloc de la mutació suggerint la presencia de dlferents

fenotlpus de soques INH reslstents peí que fa al creixement I la vlruléncla. Aquesta observado
reforga la ¡dea de la heterogeneítat de les soques resistents, -en termes de resistencia I
patogenicitat-, esgrimida en els prlmers treballs de Mlddlebrook i Cohn I en altres posteriors
(Ordway I cois., 1995). En aquest context, van Soollngen I cois., (2000), mesurant el grau

d'agrupacló de soques INH reslstents amb el gen katGmutat en el c315, suggerelx que el tlpus
de mutació determina diferencies en la transmlssibllltat, -mesurada segons la freqüéncia

d'agrupació-, evldéncia que recolza, encara més, els arguments exposats pels autors esmentats
anteriorment.

La resistencia a la INH també Implica a altres gens com, la zona ¡ntergénlca oxyR-ahpC,

kasA, furA, el ndh, I especlalment el /ocus ¡nhA (Ramaswamy i Musser,1998, Lee i cois.,2001).
La dlstrlbucló geográfica de les mutacions associades a aquests gens és variable i en menor

freqüéncia que la calculada peí gen katG. Un altres aspecte a destacar és que les observacions

experimentáis mostren una forta correlació entre el tipus de mutació i les CMIs, associant
alteracions en el gen katG amb resistencia a concentracions elevades de la INH, -superiors a

lpg/ml-, i mutacions en el gen inhA amb CMIs baixes (Baneijee i cois.,1994, Lonca i

cois.,2002). Així, les soques resistents a INH amb el gen katGmutat, sense activitat enzimática
detectable o molt disminuida i amb CMIs elevades presentarien viruléncia atenuada donat que
les alteracions afecten a dos enzims fonamentals per la vida i el manteniment intracel-lular del
bacil. En aqüestes circumstándes es reproduirien els models experimentáis de Middlebrook i
Cohn. Pero, en aquest punt no s'ha d'oblidar el paper actiu de les mutacions compensatóries
que poden fer recuperar les funcions perdudes i amb elles tota l'agressivitat deis bacils. Aquest
seria el cas de les soques amb una sobreexpressió de l'enzim AhpC, -per mutació en el

promotor del gen AhpC-, compensant la mutació del gen katG (Sherman i cois.,1996, Springer
i cois.,2001). En contraposició, les soques on la resistencia ve determinada per alteracions en el

gen inhA o bé en qualsevol deis altres, amb activitat catalasa-peroxidasa conservada i CMIs
baixes mantindrien intacte la seva transmissibilitat. Aquest tipus de situado explicaría aquells
casos on la resisténcia a INH és petita i on no hi ha cap sospita clínica d'ella, com el cas de les

soques guineanes resistents desentes en l'article II.

La influencia deis altres fármacs sobre la capacitat de transmissió de les soques

resistents és poc important i, en general, les alteracions deis gens implicats no tenen un efecte
directe sobre la viabilitat metabólica del bacil i són rápidament compensades per altres
mutacions (Billington i cois.,1999, Bóttger i cois.,1998). D'altra banda, la resisténcia simultánia
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a més d'un fármac, la MDR, no és més que l'acumulació de les resisténcies individuáis deis

antibiótics generades peí mateix tipus de mutacions (Morris i cois., 1995). Sembla ser que en

aquest tipus de soques la suma de totes les mutacions parcials podría disminuir
considerablement la viabilitat metabólica de la soca (Davies i cois.,2000). Així, es pot assumir

que els malalts amb TB MDR mantindrien la capacitat de transmissió com si es tractés d'una
soca sensible, pero, disminuirien la possibilitat de desenvolupar un TB activa donat que l'elevat
nombre de mutacions tindria un cost important en la viabilitat metabólica del bacil tot i les

mutacions compensatóries produides (Bóttger i cois.,1998).
Avaluar la transmissibilitat I agressivitat de les soques resistents significa considerar molts

aspectes de forma individual pero també de forma global. És probable que siguí l'efecte sinérgic
de molts factors: la resposta immune de la persona, les característiques própies del bacil, la
seva viabilitat metabólica, entre altres, independents del fenomen de la resisténcia, el que

determini que una soca sigui més o menys transmissible en concepte de virulencia i

patogenicitat.
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Condusions

En relació a la transmissió nosocomial de la TB:

No s'ha demostrat evidencia de transmissió nosocomial de malaltia tuberculosa entre

151 (57.6% VIH positius) malalts tuberculosos ¡ngressats i 109 (38% VIH positius)
malalts companys d'habitació en estudiar la seva evolució durant un període mínim 18

mesos.

I.

II. La elevada mortalitat a curt termini (el 68.3% deis malalts VIH positius i el 26.4% deis
malalts VIH negatius van morir el primer any) entre els malalts companys d'habitació no

permet excloure la possibilitat de contagi ni de desenvolupament de malaltia.

En relació a la descripció de les resistencia i a la transmissió poblacional:

La taxa global de resisténcies entre casos nous observada, 16.9%, és similar a la
determina en altres paisos propers a l'área geográfica estudiada.

I.

Entre els factors de risc de resistencia estudiats, la variable dona s'ha associat

significativament amb resistencia en casos nous. No s'ha trobat una explicació clara a

aquesta associació tot i que s'ha descrit en altres poblacions africanes i europees i que

podría estar relacionada amb comportaments socioculturals.

II.

T

En caracteritzar genéticament les mutacions associades a la resistencia a la INH, s'ha

trobat, tant en casos de resistencia casos nous i préviament tractats, que en el 80% es

detectaven mutacions a la zona reguladora del gen inhA, i no s'ha detectat cap mutació
en el c315 del gen katG.

III.

IV. El 78% de les soques resistents a la INH presenten resistencia de baix nivell (CMI < 1

pm/ml).

El 75% de les soques resistents a la RIF presenten mutacions en la zona regió
determinant de ¡a resisténcia a la rífampicina del gen rpoB. En el 25% restant no s'ha
trobat cap mutació.

V.
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Cap deis malalts amb monoresisténcia a la INH de balx nivell ha evidenciat sospita
clínica de resisténda durant el període de tractament estándard i han tingut una bona
evolució després d'un mínim de 14 mesos de seguiment.

VI.

El nivell d'agrupacló del 61.6%, determlnat ais dlstrictes de Bata i Malabo a Guinea

Equatorial, suggereix un elevat grau de transmissió recent o la presencia de soques

endémiques característiques de la regió degut a relevada prevalenga de TB en el país.

VII.

Els factors de risc resisténda ais fármacs antituberculosos i bacii-ioscópia intensament

positiva (grau quatre), s'han associat estadísticament amb pertányer a una agrupado.

VIII.

El 81% (30 soques) de soques resistents pertanyen a alguna de les agrupacions
determinades.

IX.

La resisténda a la INH amb mutació en el gen inhA no s'ha associat amb una disminució
de la capadtat de transmissió de la soca.

X.

L'aplicació de la técnica de tipificació molecular RFLP associada a la IS6110 és una eina

útil en la vigilancia de transmissió nosocomial i en l'estudi de la transmissió a nivell

poblacional.

XI.
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