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Introduccién

La resistencia antimicrobiana en microorganismos
previamente susceptibles se produce cuando se emple-
an antibioéticos para el tratamiento de las enfermeda-
des infecciosas en humanos y animales. Con el uso —y
con el uso incorrecto— creciente de los antibidticos en
décadas pasadas, han emergido resistencias en todas
las clases de microorganismos, incluyendo Mycobacte-
rium tuberculosis. Las cepas salvajes de M. tuberculosis
que no han sido expuestas a los farmacos antitubercu-
losos casi nunca son resistentes, aunque se ha docu-
mentado resistencia natural de M. bovis a la pirazina-
mida. Durante la multiplicacién bacteriana, la resis-
tencia a los farmacos antituberculosos se desarrolla
espontaneamente y con una frecuencia definida. Se
estima que en un ambiente libre de farmacos, la preva-
lencia de M. tuberculosis resistente a la rifampicina
(RMP) es de 1 por 108 bacilos, y de 1 por 10° para la iso-
niazida (INH). La utilizacién de farmacos antitubercu-
losos supone una presién selectiva a favor de los micro-
organismos resistentes, que se vuelven predominantes,
especialmente en pacientes con una gran carga bacilar.

Es extremadamente dificil que se produzca resisten-
cia a multiples farmacos debido a mutaciones espontéa-
neas. Sin embargo, en una poblacién bacteriana que ya
tiene resistencia a INH, una mutacién espontinea
puede dar lugar a que se produzca resistencia a RMP en
algin bacilo. En estas situaciones, el tratamiento de la
enfermedad con estos dos farmacos seleccionard las

cepas resistentes a ambos (multirresistencia). Una
secuencia de sucesos semejante puede producir resis-
tencia a otras combinaciones de farmacos y, eventual-
mente, a todos los antituberculosos de primera linea.

La emergencia de cepas multirresistentes (MR) se
asocia a una variedad de factores relacionados con
fallos de los programas de control (falta de regimenes
estandarizados, problemas en el suministro de farma-
cos), en la asistencia médica (prescripciéon de trata-
mientos inapropiados, falta de seguimiento de los
pacientes), y con factores individuales (poca adheren-
cia al tratamiento, infeccién por VIH,...).

La descripciéon de nuevas cepas extremadamente
resistentes (XR) y, haber comprobado que determina-
das cepas TB-MR se transmiten de forma epidémica, ha
levantado de nuevo las alertas de los organismos inter-
nacionales. Por la dificultad de su tratamiento TB-MR y
XR son las formas mas graves de tuberculosis. Su estu-
dio y control estan considerados de enorme importan-
cia desde el punto de vista epidemioldgico y de salud
publica.

Situacién actual de la vigilancia
de la tuberculosis resistente en Europa

La vigilancia de la resistencia a farmacos antituber-
culosos forma parte de las actividades continuas de la
vigilancia europea de la tuberculosis, desde el ano
1998, a través de EuroTB (Red Europea para la Vigilan-

* Grupo formado por laboratorios de los hospitales del Sistema Nacional de Salud de todas las Comunidades Auténomas y de las Ciudades Auténomas de Ceuta
y Melilla. La lista completa de participantes se encuentra en: http://genmico.unizar.es.
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cia de la Tuberculosis). Para todos los casos de tubercu-
losis notificados que han resultado positivos al cultivo
se recoge informacién sobre los resultados de las prue-
bas de susceptibilidad microbiana frente a la isoniazi-
da, rifampicina, etambutol y estreptomicina.

Las limitaciones de este sistema de vigilancia inclu-
yen que la vigilancia de las resistencias se limite a la
resistencia al inicio de la enfermedad, pero no a la
resistencia desarrollada tras el inicio del tratamiento, o
en casos que no se notifican de forma rutinaria, como
los casos crénicos. En consecuencia, el nimero total de
casos multirresistentes en la poblacién es mayor que el
obtenido por el sistema.

El dltimo informe, correspondiente a 2005%, sefniala
que el nivel de resistencia a los farmacos era muy supe-
rior en los Estados Bélticos frente al resto de paises de
Europa que disponen de datos representativos. Sefiala
que la multirresistencia combinada era del 18% en los
Estados Balticos vs el 2% de otros paises de Europa occi-
dental. La multirresistencia se asocia con historia de
tratamiento previo antituberculoso y origen extranjero.
Resultado de la ampliacién de la Unién Europea hacia el
Este, se espera un aumento en el nimero de casos de
tuberculosis resistentes y multirresistentes, resultando
en un aumento potencial del riesgo de transmisién de la
TB-MR dentro de sus fronteras.

La vigilancia exhaustiva de la TB-MR fue contempla-
da tanto en las Recomendaciones OMS-IUATLD sobre
vigilancia de resistencias en Europa?, como en las del
«Grupo europeo para el control y eliminacién de la
tuberculosis en paises de baja incidencia»’.

Vigilancia molecular de la tuberculosis
multirresistente

Desde el afio 1993, Espana viene participando en
sucesivas Acciones Concertadas cuyo objetivo inicial
era utilizar marcadores genéticos estandarizados y
crear una red de laboratorios para el control de la
tuberculosis. Disponer de los datos epidemiolégicos de
los casos de TB-MR, apareados con datos de tipificacién
genética de las cepas, permitiria describir y monitorizar
la circulacién de estas cepas en la poblacién, e identifi-
car agrupaciones o «clusters» moleculares que podrian
representar transmision reciente asi como dirigir inves-
tigaciones posteriores para controlar la transmisién de
esta forma grave de la enfermedad tuberculosa.

Durante el periodo 2001-2003, dentro de la Accién
Concertada «Marcadores Genéticos de nueva genera-
cién y Técnicas para la Epidemiologia y Control de la
Tuberculosis», proyecto financiado por la Comisién
Europea (www.caontb.rivm.nl), EuroTB participd en el
estudio europeo de epidemiologia molecular de TB-MR,
en colaboracién con el Instituto Nacional de Salud
Publica y Medio Ambiente (RIVM) de Holanda. En este
estudio, los Laboratorios de Referencia de nueve paises
europeos, entre ellos Espana, proporcionaron informa-
cién epidemiolédgica de los casos de TB-MR y los resul-
tados de la tipificacién por RFLP-IS6110 de las cepas
correspondientes de M. tuberculosis, con el objetivo de
describir las caracteristicas de la poblacién de casos de
TB-MR y las agrupaciones moleculares de éstos en
Europa. De un total de 683 casos de TB-MR con un ais-
lamiento entre 1998 y 2001, 147 (22%) pertenecian a
clusters nacionales y 144 (21%) a clusters europeos. Los
clusters europeos variaban en tamano de 2 a 28 casos
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e implicaban a dos o tres paises. La pertenencia a clus-
ters estaba asociada a edades jévenes, coinfeccién con
VIH, y al genotipo Beijing de M. tuberculosis. El niimero
de clusters europeos, asi como las caracteristicas de los
pacientes incluidos en algunos de ellos sugerian una
posible circulacién de cepas a través de las fronteras en
Europa. Sin embargo, el estudio no estaba disefiado
para la investigacién posterior de estos vinculos®*.

Proyecto MR-TB

Basandose en los resultados de esta Accién Concer-
tada, y teniendo en cuenta el incremento en el namero
de casos esperados de tuberculosis multirresistente en
la UE, la Comisién Europea financié el proyecto MR-TB
para el periodo 2005-2007 permitiendo implementar
una vigilancia especifica de la TB-MR con un compo-
nente de tipificaciéon molecular. Se considero la necesi-
dad de monitorizar estrechamente la transmision
potencial de esta forma grave de tuberculosis que pre-
senta una morbilidad elevada y graves consecuencias
en términos de control de la enfermedad.

El establecimiento de la vigilancia de la TB-MR en
Europa se espera que sirva para reforzar el desarrollo
de principios de colaboracién y de manejo de los clus-
ters europeos de tuberculosis y otros eventos relacio-
nados de interés, asi como para preparar una vigilancia
de la tuberculosis orientada a la accién. El proyecto
también debe permitir el intercambio de informacién y
contribuir a desarrollar estdndares europeos para la
investigacion de contactos de tuberculosis y manejo de
brotes, un &rea clave de accién para el progreso hacia
la eliminacién de la tuberculosis en los paises de la UE.

Objetivos
1. Describir la prevalencia e incidencia de la TB-MR
en Europa,

2. Describir y monitorizar los genotipos de cepas
del complejo M. tuberculosis multirresistentes cir-
culantes por Europa y paises asociados,

3. Identificar las cepas de TB-MR en clusters mole-
culares internacionales para llevar a cabo accio-
nes coordinadas de control.

Métodos
Recogida y manejo de datos (figura 1)

Los Institutos nacionales de vigilancia, en Espana el
Centro Nacional de Epidemiologia (CNE), proporcionan

Proyecto MR-TB. Red de Vigilancia de la Tuberculosis
Multirresistente en Europa. Circuito de informacion
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a EuroTB informacién andénima e individualizada de los
casos de TB-MR. Esta informacién incluye variables
epidemiolégicas, clinicas y genéticas y se actualiza
trimestralmente.

Los resultados de la tipificacién molecular se envian
desde los laboratorios nacionales, en nuestro caso el
Grupo de Genética de micobacterias de la Universidad
de Zaragoza, a los Institutos nacionales de vigilancia y
al RIVM de Holanda. Este realiza la coordinacion y el
analisis de la base de genotipos europeos con el objeti-
vo principal de identificar y describir clusters europeos
de TB-MR.

Tipificacién molecular

La técnica de referencia utilizada para la tipificacién
molecular es el analisis del ADN por RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) mediante la identifi-
cacién de la secuencia de insercién 1S6110°.

Se utilizan métodos de subtipificacién en aquellas
cepas que por RFLP presentan bajo numero de copias
(menos de seis). Estos son Spoligotyping (también utili-
zado para tipar cepas de M. tuberculosis del genotipo
Beijing) y MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed
Repetitive Units-Variable Numbers of Tandem Repeats)
de acuerdo con protocolos estandarizados. Aquellos
paises que utilizan estas dos técnicas como métodos de
referencia, también deben realizar la subtipificacion
por RFLP- IS6110.

Definiciones

Se define como caso de TB-MR a una persona con
diagnéstico de tuberculosis, confirmado por cultivo y
aislamiento de una cepa de M. tuberculosis complex,
resistente al menos a Isoniazida y Rifampicina. Cuando
se obtiene un nuevo aislamiento en un mismo pacien-
te, 24 meses después del primero, se notifica de nuevo.
Se incluyen los casos diagnosticados en alguno de los
paises participantes desde el 1 de enero de 2003. Se
establecié una definicién especifica para el genotipo
Beijing, siguiendo estudios previos®.

Se utiliza la definicién modificada de la OMS para
caso de TB-XR, caso de TB- MR resistente al menos a una
fluorequinolona (ofloxacino o ciprofloxacino) y a un
antituberculoso inyectable (amikacina, kanamicina o
capreomicina).

Se define como cluster, dos o més casos de TB-MR
con idéntico patrén por RFLP-IS6110, o, en cepas con
menos de seis bandas del patréon RFLP-1S6110, aquéllas
que compartan el mismo patrén de Spoligotipo o MIRU-
VNTR. Cluster nacional, cuando incluye casos diagnosti-
cados en un mismo pafis, y Cluster europeo, cuando los
casos sean diagnosticados en, al menos, dos de los pai-
ses participantes.

Participacién espanola
En Espatia, las instituciones que participan en el Pro-
yecto son el CNE, del Instituto de Salud Carlos III; el
Laboratorio de micobacterias del Centro Nacional de
Microbiologia, del Instituto de Salud Carlos 111, donde se
realizan las pruebas de sensibilidad a farmacos, y el
Grupo de Genética de micobacterias de la Universidad
de Zaragoza, como laboratorio nacional, que viene rea-
lizando la caracterizacién genética de las cepas de
tuberculosis multirresistentes por las tres técnicas
requeridas en el proyecto. El CNE, ademas de actuar de
(C ) Red
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punto de contacto para la transmisién de la informa-
cién, trabaja en coordinacién con los Servicios de Epi-
demiologia de las Comunidades Auténomas para com-
pletar, siempre que sea necesario, la informacién de los
casos multirresistentes detectados por el laboratorio y
en caso de que se detectara una alerta que requiriera
investigacion.

Resultados

El ultimo informe del proyecto MR-TB’/, presenta
datos de 24 paises (17 con informacién genética) para el
periodo 2003-2006. El nimero total de casos de TB-MR
recogidos en este periodo fue de 2.220. De los 561 casos
con informacién completa, las principales caracteris-
ticas epidemioldgicas se muestran en la tabla 1,
presentandose en dos grupos en funcién de encontrar-
se o no en cluster. Hay que senalar un predominio del
sexo masculino (70%) en ambos grupos, con una media
de edad de 6 anos superior al femenino, en los casos no
agrupados en cluster (p<0,005); en los casos en cluster
la media de edad no mostraba diferencias significativas
entre ambos sexos. La localizacién mas frecuente de la
enfermedad fue la pulmonar (92%) en ambos grupos.
Es de destacar que el 87% de los casos agrupados en
clusters procedian de las Ex - Republicas Soviéticas
(incluidos los Estados Balticos Lituania, Letonia y Esto-
nia), mientras que en los no agrupados esta proporcién
fue del 37%.

De los 2.220 casos, sélo 604 (27%) disponian de
patrones 1S6110 RFLP para poder identificar clusters
europeos; de éstos, se detectaron 280 cepas (46%) dis-
tribuidas en 15 clusters. Seis clusters europeos estuvie-
ron producidos por cepas del genotipo Beijing, entre
ellos los tres de mayor tamario, que agrupaban en total
228 casos distribuidos en 11 paises. Indicar que la
mayoria de los casos incluidos en estos tres clusters
procedian de las Ex - Republicas Soviéticas (165 casos
en el primero, 28 en el segundo, y 14 en el tercero).

Proyecto MR-TB, Vigilancia Europea de Tuberculosis
Multirresistente. Caracteristicas epidemioldgicas de los casos
segiin resultados del analisis genético*

Agrupados en | No agrupados en
cluster N=261 cluster N=300
Sexo
Hombre 179 (69%) 209 (70%)
Mujer 82 (31%) 89 (29%)
desconocido 0(0%) 2 (1%)
Edad media (afios) 43 39
Hombres 44 4
Mujeres 40 35
Origen
Ex Republicas Soviéticas 227 (87%) 112 (37%)
Europa 12 (5%) 58 (19%)
Africa 14 (5%) 52 (17%)
Asia 1(0%) 30 (10%)
Otros 0(0%) 15 (5%)
desconocido 7(3%) 33 (11%)
Localizacién enfermedad
Pulmonar 248 (95%) 269 (90%)
Extrapulmonar 12 (5%) 27 (9%)
desconocido 1(0%) 4 (1%)

* De 604 cepas con patrones IS6770 RFLP para poder identificar clusters, se disponia de infor-
macion epidemioldgica en 561 casos notificados por 15 paises.
Fuente: EuroTB. Molecular surveillance of multi-drug resistant tuberculosis in Europe (MDR-TB
Surveillance). Report n.° 6, March 2007. (hitp./www.eurotb.org/mdr tb_surveillance/pds

MDR-TB_report6.pd).
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Espana se incorpor6 a este Proyecto en Mayo de
2006, se han aportado 50 aislamientos (28 correspon-
dientes a 2004 y 22 a 2005), todos con informacién epi-
demioloégica y molecular. Catorce casos estaban inclui-
dos en algln cluster y 36 eran cepas con patrén Unico.
Las principales caracteristicas de estos casos se mues-
tran en la tabla 2. El 71% eran hombres, con una edad
media superior a las mujeres, especialmente en los
casos agrupados en cluster con una diferencia de casi
20 afos (p<0,001). E1 71y 97% de los casos presentaban
una localizacién pulmonar, en los casos agrupados en
cluster, frente a los no agrupados. Respecto al pais de
origen, senalar que el 50% de los casos eran de origen
extranjero en ambos grupos. De los casos nacidos
fuera de Espafia, destacan como zonas de procedencia
Africa para los incluidos en clusters (5 casos, de los
que 3 eran de Marruecos), e Hispanoamérica para los
no agrupados (7 casos). De los 14 casos agrupados en
cluster, cinco formaban parte de un cluster interna-
cional.

Proyecto MR-TB. Caracteristicas de los casos de tuberculosis
multirresistente notificados por Espaia

Agrupados en | No agrupados en
cluster N=14 cluster N=36
Sexo
Hombre 10 (71%) 26 (72%)
Muijer 4 (29%) 10 (28%)
Edad media
Hombres 41 afios 43 afios
Muijeres 20 afios 34 afios
Origen
Espafia 6 (43%) 14 (39%)
Hispanoameérica 2 (14%) 7 (20%)
Africa 5 (36%) 2 (5%)
Rumania 0(0%) 5(14%)
Fed Rusa y ex Republicas Soviéticas 0(0%) 4 (11%)
China 0(0%) 1 (3%)
desconacido 1(7%) 3 (8%)
Localizacién enfermedad
Pulmonar 10 (71%) 35(97%)
Extrapulmonar 4(29%) 1 (3%)

Conclusiones

Sibien los resultados presentan limitaciones debido
a la cobertura y diversidad de los sistemas de vigilan-
cia de los distintos paises participantes, este proyecto
facilita una aproximacién a la situacién de la tubercu-
losis multirresistente en Europa, permite poner de
relieve los principales problemas a los que nos enfren-
tamos cara al control de la misma, e identificar zonas
geogréficas «calientes» con elevado porcentaje de
resistencias que incluyen casos de TB-XR. También ha
puesto de manifiesto la heterogénea circulaciéon de
cepas en Europa, la identificacién de quince clusters
internacionales, y confirmar la mayor transmisibilidad
del genotipo Beijing, responsable de los clusters de
mayor tamafo y que afectan a un numero elevado de
paises.

En el ambito europeo, las Ex-Republicas Soviéticas
son una clara prioridad para el control de la tuberculo-
sis, debido, principalmente, al elevado porcentaje de
resistencias. Este hecho, asi como el gran numero de
fallos en el tratamiento antituberculoso, probablemen-
te sea debido a unos regimenes terapéuticos inadecua-
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dos, como ha sefialado EuroTB’. Resaltar que una de
las recomendaciones de la Red es implementar en
Europa sistemas de vigilancia de la tuberculosis
resistente, bien mediante la recogida continuada de los
resultados de las pruebas de sensibilidad de todos los
casos iniciales, o a través de encuestas periddicas de
prevalencia.

Finalmente senalar que, para Espana, la partici-
pacién en el Proyecto ha permitido afianzar la colabo-
racién del Centro Nacional de Epidemiologia con el
Grupo de Genética de micobacterias de la Universidad
de Zaragoza, facilitando la deteccién de clusters entre
Comunidades Auténomas y, otros, que afectan a paises
europeos. Los datos de Espaiia sefialan un predominio
de Hispanoamérica y Africa como principales zonas de
procedencia de los casos multirresistentes de origen
extranjero.
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