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RESUMEN

La tuberculosis (TB) se ha convertido en la enfermedad infecciosa que mas personas mata mundialmente
por delante del VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y la malaria. La incidencia de TB apenas se re-
duce en un 2% cada afio, por lo que no se podra eliminar hasta dentro de 200 afios. Parte del problema es
que las actuales herramientas de control de la TB son antiguas y ya no son suficientes para acelerar la
erradicacién de la TB. Nuevos métodos son, por tanto, necesarios en los campos de diagndstico, tratamiento
y prevencion. La secuenciacién genémica masiva puede convertirse en una de esas herramientas. La carac-
terizacion gendmica de aislados de TB esta demostrando su utilidad tanto para entender la epidemiologia
de la enfermedad como para su diagnéstico, en especial para la deteccién de resistencias a antibi6ticos. Sin
embargo, las técnicas genémicas y el andlisis informatico asociado estan todavia lejos de usarse de rutina
en la mayor parte del mundo. En esta revisién describiremos las actuales tecnologias de secuenciacién en el
contexto del complejo Mycobacterium tuberculosis, las aportaciones de dichas tecnologias al diagnéstico y la
epidemiologia de la enfermedad, asi como los esfuerzos que se estan haciendo para dar el salto a su aplica-
ci6én en el contexto clinico.
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Next generation sequencing for the diagnostics and epidemiology of tuberculosis
ABSTRACT

Tuberculosis (TB) has overtaken HIV (human immunodeficiency virus) and malaria as the leading cause of
death by an infectious disease worldwide. The reduction in the TB incidence is a modest 2% of cases per
year, thus we will need 200 years to eradicate the disease. Part of the problem is that TB control tools are
decades old and cannot anymore contribute to accelerate eradication of TB. New diagnostics, treatments
and vaccines are urgently needed. Next generation sequencing has the potential to become one of these
new tools. Genomic characterization of TB isolates is already showing its potential for epidemiology and
diagnostics, particularly to identify drug resistance mutations. However, the experimental and
bioinformatics skills needed are still far from being standardized and are not easy to incorporate as a
routine in clinical laboratories. In this review we will describe current next generation sequencing
approaches applied to the Mycobacterium tuberculosis complex, their contribution to the diagnostics and
epidemiology of the disease and the efforts that are being undertaken to make the technology accessible to
public health and clinical microbiology laboratories.

© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La identificacién de micobacterias por técnicas de biologia mole-
cular se inici6 a finales de los afios ochenta del siglo pasado’. A prin-
cipios de los noventa, varios grupos de investigacién presentaron los

resultados obtenidos tras la incorporacion de estos métodos para la
detecciéon de micobacterias englobadas en el complejo Mycobacte-
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rium tuberculosis (MTBC)2. La conclusién fue que las técnicas molecu-
lares permitian adelantar el diagnéstico de enfermedad tuberculosa
frente a los métodos tradicionales de cultivo, aunque nunca sustituir-
los como técnica de referencia, debido a que no permitian determi-
nar la infectividad o viabilidad del bacilo, ni las resistencias a los
farmacos antituberculosos®. A pesar de que este Gltimo aspecto se ha
suplido en gran parte con las nuevas tecnologias que permiten detec-
tar genes relacionados con mutaciones asociados a resistencias en un
alto porcentaje de cepas, no se ha solucionado por completo’.

El método de referencia para el diagnéstico de la tuberculosis (TB)
es el cultivo, aunque en algunos paises la observacién directa de ba-
cilos acido-alcohol resistentes es la tinica prueba diagndstica dispo-
nible. La microscopia, aunque barata, no es sensible, especialmente
en nifios y personas que conviven con pacientes positivos para el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH); no diferencia entre mi-
cobacterias no tuberculosas y especies englobadas en el MTBC ni
proporciona informacién acerca de la sensibilidad. En cultivo en me-
dios habituales de Lowenstein-Jensen y Middlebrook, las micobacte-
rias del MTBC pueden tardar semanas en crecer, retrasandose asi los
resultados y la determinacién de presencia o no de resistencia a los
farmacos antituberculosos. Por todo ello, las técnicas moleculares se
han ido incorporando al algoritmo diagnéstico de la TB en los dife-
rentes hospitales*.

Estas técnicas, ademads, estan teniendo y tendran un papel clave
en la vigilancia y el control epidemiolégico de la enfermedad a nivel
global. Al ritmo al que se reduce la incidencia global de la enferme-
dad tardaremos mas de 200 afios en erradicar la TB. Solo la aparicién
de nuevas herramientas para el diagnéstico, la prevencién y el trata-
miento nos hara cumplir los objetivos de erradicacion para 2050°. En
su nueva estrategia, End TB Strategy (2016-2035), la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS) incluye como una de sus metas el diag-
noéstico temprano de la TB, asi como un estudio de sensibilidad anti-
tuberculosa universal. Los laboratorios tienen, por tanto, un papel
critico en la era posterior a 2015 y en la adaptacién de las aproxima-
ciones moleculares. En este Gltimo informe mencionan que el nuevo
cartucho en desarrollo Xpert Ultra® podria incluso reemplazar al cul-
tivo tradicional como primera herramienta en el diagnéstico de la TB.
La aparicién de tecnologias de secuenciacién masiva puede superar
las limitaciones de los diagnésticos moleculares actuales y en un fu-
turo ser un método de referencia, como ya lo estd empezando a ser
para la epidemiologia de la enfermedad®. En esta revision se repasara
la historia, pero sobre todo el papel presente y futuro de la secuen-
ciacién genémica en el diagnéstico y la epidemiologia molecular.

Tecnologias de secuenciacion masiva aplicadas al bacilo
de la tuberculosis

En 1905 una cepa de TB conocida como H37 se aisl6 asociada a un
brote infeccioso en Estados Unidos. Dicha cepa (conocida como
H37Rv) y su hermana avirulenta (conocida como H37Ra) se convir-
tieron en las cepas de referencia mas usadas en laboratorios de in-
vestigacion de todo el mundo. En 1998, H37Rv fue uno de los prime-
ros genomas bacterianos completamente secuenciados y abri6 las
puertas de la era genémica en el estudio de la TB”.

El genoma de H37Rv y su manipulacién han permitido un gran
nimero de descubrimientos relevantes para el desarrollo de nuevos
antibidticos, vacunas y diagnésticos®. La determinacién de la secuen-
cia genémica del bacilo de la TB ha permitido estudiar los determi-
nantes genéticos de la resistencia a antibiéticos y construir bases de
datos asociadas®, asi como el desarrollo de todo un nuevo conjunto
de pruebas moleculares para el diagnéstico de MTBC y para la deter-
minacion genotipica de resistencia a los farmacos antituberculosos'4.
Por tltimo, el estudio de las diferentes regiones codificantes y no
codificantes del genoma ha permitido entender su papel en la biolo-
gia y la virulencia de la bacteria, siendo el origen de muchas de las
vacunas candidatas que estan en estudio™.

Desde el punto de vista de la epidemiologia molecular y la micro-
biologia clinica, su impacto ha sido muy importante. Por ejemplo,
aunque muchos de los marcadores moleculares que se usan ahora ya
existian antes de conocerse la secuencia genémica', solo a posterio-
ri se han podido caracterizar y poner en el contexto adecuado. Entre
los mas conocidos se encuentra la regioén del espoligotipado conoci-
da como CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats). Los espoligotipos se usan a veces para definir posibles casos
de transmisién, pero sobre todo para clasificar los aislados en dife-
rentes familias génicas'. Actualmente, el marcador mas empleado
en epidemiologia molecular se conoce como MIRU-VNTR (mycobac-
terial interspersed repetitive units-variable number tandem repeats)'.
Con este método se analizan diferentes regiones del genoma que se
caracterizan por tener un namero variable de repeticiones en tan-
dem conocidas como minisatélites. Aunque existe un gran niimero
de minisatélites, por motivos de reproducibilidad se usan 2 grupos
estandar conocidos por el nimero de regiones que interrogan, como
MIRU 15 y MIRU 24. Debido a que la frecuencia de cambio genético
de dichas zonas (duplicaciones y deleciones) es muy alta, la combi-
nacién del niimero de copias de esos loci permite identificar cepas de
estrecha relacién genética y diferenciarlas de otras que, aunque pue-
dan estar préximas genéticamente, no pertenezcan al mismo grupo
de transmision.

En el afio 2005 aparecieron las primeras tecnologias de secuen-
ciacién masiva™. Al contrario que las técnicas usadas hasta ese mo-
mento, conocidas como secuenciacién por perdigonada (shotgun se-
quencing), estas tecnologias son mucho menos laboriosas al no
requerir un paso previo de clonacién en Escherichia coli. La otra ca-
racteristica fundamental es la cantidad de nucleétidos capaces de
determinar en una sola carrera'. Por poner un ejemplo, actualmente
las plataformas de Illumina son las mas empleadas en secuenciacién
bacteriana. El tamafio medio de un genoma de M. tuberculosis es de
algo mas de 4,4 millones de pares de bases (pb) nucleotidicas, o lo
que es lo mismo 4,4 megabases. Si solo quisiéramos secuenciar un
genoma en una carrera de Illumina MiSeq leeriamos cada base del
genoma como media 1.700 veces, por lo que su cobertura seria
1.700x. Con la plataforma de Illumina NextSeq rapid run seria 13.600x
y en uno de Illumina HiSeq completo 67.700x. Por usar otro ejemplo,
en la plataforma de Ion Torrent se podria leer hasta 455 veces cada
base del genoma analizado (tabla 1). Por lo tanto, todas ellas generan
mucha mas cantidad de secuencia que la realmente necesaria para
analizar un solo genoma. Lo que realmente se hace es secuenciar de-
cenas o cientos de genomas a la vez, dependiendo de la cantidad de
datos generados por cada plataforma. Esta estrategia se denomina
multiplexado y es la que ha permitido disminuir, en gran medida, los
precios de secuenciacién genémica. En la tabla 1 se puede consultar
el nimero aproximado de genomas de diferentes cepas del MTBC
que se pueden analizar a la vez. Si tuviéramos una coleccién de 800
cepas la podriamos analizar en una sola carrera con un HiSeq
1500/2500y el genoma de cada una de ellas se leeria como media 80
veces. La cuestion esta en que cada cadena de ADN genémico es frag-
mentada en trozos de entre 500 y 1.000 pb, afiadiéndose a cada uno
posteriormente una etiqueta nucleotidica que hace que bioinforma-
ticamente se pueda asignar posteriormente cada lectura a la cepa
correspondiente. En el laboratorio de FISABIO (Fundacién para el Fo-
mento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Va-
lenciana) usamos rutinariamente Illumina MiSeq con 20 cepas por
carrera. Si solo contamos el coste de las librerias y su secuenciacion,
sin tener en cuenta la mano de obra, cuesta secuenciar cada cepa
entre 80 y 100 euros, aunque va bajando conforme se automatizan.

Otra de las caracteristicas basicas a la hora de elegir una platafor-
ma de secuenciacion es el tamafio de las lecturas que es capaz de
generar. Asi, se pueden clasificar las plataformas en las que se gene-
ran lecturas cortas (entre 100-300 pb) y en las que se generan lectu-
ras largas de hasta varias kilobases (kb) (tabla 1). Las mas usadas en
el campo de la microbiologia clinica y epidemiologia de la TB son las
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Tabla 1

Descripcién de las plataformas de secuenciacién genémica usadas comdnmente para el andlisis del complejo de Mycobacterium tuberculosis

Plataforma de secuenciacion Namero de lecturas

Tamafio de la lectura

Cobertura media para un genoma Aislados por carrera (80x)

HiSeq 1500/2500 V4 2,00 E + 09 150
HiSeq 1500/2500 rapid run 3,00 E+08 150
NextSeq 500 high output 4,00 E + 08 150
NextSeq 500 mid output 1,30 E + 08 150
MiSeq V3 2,50 E + 07 300
lon Torrent 314 5,00 E + 05 400
Ion Torrent 316 2,50 E + 06 400
Ion Torrent 318 5,00 E + 06 400

68.164 852
10.227 128
13.636 170
4432 55
1.705 21
45 1
227 3
455 6

de lecturas cortas, por razones varias. Asi, por una parte, pueden
generar una mayor cantidad de secuencias, lo cual significa que en
una misma carrera podemos analizar muchos aislados a la vez, por
lo que se reducen los costes. Por otra parte, en el caso del MTBC, el
andlisis bioinformatico posterior no intenta reconstruir el genoma
de la cepa (lo que se conoce como ensamblado de novo), sino que se
mapean las lecturas a un genoma de referencia de secuencia ya co-
nocida: estrategia conocida como resecuenciacion. Las estrategias de
mapeo a una referencia son muy Gtiles para analizar bacterias que
tienen poca diversidad tanto a nivel de cambios puntuales cromosé-
micos como a nivel de contenido génico, como es el caso de las de la
MTBC.

En bacterias mas diversas, como puede ser E. coli, la estrategia de
mapeo a una referencia no es posible debido a que las cepas pueden
ser muy diferentes entre si. Se sabe desde hace tiempo que 2 cepas
de E. coli pueden llegar a tener hasta un 60% de genes diferentes'e. En
esos casos es dificil encontrar un genoma de referencia ya secuencia-
doy se requiere determinar el genoma de novo de las cepas estudia-
das. Las tecnologias que generan secuencias muy largas son mucho
mads tiles, pues permiten ensamblar el genoma como si fuera un
puzle, buscando fragmentos (conocidos como contigs) que se solapan
parcialmente. Actualmente, la plataforma de lecturas largas mas usa-
da es PacBio (Pacific Biosciences), que genera lecturas de rango entre
10-15 kb y es capaz de finalizar un genoma completo de M. tubercu-
losis en una tnica carrera. Esta tecnologia tiene la ventaja de que no
necesita amplificar el material genémico de referencia (PCR [polyme-
rase chain reaction]-free), sino que trabaja directamente sobre la mo-
lécula de ADN original (por eso es una tecnologia single-molecule), de
tal manera que puede evitar los sesgos introducidos por la PCR, que
si esta presente en las plataformas de Illumina y de Ion Torrent. Su
desventaja es que no permite analizar mas de una cepa a la vez, por
lo que los precios y los tiempos de respuesta son demasiados altos
para usarla de rutina en epidemiologia o diagndstico clinico.

Aportaciones de la genémica a la microbiologia clinica
y a la epidemiologia de la tuberculosis

Diversidad genémica global del complejo Mycobacterium tuberculosis

La secuenciacién masiva ha permitido un gran ndmero de descu-
brimientos en la biologia y evolucién de la micobacteria®. La genémi-
ca de poblaciones ha permitido identificar a nivel global 8 grandes
grupos genéticos, conocidos como linajes". De esta manera, el MTBC
estd compuesto por 7 linajes asociados a TB humana. Dichos linajes
incluyen los 2 conocidos como M. africanum y un nuevo linaje detec-
tado recientemente en Etiopia'™. Aparte de estos linajes, existen tam-
bién las especies asociadas a animales, entre las que se encuentra M.
bovis, que es la causa de entre el 1y el 3% de los casos de TB en hu-
manos y que tiene un gran impacto econémico. La secuenciacién
genémica de cepas representativas de los linajes animales y huma-

nos demuestra que la distancia entre todos ellos no es mayor de
2.500 cambios nucleotidicos, con una identidad nucleotidica mayor
del 99%". Esto indica que, segiin la taxonomia actual, todas las espe-
cies del complejo serian en realidad una sola®. Los diferentes linajes
de humanos demuestran diferencias fenotipicas tanto a nivel de la
bacteria como a nivel clinico y epidemiol6gico?®. Muchas de estas
diferencias se deben, probablemente, a que los diferentes linajes han
evolucionado en paralelo a las poblaciones humanas, lo que ha lleva-
do a que la bacteria no sea ni genética ni fenotipicamente homogé-
nea'.

Desde el punto de vista del genotipado, la informacién genémica
ha permitido una definicién objetiva de grupos jerarquicos (desde
linajes a sublinajes), asi como el desarrollo de paneles de polimorfis-
mos de un solo nucleétido (SNP) para detectar dichos grupos'>?+2,
Por ejemplo, en el Hospital La Fe de Valencia el genotipado de mues-
tras de los dltimos 4 afios revela que un 90% pertenece al linaje 4,
como era de esperar. Una robusta caracterizacién de estos linajes y
sublinajes es el primer paso para futuros estudios sobre la influencia
del genotipo en la transmisién o en la manifestacion clinica de la
enfermedad®. En San Francisco se ha demostrado que dichos linajes
se transmiten preferentemente en poblaciones humanas de su mis-
mo origen geografico?. Este es el caso del linaje 2, que es el mas co-
mun en Asia y se transmite mejor entre individuos de origen asiatico.
Ademas, estas diferencias no pueden explicarse solamente por la red
social de contactos. Cuando se analizan esas preferencias entre indi-
viduos positivos para el VIH, las diferencias entre linajes desaparecen
de una manera dependiente de la dosis, de forma que cuanto menor
es el recuento de linfocitos CD4, menor es la asociacién?. Esto sugie-
re que hay un papel importante de interaccién entre el sistema in-
mune y el genotipo de la micobacteria. Seguramente, las nuevas
aproximaciones permitiran comprender en el futuro qué determi-
nantes genéticos influyen en la interaccién entre el hospedador y la
micobacteria?>25.

El andlisis del genoma de cepas de todo el mundo también ha
proporcionado informacién importante acerca de la biologia del ba-
cilo de la TB. Se ha demostrado que los epitopos de M. tuberculosis
estan hiperconservados?. Dicho de otra manera, al contrario que
otros muchos patégenos, el bacilo de la TB no acumula mutaciones
para escapar del sistema inmune. La hipdtesis actual es que la mico-
bacteria necesita ser reconocida por el sistema inmune porque pre-
cisa de la reaccién inmunitaria para su posterior transmisién. El ana-
lisis genémico también ha permitido determinar la tasa de mutacién
genémica (la frecuencia con la que se acumulan cambios con el tiem-
po), asi como que esta es ligeramente diferente segtn el linaje?®?,
Asi, las cepas conocidas como Beijing (que forman parte del linaje 2)
tienen una tasa de mutacién mayor, lo que seguramente explica por
qué se han asociado en todo el mundo a la adquisicién de resistencias
a antibidticos.

En resumen, un gran ndmero de estudios ha demostrado el im-
pacto de las diferencias genéticas entre cepas de TB en diferentes
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aspectos fenotipicos, desde la fisiologia de la bacteria hasta la epide-
miologia o la manifestaciéon de la enfermedad®. La secuenciacién
gendmica esta ayudando a entender cudles son los determinantes
genéticos de dichos cambios fenotipicos, lo que a su vez permitira
determinar si deben o no tenerse en cuenta en el desarrollo de nue-
vos antibiéticos, diagndsticos y vacunas para controlar la enferme-
dad®.

El genoma como marcador epidemiolégico

El primer estudio que demostrd el poder de la secuencia genémi-
ca como marcador epidemiolégico se publicé en 2009%. En dicho
estudio, 3 cepas practicamente idénticas en relacién con otros mar-
cadores —RFLP (restriction fragment length polymorphism), MIRU—
eran totalmente diferentes, con lo que se demostré el mayor poder
resolutivo del genoma. Poco después Gardy et al*? usaron las técnicas
gendmicas para resolver un brote de transmisién que habia empeza-
do en los afios noventa en la Columbia Britanica. Al combinar los
resultados gendmicos con datos epidemioldgicos, los autores demos-
traron que dentro de los grupos de transmision se puede identificar
muchas veces la cadena de eventos individuales. El trabajo ya pone
sobre la mesa la posibilidad de que muchos de los grupos que se
conocen como cadenas de transmision podrian estar causados por
un solo individuo que habria infectado a varias personas (en inglés,
super spreader)*2.

Ademas, la ventaja del andlisis de genomas completos es que per-
mite descubrir y desarrollar nuevos marcadores para llevar a cabo la
vigilancia epidemioldgica o el diagnéstico clinico. Un claro ejemplo
es el uso de polimorfismos inicos de secuencia para detectar cepas
de especial interés. En los Gltimos 2 afios se han publicado varios
estudios con esta orientacion. Stucki et al*>* secuenciaron las cepas de
un brote de TB que ocurri6 en el cant6n suizo de Berna. Dicho brote
se dio entre 1991 y 1992, con la mayor parte de los casos encontrados
asociados a factores de riesgo conocidos. Los autores compararon las
secuencias genémicas de los primeros aislados del brote con las de
cepas control circulantes actualmente, lo que les permitié encontrar
diferencias genéticas exclusivas de las cepas asociadas al brote. A
partir de ahi, desarrollaron una técnica de tipado de PCR a tiempo
real y analizaron todos los aislados de casos ocurridos en Berna des-
de 1992. De esta manera, fueron capaces de identificar 68 casos adi-
cionales asociados al brote*. Al determinar la secuencia genémica de
dichos casos corroboraron que se debian al brote y que podian obte-
ner mucha mas resolucién en la relacion entre los casos que la que se
consigue con métodos tradicionales. En un estudio similar, Pérez-
Lago et al** identificaron marcadores especificos de cepas circulantes
en Almeria asociadas previamente a brotes. Desarrollaron un ensayo
conocido como TRAP (targeted regional allele-specific oligonucleotide
PCR) para detectar prospectivamente nuevos casos asociados. La di-
ferencia en este tltimo caso es que se trata de una técnica de bajos
requerimientos técnicos, con empleo de geles, lo que permitié des-
centralizar el ensayo y poder aplicarlo en los mismos laboratorios de
Almeria®,

Epidemiologia genémica

En 2012 se publica el primer estudio a escala poblacional de la
utilidad de los genomas completos para epidemiologia®, realizado
por la agencia de salud publica britanica Public Health England. Para
ello, se secuenciaron 247 cepas de M. tuberculosis aisladas en Oxford-
shire durante los afios 2007-2012. Puesto que en el Reino Unido el
genotipado de todos los aislados se centraliza y se hace de forma
rutinaria, se disponia del perfil de MIRU 24 para la comparacién de
los resultados genémicos. En primer lugar, el analisis demuestra que
los genomas excluyen casos de transmisién que se habian considera-
do parte de una misma agrupacién siguiendo el patrén de MIRU. En
segundo lugar, se establece que una distancia de entre 10-12 cambios

nucleotidicos (SNP) es el limite para definir casos de transmisién re-
ciente y, por Gltimo, demuestra que los pacientes con relaciones epi-
demiolégicas claras (p. ej., por estudio de contactos) suelen tener < 5
SNP de diferencias, posiblemente reflejando una transmisién mucho
mas reciente. Estudios llevados a cabo con colecciones retrospectivas
en los Paises Bajos?® y prospectivas en Reino Unido®” han demostrado
que estos umbrales se mantienen mientras que otros demuestran
que la diversidad intrapaciente podria representar un problema para
la identificacién de grupos de transmision®.

En comparacién con marcadores estandar de epidemiologia mo-
lecular, como pueden ser los MIRU o los RFLP, queda claro que el uso
de genomas va a permitir descartar casos que antes se creian asocia-
dos o, por el contrario, incluir otros nuevos previamente descarta-
dos*. Walker et al*” encontraron que, para aquellos casos con un
vinculo epidemiolégico conocido, el niimero de SNP de diferencia no
solia ser > 5. A una mayor distancia genética, pero todavia compati-
ble con transmisién reciente, también se encontraban casos sin rela-
cién conocida y separados por varios kilémetros de distancia. Segu-
ramente, la mayor distancia genética (5-10 SNP) refleja el hecho de
que en los casos detectados con vinculo epidemiol6gico es mas pro-
bable que se trate de transmisiones muy recientes. El mismo estudio
reveld que solo 11 de los 26 eventos de transmisién detectados por
genomas completos se habian detectado también por estudio de
contactos.

Quedan por explicar los casos que se observan en muchos estu-
dios y en los que el nimero de mutaciones detectadas es > 15, inclu-
so cuando existe un vinculo epidemiolégico conocido3®. Es dificil sa-
ber por qué es tan alto el nimero de SNP en estos casos, pero existen
varios factores que podrian explicarlo®. Uno de los mas importantes
es que los tiempos de latencia son un factor de confusién, pues toda-
via no esta claro si la tasa de mutacién de la bacteria durante la la-
tencia es o no la misma que cuando se replica activamente?$41,

Casi todos los estudios de que se dispone se han llevado a cabo en
paises de baja incidencia; queda por ver cdémo de generalizables son
algunas de estas conclusiones cuando se trasladan a paises de alta
incidencia. El tnico estudio en este sentido se ha llevado a cabo en
Malawi, donde se ha demostrado que los umbrales para definir
transmisién son parecidos (0-10 SNP), aunque existen factores de
confusion como las coinfecciones*2. Tampoco se dispone de muchos
ejemplos de paises con alta incidencia en TB resistente a multiples
farmacos (MDR-TB). En un estudio prospectivo realizado en Rusia, en
el que se secuenciaron mas de 1.000 cepas, se demostré que mas del
50% de las cepas circulantes eran MDR*. Es mas, muchas de ellas
llevaban como mutacién la resistencia a rifampicina (RIF), la S450L
en el gen rpoB (0 S531L si usamos la notacién de E. coli), que es tam-
bién la mas tipica en todo el mundo. Asociadas a dichas mutaciones
se encontraron mutaciones secundarias en las otras subunidades de
la polimerasa (rpoA y rpoC). Estas mutaciones se identificaron por
primera vez en nuestro laboratorio, donde demostramos que, si bien
no confieren resistencias a antibidticos, si compensan por la pérdida
de eficacia asociada a las mutaciones de resistencia a antibi6ticos en
el gen rpoB*. La combinacién de la mutacion de resistencia a RIF con
las mutaciones compensatorias forma parte de la explicacion del éxi-
to de las cepas MDR en Rusia®.

El verdadero impacto del uso del genoma como marcador epide-
miolégico no es tanto la delimitacién de los grupos de transmision
como el poder obtener una mayor resolucién de la topologia de la
transmisién. En el citado estudio de Malawi, un 30% de los casos de
transmision no tenian ningtn SNP de diferencia, mientras que el 70%
restante tenia mas de uno* y, por lo tanto, permiten definir la direc-
cionalidad de la transmisién®. La capacidad de establecer vinculos
individuales de transmisién mejorara la comprensién de los factores
del hospedador, la bacteria o el ambiente asociados a un mayor ni-
mero de casos secundarios, poniéndose el énfasis en el nimero de
transmisiones individuales asociadas a un caso y no en el grupo,
como se derivaba hasta ahora de marcadores de baja resolucién. Esto
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a su vez permitird mejorar la vigilancia, asi como los modelos epide-
miolégicos predictivos.

Heterogeneidad intrapaciente

Como ocurre con cualquier patégeno en constante evolucién, en
el caso de M. tuberculosis la poblacion bacteriana que infecta a un
paciente no es genéticamente homogénea; la cuestion es cual es la
magnitud de dicha heterogeneidad. Esta pregunta se ha estudiado
sobre todo a nivel de muestras seriadas de pacientes con MDR-TB.
Dichas muestras han permitido definir con gran detalle la apariciéon
durante el tratamiento de diferentes resistencias asociadas a antibid-
ticos. El grado de precision de estas técnicas es tal que se puede de-
tectar una subpoblacién o variante minoritaria al nivel del 10% o in-
cluso del 5% siempre y cuando esté presente en el cultivo estudiado.
Este tipo de aproximacion ha demostrado que hay pacientes en quie-
nes inicialmente coexisten diferentes mutaciones que confieren re-
sistencia a un antibidtico**#’, Por lo general, al inicio del tratamiento
dichas subpoblaciones y sus mutaciones asociadas estan en baja fre-
cuencia con respecto a la poblacién sensible para la TB, aunque con-
forme avanza el tratamiento alguna de ellas puede ser seleccionada
eventualmente46:4849,

Sin embargo, es también interesante intentar entender cual es la
heterogeneidad de la bacteria en ausencia de una presién de selec-
cién tan fuerte como la de los antibiéticos. En un estudio reciente se
ha demostrado que en cultivos positivos de esputos consecutivos de
un mismo paciente se puede detectar heterogeneidad genética en la
poblacién que infecta®. Dichas diferencias también se pueden obser-
var cuando se analizan los aislados provenientes de muestras de di-
ferentes localizaciones dentro del cuerpo. La media de diferencias
genéticas en estos casos suele estar por debajo de 5 SNP. Sin embar-
go, son también muchos los casos donde dicha variacién no se detec-
ta®0, Las causas de estas discrepancias no estan claras. Puede ser que
la infeccién sea reciente y no haya diversificado o que, en algunos
casos, el indculo infectivo sea diverso de partida y, por tanto, la infec-
cién que se establece también lo sea. Cabe también recordar que la
presencia de diferencias genéticas no esta ligada necesariamente al
fenotipo encontrado. Muchas de las variaciones observadas son neu-
trales o casi neutrales y solo muy pocos cambios nucleotidicos tienen
una verdadera relevancia funcional. Por tanto, el reto en el futuro
sera definir qué pequefia fraccion de la diversidad intrapaciente que
encontramos tiene de verdad un impacto en cualquiera de las carac-
teristicas de la bacteria o de su interaccién con el hospedador.

Queda por demostrar como de generalizable es la diversidad ob-
servada en algunos casos en un mismo paciente tanto en el contexto
de tratamientos antibiéticos como fuera de él. Una consecuencia im-
portante es que todavia no es posible evaluar fehacientemente el
impacto que dicha variacién intrapaciente puede tener en las infe-
rencias epidemiolégicas que realizamos, que normalmente solo tie-
nen en cuenta una muestra por paciente3$3°,

¢Coinfeccion, recidiva o reinfeccion?

Otra de las aplicaciones importantes del estudio comparado de
genomas es poder determinar la frecuencia con la que los episodios
recurrentes de TB en un mismo paciente se deben a casos de coinfec-
cién o si se trata de la misma cepa que dio lugar al episodio original®'.
A nivel clinico, este tipo de informacién es muy importante para eva-
luar la capacidad esterilizadora de nuevos tratamientos. Los métodos
actuales basados en MIRU tienen una resolucién limitada y son los
datos genémicos los que estan permitiendo una evaluacién mucho
mas exacta del nimero de casos con coinfeccién iniciales, recidivas o
reinfeccién’'.

Como se ha visto en el apartado anterior, la coinfeccion se puede
detectar en los datos de secuenciacién masiva si una posicién varia-
ble muestra evidencia de la coexistencia de poblaciones con diferen-

tes alelos. Es lo que se conoce como posiciones heterocigotas. Si el
ndamero de estas posiciones detectadas en un genoma es mayor de 15
SNP se considera que el caso muestra evidencia de coinfeccién: 2
cepas diferentes coexistiendo®2. Si es menor de 10 SNP consideramos
que lo que tenemos es una poblacién clonal que ha diversificado. Una
aproximacién similar se puede realizar para analizar cultivos de pa-
cientes con recidiva. En ese caso, al comparar el aislado original con
el del segundo episodio, si el nimero de SNP encontrados es compa-
tible con evolucién desde la cepa original (< 15 SNP) entonces se pue-
de clasificar como una recidiva; por el contrario, si el segundo caso
estd a mas de 15 SNP de distancia, probablemente se esté hablando
de un caso de reinfeccion®>%,

Como ya se ha comentado, en el caso de la epidemiologia genémi-
ca estos umbrales de SNP son todavia orientativos y se debe seguir
investigando con un mayor niimero de muestras para establecer cri-
terios definidos de coinfeccién, recidiva y reinfeccién. Entre otras
cosas, no esta claro si todos los linajes de TB tienen la misma tasa de
mutacién® o si hay factores durante la infeccién que influyen en la
tasa de cambio genético de la bacteria?® y, por lo tanto, si estos um-
brales serian aplicables en cualquier escenario.

Diagnéstico clinico

La secuenciacién genémica todavia tiene un uso limitado a nivel
de diagnéstico clinico. Uno de los problemas es que hay que esperar
a tener un cultivo positivo, y generalmente bien crecido, para obte-
ner suficiente ADN>4, Sin embargo, los actuales métodos de prepara-
cion de librerias requieren cada vez menos cantidad de ADN (alrede-
dor de 0,2 ng/ul o incluso menos). Esto ha hecho que se haya podido
extraer suficiente ADN de cepas de TB obtenidas a partir de medio
liquido de Middlebrook (MGIT) recién positivizado®>*¢, Incluso se ha
podido secuenciar directamente del glicerinado®’.

La secuencia genémica tiene el potencial de proporcionar un per-
fil completo de cambios nucle6tidos asociados a resistencias. Esto
contrasta con el limitado ndmero de pruebas moleculares que pue-
den realizar diagndsticos moleculares comtinmente empleadas. Re-
cientemente, cruzando la informacién genémica de mas de 2.000
cepas con sus perfiles de resistencia, se ha podido determinar un
panel de mas de 100 mutaciones asociadas a resistencias contenidas
en 24 genes’. Como validacién usaron un segundo grupo de casos
confirmados microbiolégicamente y predijeron la resistencia de di-
chos casos. Al compararlo con el método fenotipico llegaron a la con-
clusion de que la sensibilidad era de un 92,3% y la especificidad de un
98,4%. De hecho, la informacién genémica predecia mejor el perfil de
resistencias que otras pruebas moleculares comunes. Debido a las
limitaciones que se comentan mas adelante, el andlisis gendmico
atn no llega a los mismos estandares que el cultivo. Sin embargo, en
muchos casos la informacién molecular obtenida es suficiente para
ajustar el tratamiento del paciente; algo que ya ocurre en la practica
en muchos casos para la RIF cuando se detecta mediante pruebas
moleculares?®,

Los nuevos farmacos en uso o en proceso de aprobaciéon por la
FDA (Food and Drug Administration) también representan un desafio
para las pruebas diagnésticas actuales, pues ninguna de ellas recoge
mutaciones de resistencia asociadas a dichos farmacos*. Reciente-
mente se ha publicado un claro ejemplo?; en este caso se trataba de
un paciente inmigrante en Suiza que inicialmente era MDR y presen-
taba mutaciones asociadas a resistencias a RIF, isoniazida, pirazina-
mida (PZA), etionamida, linezolid, moxifloxacino y estreptomicina.
Asimismo, presentaba una mutacién de compensacion para la RIF, lo
que sugiere que la cepa estaba especialmente adaptada®‘. El paciente
tuvo un episodio recurrente después de considerarse curado y se le
administré bedaquilina y, mas tarde, delamanida. El paciente desa-
rroll6 resistencias fenotipicas a todas ellas, asi como a clofazimina y
capreomicina. La secuenciacién genémica profunda de aislados con-
secutivos de dicho paciente ha permitido documentar en detalle la
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adquisiciéon de mutaciones a todos estos farmacos, incluyendo la be-
daquilina y después la delamanida. El estudio tiene importantes im-
plicaciones para el tratamiento de pacientes MDR y extremadamente
resistentes, pero ademas refleja la importancia de la comunicacion
cruzada entre el ensayo fenotipico y la genémica.

Existen todavia varias limitaciones para establecer solamente el
uso de la secuencia genémica. Primero, no todas las mutaciones que
confieren resistencia a antibiéticos son conocidas. Por ejemplo, para
la RIF se sabe que el 95% de las mutaciones ocurren en lo que se co-
noce como rifampicin resistance determining region. Este porcentaje
se reduce mucho cuando se observan los determinantes genéticos de
la isoniazida (70% de mutaciones conocidas) o de otros farmacos. A
esto hay que unir ademas que las pruebas de sensibilidad de farma-
cos como la PZA® o el etambutol (EMB)®' no estan 100% estandariza-
das, lo que hace la asociacion estadistica entre resistencia fenotipica
y mutacién mas complicada. Por otro lado, a no ser que se consigan
coberturas de secuenciacién muy altas, es muy dificil determinar po-
blaciones resistentes minoritarias por debajo de un 10%, lo que se
conoce como heterorresistencia. Este valor esta claramente por de-
bajo del valor del cultivo, que puede llegar a determinar hasta un
1%%. Sin embargo, es importante mencionar que la secuenciacién
gendmica como rutina se esta evaluando en el Reino Unido, lo que ha
llevado a recomendar que las pruebas de sensibilidad solo se hagan
en caso de que la secuencia gendémica no haya identificado ninguna
de las mutaciones de resistencia claramente identificadas?.

La verdadera revolucién genémica en el campo de la microbiolo-
gia clinica vendra con la identificacién de la secuencia genémica, no
de un cultivo, sino directamente de la muestra clinica®. Esto se pue-
de hacer usando técnicas de secuenciacién y andlisis parecidos a los
que ya se usan para estudiar la microbiota para otras enfermedades®.
Se basa en extraer todo el ADN de la muestra y secuenciarlo directa-
mente. Bioinformaticamente se clasifican posteriormente las lectu-
ras como proveniente del MTBC o no. Los primeros intentos de hacer
metagenémica de esputo solo han conseguido identificar partes del
genoma de la bacteria®. Esto se debe a que la mayor parte del ADN
extraido es humano o de la microbiota asociada al paciente. Estos
primeros resultados indican que sera necesario el empleo de estrate-
gias de enriquecimiento en la micobacteria para ser realmente capa-
ces de usarlo como método diagnéstico®. Alternativamente, en lugar
de intentar determinar el genoma completo, se puede intentar deter-
minar solo regiones de interés como son los genes conocidos asocia-
dos a resistencia a antibiético. Esta aproximacién se ha utilizado re-
cientemente y ha permitido determinar incluso la presencia de
heterorresistencias a un nivel del 1%, muy cerca por tanto del nivel
de deteccion del cultivo®®. Sin embargo, todas estas técnicas estan
lejos de tener la estandarizacién necesaria para que se las incluya
como parte de la rutina diagndstica.

Limitaciones y futuro

En el caso de la epidemiologia gendmica, muchos de los estudios
comentados se han desarrollado en paises con baja incidencia. El
Gnico aplicado en un pais de alta incidencia fue en Malawi, de mane-
ra retrospectiva*’; si bien el nimero de SNP entre casos de transmi-
sién era comparable al observado en paises de baja incidencia, hay
que tener en cuenta que la comunidad donde dicho estudio se ha
llevado a cabo es rural, donde no esta presente un factor de riesgo
clave como la masificacién. Los ejemplos en paises con alta inciden-
cia en MDR son también limitados*.

En el caso del diagnoéstico molecular de resistencias, uno de los
grandes problemas es que todavia existe un alto porcentaje de muta-
ciones asociadas a resistencias que no se conocen. De hecho, el pro-
blema es mas amplio puesto que la asociacién de mutaciones a resis-
tencias depende de una buena caracterizacién fenotipica. Para
farmacos como la PZA —donde el estudio fenotipico arroja muchas
veces resultados contradictorios— es dificil asociar nuevas mutacio-

nes a la resistencia. Esta es la razén por la que la gran mayoria de
dichas resistencias se han encontrado en el gen pncA, que es el Gnico
que claramente se ha asociado a resistencias a PZA%. La raz6n por la
que es dificil clasificar los casos de TB en resistentes o sensibles a PZA
queda fuera de esta revision, pero estd relacionada con el tipo de
medio acidificado necesario para la actuacién del farmaco. El caso
del EMB también es paradigmatico; el valor definido de concentra-
cién critica por el EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) es menor que el valor epidemiolégico (ECOFF
[epidemiological cut-off value for resistance], la concentracién minima
inhibitoria mas alta observada entre cepas sensibles) observado en
cepas sensibles a EMB, por lo que una fraccion de aislados sensibles
es clasificada como resistentes o viceversa®’. Problemas como estos,
pero en otros farmacos (p. €j., la capreomicina o incluso la rifabuti-
na), hacen que no siempre sea facil asociar robustamente cambios
nucleotidicos a perfiles de resistencias®,

Para paliar estos problemas han surgido varias iniciativas que per-
miten el andlisis en la nube de datos de secuenciacién masiva, de tal
manera que el usuario podra subir a la red las lecturas resultantes de
la secuenciacién y el servidor lo analizara siguiendo unos estrictos
criterios de control de calidad®®”. Una de esas iniciativas se llama
ReSeqTB (Relational Sequencing TB Data Platform)>* y es el resultado
de una cooperacién tnica fundada por la Bill and Melinda Gates
Foundation para que la desarrolle la Foundation for Innovative New
Diagnostics y el Critical Path Institute involucrando a los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)y a la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS). Todo el desarrollo esta siendo guiado por 2 grupos
expertos mundiales en diferentes aspectos del proceso, desde bioin-
formaticos o expertos gendmicos hasta expertos en analisis clinico
de resistencias o epidemiologia. El resultado para el usuario medio
sera una lista de variantes nucleotidicas encontradas con respecto a
la referencia, incluyendo un informe sobre la presencia de mutacio-
nes conocidas de resistencia a antibiéticos. Uno de los aspectos mas
interesantes es que, junto con la informacién genémica, se podra
también incluir la informacion fenotipica de resistencias. Esto permi-
tira agregar poco a poco evidencia para mutaciones que globalmente
son de baja frecuencia pero que estan asociadas a resistencias, de tal
manera que la sensibilidad del genotipado aumentara conforme au-
mente el nimero de cepas y de metadatos incorporados a la base de
datos. Ademas, uno de los objetivos principales es obtener informa-
cién necesaria para el desarrollo de nuevos métodos diagndsticos
moleculares que puedan rapidamente detectar resistencias a anti-
bidticos.

Si bien iniciativas como ReSeqTB son un paso importante para
acercar la genémica de M. tuberculosis a la clinica, todavia quedan
muchos pasos por andar’.. Por una parte, la generacién de librerias y
la extraccion de ADN no estan estandarizadas, aunque se estan dan-
do pasos para ello guiados, sobre todo, por el interés de las agencias
de salud publica britdnicas y norteamericanas. Por otra parte, no
existe un consenso en la metodologia de analisis de los datos, lo que
lleva por ejemplo a que la misma cepa analizada por diferentes gru-
pos pueda no dar siempre el mismo niimero de mutaciones, factor
que puede tener un impacto en las inferencias epidemiol6gicas o de
resistencias. Ademads se requiere cierta infraestructura informatica y
el trabajo de un bioinformatico experto en el andlisis de este tipo de
datos. Si bien algunos hospitales de referencia estan dando pasos
para incorporar este tipo de perfiles en las plantillas, esta claro que
todavia se estd muy lejos de la incorporacion de la informacién ge-
ndémica a la rutina diagnéstica. A esto se aflade que la interpretacion
de los resultados no siempre es sencilla y que todavia no hay mucho
consenso, como se ha ilustrado para los casos que se consideran o no
de transmision, o para determinar qué mutaciones estan asociadas a
resistencias.

En cualquier caso, el hecho de que agencias como los CDC o el
NHS (National Health System) britanico estén evaluando la secuen-
ciaciéon genémica para incorporarla en su rutina indica que, en un



38

1. Comas y A. Gil / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2016;34(Supl 3):32-39

tiempo no muy lejano, el uso de la genémica en la epidemiologia y
microbiologia clinica sera una realidad y no solo para la TB™. Asi lo
indica el hecho de que el NHS haya iniciado un proceso de certifica-
cion de la secuenciacién genémica para el diagnéstico de resisten-
cias. Sin embargo, de momento la secuenciacion gendémica debe ser
un complemento de los actuales protocolos diagndsticos. En el futu-
ro se vera si puede o no sustituir al cultivo en ciertas situaciones y si
es o no coste-efectiva. Mas que una amenaza, la microbiologia clinica
debe ver en estas técnicas una oportunidad para expandir las disci-
plinas de su especialidad y hacerlas suyas, asegurandose asi seguir
siendo una parte fundamental del diagndstico y la epidemiologia de
la TB en el futuro.
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