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RESUMEN

Fundamento: La aplicacion de las técnicas de epidemiologia
molecular en el estudio de la tubercul osis puede permitir identificar
los patrones de transmisién de la enfermedad. El objetivo de este
estudio hasido estimar laincidenciadetubercul osisasociadaatrans-
misién recienteen Madrid eidentificar losfactoresde riesgo que per-
mitan definir patrones de transmision.

Métodos: Se realizé un estudio descriptivo poblacional de tres
afios de duracion en pacientes diagnosticados de tuberculosis
mediante cultivo en cuatro distritos de Madrid (550.442 habitantes).
Ladescripcion de los patrones de transmision se realizé mediante la
investigacion epidemiol 6gica convencional y las técnicas molecula-
res (andlisis de fragmentos de restriccion de longitud polimdrfica
—RFLP-con 1S6110y spoligotyping).

Resultados: Serealizé RFLP en 233 aislados clinicos de Myco-
bacteriumtuberculosis, delos que 99 (42,5%) estaban agrupados en
29 clusters. El grupo méas numeroso lo formaban 134 enfermos
infectados por cepas de M. tuberculosis con patrén RFLP Unico. Su
mediade edad era48,3 afios (DE 19,4) y el 17,2% presentabaun fac-
tor de riesgo de reactivacion endégena. Entre |os casos agrupados se
identificaron dos patrones de transmision. El primero de ellosinclu-
faa 57 enfermos pertenecientes a 23 clusters pequefios (2-4 casos),
delos que 25 (43,9%) estaban conectados epidemiol égicamente con
otro caso de su mismo cluster. El segundo |o formaban 42 pacientes
agrupados en 6 clusters grandes (5 casos 0 més). La media de edad
erade 31,4 afios (DE 15,8), el 28,6% eran usuarios de drogasinyec-
tadas, €l 31% estaban infectados por €l VIH, y €l 26,2% tenian ante-
cedentes de estanciaen prision.

Conclusiones: Laidentificacion de patrones de transmision de
la tuberculosis utilizando técnicas de biologia molecular permite
detectar grupos de poblacién susceptibles de actuacion preferente en
los programas de prevencion y control.

Palabras clave: Tuberculosis. Epidemiologia molecular. Trans-
misién de enfermedad. Factores de riesgo.
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ABSTRACT

Patternsof Tuberculosis Transmission
inaHealth Areain Madrid, Spain

Background: Employing molecular epidemiology techniques
for the study of tuberculosis can afford the possibility of identifying
tubercul osis transmission patterns. This study has been made for the
purpose of estimating the incidence of tuberculosis related to recent
transmission in Madrid and of identifying the risk factors making it
possible to define transmission patterns.

Methods: A three-year descriptive populational study was con-
ducted on patients diagnosed with tuberculosis based on culturesin
four districtsin Madrid (550,442 inhabitants). The transmission pat-
terns were described by means of conventional epidemiological
research and molecular techniques (Restriction Fragment Length
Polymorphism — RFLP- analysis with 1S6110 and spoligotyping).

Results: An RFLP analysiswas conducted on 233 clinically iso-
|ated Mycobacterium tubercul osis strains, 99 (42.5%) of which were
grouped into 29 clusters. The most numerous group was comprised
of 134 patientsinfected with M. tuberculosisstrains of asingle RFLP
pattern. These patients averaged 48.3 years of age (DE 19.4), and
17.2% were revealed to have an endogenous risk factor. Two trans-
mission patterns were identified among the grouped cases. Thefirst
pattern included 57 patients pertaining to 23 small clusters (2-4 cas-
es), 25 (43.9%) of which were epidemiologically linked to another
case from the same cluster. The second pattern was comprised of 42
patients grouped into 6 large clusters (5 cases or more). The subjects
averaged 31.4 yearsof age (DE 15.8), 28.6% being intravenous drug
users, 31% infected with HIV, and 26.2% having a prison back-
ground.

Conclusions: Identifying tuberculosis transmission patterns by
using molecular biology techniques affords the possibility of detec-
ting population groups for whom preferential measures can be taken
in the prevention and control programs.

Key words: Tuberculosis. Molecular epidemiology. Disease
transmission. Risk factors.
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INTRODUCCION

En la Ultima década ha cobrado importan-
ciad papel delatransmision reciente de la
tuberculosis, en contra de la idea preconce-
bida de que la mayor parte de los casos de
esta enfermedad se producian por reactiva-
cion de una infeccion latente. Este hecho
parece tener especial relevanciaen las zonas
maés desfavorecidas de las grandes ciudades,
donde existe una mayor concentracion de
poblacion con factores de riesgo para ser
infectadas por e bacilo tuberculoso y para
desarrollar la enfermedad répidamente tras
lainfeccion®2.

El desarrollo de la biologia molecular ha
permitido identificar diversos elementos
genéticos en Mycobacterium tuberculosis
complex, que permiten distinguir y tipificar
cepas distintas pertenecientes a la misma
especie®. Se han utilizado diversos métodos
para la tipificacion molecular de los aida
dos, pero sblo el denominado andlisis de
fragmentos de restriccion de longitud poli-
morfica (RFLP), basado en la secuencia de
insercion 1S6110, ha encontrado consenso
internacional entre diferentes grupos de
investigadores en epidemiologia molecular
detuberculosis®. Laaplicacion de este méto-
do molecular se basa en que personas infec-
tadas por cepas de M. tuberculosis que tie-
nen el mismo genotipo (huella genética)
estan epidemiol 6gicamente relacionadas,
mientras que las personas infectadas por
genotipos distintos no estan relacionadas. La
principal desventaja del método RFLP es
gue no discrimina suficientemente entre los
aidados que presentan menos de seis copias
delasecuenciadeinsercion. Paraevitar este
inconveniente, en estos aislados suele utili-
zarse un segundo método molecular que
puede ser RFLP con pTBN125 o spoligoty-

ping®.

La aplicacion de las técnicas de biologia
molecular ha supuesto un importante impul -
so delos estudios de transmision delaenfer-
medad. De particular interés hasido la utili-
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zacion de esta técnica como herramienta
complementaria en la confirmacion de la
transmision nosocomia de la tuberculosis,
en muchos casos por cepas de M. bovismul-
tirresistente’, en estudios de transmision de
tuberculosis en poblaciones de ato riesgo
como las personas internas en instituciones
penitenciarias®, residentes en albergues de
acogida y vagabundos urbanos’, y en estu-
dios poblacionales de transmision de tuber-
culosis*®,

Paraestimar laincidencia de tuberculosis
asociada a transmision reciente en Madrid e
identificar los factores de riesgo que permi-
tan definir patrones de transmision, se ha
realizado un estudio prospectivo de base
poblacional en tres distritos urbanos y uno
rural de la zona sur de la ciudad (550.442
habitantes) durante tres afios (1997-1999),
combinando la investigacion epidemiol 6gi-
caclésicacon las técnicas moleculares.

SUJETOSY METODOS

Se realizd un estudio descriptivo pobla-
cional prospectivo delas personas diagnosti-
cadas de tubercul osis mediante cultivo, enla
poblacion general del Areade Salud 11 dela
Comunidad de Madrid, la cua incluye los
distritos de Aranjuez, Carabanchel, Useray
Villaverde (550.442 habitantes). Las cohor-
tes anuales de casos se siguieron prospecti-
vamente durante los afios 1997, 1998 y
1999. La poblacion de estudio tiene el Hos
pital 12 de Octubre de referencia. Seidenti-
ficolahuellade ADN mediante el método de
RFLP con la secuencia de insercién 1S6110
en todos los bacilos aislados. Como método
complementario de tipificacion se realizo
spoligotyping (cuando las cepas presentaban
idéntico patrén RFLPy el nimero de bandas
erainferior aseis).

Las variables incluidas en e estudio fue-
ron; edad, sexo, distrito, pais de origen, fac-
tores de riesgo (infeccion por VIH, acoho-
lismo, indigencia, diabetes, neoplasia, gas-

Rev Esp Salud Pdblica 2003, Vol. 77, N.°5



PATRONES DE TRANSMISION DE LA TUBERCULOSISEN UN AREA SANITARIA DE MADRID

trectomia, uso de drogas por via parenteral,
silicosis, estanciapreviaen prision y contac-
to conocido con enfermo tubercul0so), his-
toria clinicarelativa a la enfermedad tuber-
culosa, localizacion anatdmica, resultado de
los estudi os mi crobi ol 6gi cos (baciloscopiay
cultivo) y los resultados de los estudios de
epidemiologia molecular. Se utilizaron
como fuentes de informacion € Registro de
Casosde Tuberculosisdel Areally lahisto-
riaclinicahospitalaria.

Se definio cluster o agrupacion a dos o
mas pacientes con idéntica huella de ADN
de M. Tuberculosis (idéntico patron RFLP
con 3 6 bandas de 1S6110 6 idéntico patron
RFLP con £ 5 bandas e idéntico spoligoty-

ping).

El estudio epidemiolégico de la transmi-
sionreciente serealizo delasiguienteforma:
para cada caso se investigd su contacto con
otro caso detubercul osis en losdos afios pre-
vios al inicio de sintomas mediante lainfor-
macion referida por € propio paciente y la
revisiéon de los registros de contactos de
casos en personas residentes en e Area 11.
Para los casos agrupados en clusters serevi-
saron las historias clinicasy se contactd con
€l médico de atencion primaria para obtener
informacion adicional sobre las posibles
conexiones entre los pacientes infectados
por bacilos tuberculosos con idéntica huella
genética. En algunos casos seleccionados se
entrevisto a enfermo para identificar luga-
resdetrabgjo, de estudio o deocio enlosque
la transmision de la enfermedad pudo tener
lugar. Se definio la existencia de conexion
epidemiol6gica entre dos 0 mas pacientes
cuando setratabade convivientes, familiares
no convivientes, amigos, contactos en el
medio laboral o en el lugar de estudio.

Paraidentificar losfactoresasociadosala
pertenencia a clusters se cuantificé la aso-
ciacion entreestavariabley el restodevaria-
bles de estudio, utilizando odds ratio (OR)
con €l intervalo de confianza del 95%. Las
variables que mostraron unaasociacion esta-
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distica (p £ 0,05) en € estudio bivariante se
incluyeron en un modelo de regresion logis-
ticano condicional. Los datos se procesaron
con el programa Epilnfo (version 6.04) y
con el paguete estadistico SPSS version 10.

RESULTADQOS

En e periodo 1997-1999 se diagnostica-
ron 464 casos de tuberculosis en el area de
estudio, distribuidos en 156 casos en 1997
(28,4/100.000 habitantes), 150 en 1998
(27,4/100.000) y 158 en 1999 (28,8/
100.000). En 369 (79,5%) de los 464 casos
notificados, € diagnostico fue confirmado
mediante un cultivo positivo a complejo
Mycobacteriumtuberculosis.

Se dispuso de 233 (63%) aislados para
realizacion de la técnica de RFLP. En los
casos restantes €l diagndstico microbiol 6gi-
co fue realizado en otros laboratorios de la
red asistencial distintosa del Hospital 12 de
Octubre (85 casos) o los aislados no fueron
viables (51 casos).

Patrones RFL P del bacilo tuberculoso en
la poblacion de estudio y tamafio delas
agrupaciones

En este estudio no se encontrd ningln
enfermo que pudierahaber sido diagnhostica-
do de tuberculosis como consecuencia de
unacontaminacion cruzada con otramuestra
en € laboratorio.

Trasrealizar latécnica de RFLP se obser-
vO que un total de 99 (42,5%) de las 233
muestras aisladas presentaban una huellade
ADN compartidaal menos con otramuestra.
De éstas, 8 presentaban menos de seis ban-
das y se agrupaban en dos clusters, (cinco
aislados con un idéntico patrén de cinco
copiasdelS6110Yy tresaislados con idéntico
patron de dos copias). La técnica de spoli-
gotyping mostré que las cinco muestras ais-
ladas del primer cluster y las tres muestras
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Tablal

Factoresasociados a la pertenencia a clusters en los pacientes con tuber culosisdel rea de estudio
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* Categoriade referencia; » Se desconoce el valor de lavariable edad en cuatro de los casos; § Se desconoce €l valor del uso de drogas
inyectadas en 12 casos, €l estatus frente aVIH en 89 casos y la estancia previa en prision en 31 casos.

aidadas del segundo cluster presentaban un
Unico patrén con esta segunda prueba
molecular. Los 99 enfermos se distribuyeron
en 29 agrupaciones y el tamafo de dichas
agrupaciones oscil6 entre 2 y 14 personas.

Dosdelosenfermosdetubercul osis esta-
ban infectados por la especie M. bovisy el
resto (99,1%) por M. tuberculosis. Ninguno
delos 2 primeros compartiala huella gené-
tica con otro caso de la poblacion de estu-
dio.
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Estudio descriptivoy andlisis
multivariante delos casos agr upadosen
clusters deidéntica huella genética

Se realizd una comparacion de los enfer-
mos pertenecientes alas agrupacionesfrente
a los no agrupados (tabla 1). Este andlisis
bivariante mostré que los primeros eran sig-
nificativamente mas jovenes (p<0,001).
Ademas los pacientes agrupados presenta-
ban con mayor frecuencia €l inicio de trata-
miento en 1997, el uso de drogas inyectadas
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y el antecedente de estancia en prision. Por
distritos, losresidentes en Userapresentaban
una frecuencia significativamente mayor de
pertenencia a un cluster, mientras que los
residentes en el distrito rural de Aranjuez
presentaban una frecuencia significativa-
mente menor que e resto.

Un total de 16 personas habian padecido
tuberculosis previamente, 8 pertenecientes a
agrupaciones y 8 con patron RFLP Unico
(p=0,9). En cuanto a factores de riesgo de
reactivacion endégena de la tuberculosis,
como diabetes, silicosis, neoplasiay gastrec-
tomia, éstos estaban presentes en 29 de los
233 enfermos, 23 delos cuales tenian patron
RFLP tnico (p<0,05).

Seincluyeron en el estudio ocho enfermos
inmigrantes, 3 de €ellos procedian de paises

sudamericanos (2 de PerGiy 1 de Ecuador) y
5 de la zona del Magreb (Marruecos). 3 de
estos Ultimos estaban agrupados en dos clus-
ters: 2 pacientes convivientes formaban un
cluster de tres casos con otro enfermo no
inmigrante y €l otro paciente compartia el
patrén RFLP con otro no inmigrante.

Respecto alalocalizacion anatomicadela
enfermedad, se observé una mayor frecuen-
cia de cluster en los casos de localizacion
pulmonar que entre los de localizacién
extrapulmonar, pero sin alcanzar significa-
cion estadistica.

El andlisis multivariante de regresion
logisticamdiltiple no condicional mostré que
una vez controlado €l efecto de las demés
variables, las asociadas de forma indepen-
diente alapertenenciaaunaagrupacion fue-

Tabla2

Andlisisderegresion logistica multiple no condicional delas principales variables epidemiol 6gicas segin la
pertenenciaa clusters. Oddsratio crudasy ajustadas
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* Categoria de referencia; ** Se desconoce el valor de lavariable edad en cuatro de |os casos; § Se desconoce el valor del uso de dro-
gasinyectadas en 12 casos, €l estatus frente aVIH en 89 casos y la estancia previa en prision en 31 casos.
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ron: la edad inferior a 35 afios, con una OR
gjustada de 3,4 (IC 95%: 1,9-6,2) y laestan-
ciapreviaen prision, con unaOR gjustadade
4,0 (1IC 95%: 1,5-10,5) (tabla2).

Patronesdetransmision dela
enfermedad en la poblacion ddl area
deestudio

La investigacion convencional permitio
identificar 36 enfermos de tuberculosis
conectados epidemiol 6gicamente a un caso
previo de tuberculosis, entre los 369 enfer-
mos con cultivo positivo (9,8%). En 16 de
estos 36 enfermos las técnicas moleculares
permitieron confirmar latransmision recien-
te. Pertenecian a 15 clusters diferentes (14
de ellos con dos casos asociados y 1 con 4).
En 13 de estas agrupaciones, incluidalade 4
enfermos, la transmisién se produjo entre
familiares convivientes, 1 agrupacion de 2
casos se produjo entre familiares no convi-
vientes y otra agrupacion de 2 casos fue de
origen nosocomial. En losrestantes 20 casos
no se pudo confirmar latransmision reciente
con métodos moleculares por ausencia de
RFLP del caso infectante o del caso infecta
do.

La utilizacion conjunta de la epidemiolo-
giaclésicay de las técnicas moleculares en
pacientes con tuberculosis ha permitido
identificar tres grupos diferenciados de
pacientes respecto a la transmision de la
enfermedad. El primer grupo eran 134 per-
sonas con tuberculosis infectadas por cepas
con huellade ADN no compartida por otros
pacientes. Lamediade edad erade 48,3 afios
(DE 19,4). En 23 de estos pacientes (17,2%)
se observo algun factor de riesgo de reacti-
vacion endogena de la tuberculosis, como
diabetes, silicosis, neoplasia 0 gastrectomia.
En este grupo, e 12,7% eran usuarios de
drogas inyectadas (12,7%) y €l 9% tenian
antecedentes de estanciaen prision.

L osotrosdosgrupos pudieron ser diferen-
ciados por el tamafio delosclustersalosque
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pertenecian y por sus caracteristicas epide-
miolégicas. El primero de estos dos grupos
estaba formado por 57 pacientes pertene-
cientes a 23 clusters pequefios (2-4 casos).
La media de edad era de 40,9 afos (DE
16,7), y 25 delos 57 enfermos (43,9%) esta-
ba conectado epidemiol 6gicamente con otro
caso del mismo cluster. El 19,3% de estos
pacientes estaban coinfectados por € virus
VIH, el 21,1% eran usuarios de drogas
parenteralesy € 24,6% habian estado en pri-
sion. El segundo de los grupos lo formaban
42 enfermos agrupados en 6 clustersgrandes
(5-14 casos). Su media de edad era de 31,4
afos (DE 15,8). En estos clusters grandes, 7
pacientes (16,7%) presentaban conexiones
epidemiol6gicas con otro caso del mismo
cluster. En este grupo, €l 28,6% de pacientes
eran usuarios de drogas por viaparenterd, el
31% estaban infectados por €l VIH, y el
26,2% tenian antecedentes de estancia en
prision.

DISCUSION

La aplicacion de las técnicas de biologia
molecular a estudio de la transmision de la
tuberculosis esta permitiendo potenciar los
programas de control de esta enfermedad al
identificar |os factores de riesgo asociados a
latransmision reciente. Con este objetivo se
han realizado en los Ultimos afios un gran
numero de estudios de epidemiologia
molecular de la tuberculosis en entornos
urbanos!>-22, cuyos principales resultados
seresumen en latabla 3. Lametodol ogiadel
presente trabajo es similar a la utilizada en
los estudios citados, 1o que permite su com-
paracion.

El estudio realizado en personas residen-
tes en e Area 11 de Madrid muestra que e
42,5% de los casos de tuberculosis confir-
mada por cultivo se presenta en clusters. El
resultado obtenido en este trabajo se encuen-
traentre los més elevados de los publicados
y realizados en otras grandes ciudades, supe-
rado por Houston, Los Angeles, Amsterdam,
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Tabla3

Comparacion del disefioy principalesresultados en difer entes estudios de epidemiologia molecular dela
tuberculosisrealizados en grandes ciudades

j ol i
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cliester
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San Luis m 3] 1 aidio [S6110 OE A
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tsponible

Mueva York i7a ([E:] 4 afins IS6G] 10 811
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Baltimore y Barcelona (tabla 3). La propor-
Cién observadade casos en clustersesmenor
cuando el estudio serealizaen zonas rurales
con bgjaincidencia de enfermedad, como es
el distrito de Aranjuez. Este resultado es
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coincidente con €l obtenido en éreas rurales
de Estados Unidos, como el estado de
Arkansas, donde laincidenciay la frecuen-
ciadetransmision reciente delaenfermedad
son muy bajas®.
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Tabla4

Factoresderiesgo asociados a la pertenencia a clusters en diferentes estudiosr ealizados en ciudades de paises
desarrollados.
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Madnd B =i i sl M Mo Mo
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* Significativo sélo para pacientes nacidos en Holanda; ** Significativo slo para pacientes no nacidos en Holanda; *** Zaragoza:

edad si en mujeres, no en hombres.

En todos los estudios de comparacion
sobre factores de riesgo asociados a perte-
nenciaaclusters en ciudades de paises desa-
rrollados (tabla4), latransmision reciente se
asocia con la presencia de tuberculosis en
pacientes jovenes, excluido e estudio reali-
zado en Paris®®. Lainfeccién por VIH se aso-
ci6 alapertenenciaaclustersen varios estu-
diosentrelos que seincluyenlosde Sevillal4
o Nueva York?, realizados Unicamente con
enfermos hospitalizados.

El uso de drogas (sobre todo por via
parenteral), el acoholismo y la indigencia
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también se asocian a la transmision de la
enfermedad, quizas porque son éstos los
pacientes en los que més dificil resulta con-
seguir laadherenciaa tratamientoy laredli-
zacion de estudios de contactos.

En Madrid, uno de los patrones de trans-
mision, que ha dado lugar alos clusters de
mayor tamafio, correspondia a personas
infectadas por el VIH, usuarias de drogas
por via intravenosa y con antecedentes de
estancia en prision, poniendo de manifiesto
laelevada probabilidad de transmision entre
la poblacién general y la poblacién peniten-
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ciaria?*?®, En este sentido, la aplicacion
simultanea de métodos epidemiol 6gicos cl&-
sicosy las nuevas técnicas moleculares esta
permitiendo avanzar en € conocimiento de
la transmision de la enfermedad?, y en la
identificacion de puntos débiles en los pro-
gramas disefiados para su prevencion y con-
trol?’,

Un segundo patrén de transmision identifi-
cado en este estudio, incluye personas agru-
padas en clusters de pequefio tamafio (2-4
casos). Se caracterizan por la frecuente aso-
ciacion a un caso previo de tuberculosis,
generalmente en & ambito intrafamiliar, lo
gue permite dirigir e estudio de contactos y
establecer una correcta quimioprofilaxis de
las infecciones asociadas y un tratamiento
precoz y adecuado delos casos secundarios®.

El tercer grupo de enfermos era el més
numeroso e incluia personas infectadas con
cepas de M. tuberculosis con patrén RFLP
Unico y sin asociacion epidemioldgica con
otros casos. En este grupo era frecuente la
presencia de factores de riesgo clésicamente
relacionados con la reactivacion de una
infeccion tuberculosa endoégena, como son
la edad elevada, y la presencia de diabetes,
silicosis, gastrectomia o neoplasia.

Respecto ala contribucién de la poblacion
deinmigrantesalatransmision delatubercu-
losis, se observaque es unavariable asociada
ala pertenencia a cluster en varias ciudades
estadounidenses'>116 y europeast1®2, En
todas estas ciudades es la pobl acion autdcto-
na la que presenta con mayor frecuencia un
patron RFLP compartido con otros pacien-
tes. Por el contrario, los casos de tuberculo-
Sis ocurridos en inmigrantes suelen presen-
tar un patron RFLP Unico, ya que con fre-
cuencia desarrollan la enfermedad por reac-
tivacion de una infeccion adquirida en su
pais de origen. En el presente estudio la
inmigracion no representaba un factor de
riesgo de transmision reciente, si bien el
ndmero de casos en poblacién inmigrante
eratodavia pequefio para poder obtener con-
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clusiones. En e &mbito de la Comunidad de
Madrid la proporcion de casos registrados
gue han nacido fuera de Espafia hamostrado
un incremento progresivo, alcanzando el
11,8% en 1999%°. Esta tendencia demogréfi-
ca, que yahatenido lugar en paises de nues-
tro entorno, puede producir modificaciones
en el patron epidemiolégico de la enferme-
dad, especialmente en zonas céntricas de las
grandes ciudades®.

L os resultados de este estudio de epide-
miologia molecular de la tuberculosis,
muestran los patrones de transmision y el
porcentagje de casos de enfermedad ocurri-
dos como consecuencia de la transmision
reciente en zonas desfavorecidas de la ciu-
dad de Madrid. La incorporacion de estas
nuevastécnicas molecularesalos programas
de control de la tuberculosis puede contri-
buir amonitorizar latransmision reciente de
laenfermedad eidentificar puntosdéhilesde
dichos programas.
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