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“PALEOMICROBIOLOGIA DE LAS POBLACIONES
HUMANAS: EL CASO DE LA TUBERCULOSIS"

Abstract. With the growth of the number of inhabitants on the planet and the
intercontinental connections, endemic diseases can become global, causing epidemic
outbreaks or even global pandemics. To understand how an infectious agent spreads, it
is necessary not only to know its biological details and the pathology it causes, but also
to attend to the relationships it establishes with its host. Paleomicrobiology studies the
emergence and spread of infectious diseases throughout human history, in an attempt
to clarify the factors that determine the appearance of epidemic diseases. Among
human pathogens, few have a greater impact and common evolutionary history than
Mycobacterium tuberculosis. Using different molecular techniques, including ancient
DNA sequencing or evolution modeling based on modern genomic studies, it is now
possible to reconstruct the history of this pathogen. Faced with previous hypotheses,
which postulated the evolution of M. tuberculosis as a zoonosis originating in cattle,
current paleomicrobiological studies have revealed a much more complex evolution. The
results indicate that the main factors in the evolution of tuberculosis lie in the
sociodemographic factors of its host: the human being. Demographics, exchange routes,
and co-infection with other pathogens are revealed as critical factors in the spread and
virulence of infectious diseases.

Resumen. Con el crecimiento del nimero de habitantes en el planeta y de las conexiones
intercontinentales, enfermedades endémicas pueden volverse globales, provocando
brotes epidémicos o incluso pandemias mundiales. Para entender cémo se propaga un
agente infeccioso es necesario no solo conocer sus detalles bioldgicos y la patologia que
causa, sino atender también a las relaciones que establece con su hospedador. La
paleomicrobiologia estudia el surgimiento y propagacién de enfermedades infecciosas a
lo largo de la historia humana, en un intento de esclarecer los factores que condicionan
la aparicién de enfermedades epidémicas. Entre los patégenos humanos, pocos tienen
un impacto y una historia evolutiva en comuin con mayor trascendencia que
Mycobacterium tuberculosis. Mediante distintas técnicas moleculares, que incluyen la
secuenciacion del ADN antiguo o la elaboracién de modelos de evolucién a partir de
estudios gendmicos modernos, hoy en dia es posible reconstruir la historia de este
patégeno. Frente a hipotesis anteriores, que postulaban la evolucién de M. tuberculosis
como una zoonosis procedente del ganado, los estudios paleomicrobioldgicos actuales
han desvelado una evolucion mucho mas compleja. Los resultados indican que los
principales factores en la evolucion de la tuberculosis radican en factores
sociodemograficos de su hospedador: el ser humano. La demografia, las rutas de
intercambio y la co-infeccién con otros patégenos se revelan asi como factores criticos
en la propagacién y virulencia de las enfermedades infecciosas.



Parte |: INTRODUCCION

1. Paleomicrobiologia, sus métodos y estado actual

La Paleomicrobiologia estudia los microorganismos en la antigliedad a partir de muestras
humanas o ambientales, incluso de especimenes datados hace miles de afios que
persisten conservados en forma de moléculas de ADN o proteinas. Es una ciencia que
nace de la fusion de multiples disciplinas, tales como la microbiologia médica, la
antropologia, la historia y ciencias afines como la arqueozoologia. En general estos
microorganismos antiguos no son cultivables, por lo que su estudio se centra en el
analisis de los restos de lipidos, proteinas y acidos nucleicos de estos microorganismos
que se preservan en el tiempo. De todas estas moléculas, la fuente mas importante de
informacién en Paleomicrobiologia es el estudio del ADN antiguo (45), debido a la gran
informacidn que contiene, asi como su capacidad para persistir en el tiempo.

Las fuentes de las que se suelen obtener muestras de DNA antiguo son los coprolitos y
de los restos de huesos, aunque estos segundos pueden contener solo pequefias
cantidades debido a la degradacién enzimatica. Uno de los desafios mds importantes de
la paleomicrobiologia es la contaminacién del ADN antiguo con el ADN contempordaneo.
Para ello la extraccidn y analisis debe realizarse en condiciones controladas de extrema
limpieza.

Hay que tener en cuenta que a diferencia de las células vivas donde el ADN se somete a
procesos de reparacidon enzimatica, cuando se produce la muerte celular el ADN se
degrada rapidamente por enzimas derivadas tanto del huésped como de los
microorganismos ambientales. Esto provoca cambios acumulativos a lo largo del tiempo
(diagénesis) en el ADN antiguo, debido a las lesiones oxidativas e hidroliticas (1).

Tras la inhumacién se produce un mayor dano al ADN a través de contaminantes
microbianos y fungicos exdgenos que se filtran en los restos con el tiempo. Las
condiciones bajo las cuales se degrada o conserva el ADN pueden variar drasticamente
segln la geologia regional, el clima y el tiempo. El factor fundamental en la preservacion
del ADN antiguo son las condiciones ambientales préximas (cuevas frente a sitios al aire
libre, profundidad de enterramiento y humedad) y a nivel microscépico (contenido
mineral y exposicién). Factores locales, como la temperatura, el pH o la disponibilidad
de agua y oxigeno, asi como sus fluctuaciones a lo largo del tiempo, tienen un fuerte
impacto a la hora de estudiar la muestra (45,46). Ademas, la deteccion del ADN de
patégenos antiguos depende también en gran medida de muchos factores
independientes de la edad cronolégica de las muestras o de su ambiente como son: la
susceptibilidad del huésped a una infeccion particular; nivel de patégeno en la sangre o
tejido (es decir, bacteriemia, viremia o parasitemia); respuestas inmunes diferenciales;
presencia y nivel de infeccién en el momento de la muerte; estado nutricional (resultado
de hambruna o estado social); y coinfeccién o comorbilidad previa o en curso (46).



Las moléculas de ADN antiguo son cortas, generalmente entre 30 y 60 pares de bases de
largo, como resultado del dafio hidrolitico y oxidativo. Ademads, las nucleobases que
contienen aminas, como las citosinas (y la adenina y la guanina en menor grado), que se
encuentran en salientes monocatenarios, estan sujetas a desaminacién hidrolitica,
dando como resultado uracilo. En los procesos de amplificacion que se llevan a cabo en
el laboratorio para analizar las moléculas de ADN antiguo, los uracilos se copian
posteriormente como timinas en reacciones de amplificacién dando lugar a lesiones de
codificacién errénea de C-a-T y G-a-A. El ADN antiguo aislado de restos éseos es una
mezcla compleja de ADN enddgeno (objetivo) con ADN exdégeno (no objetivo) que se ha
abierto camino en los restos a lo largo de su historia de entierro. De igual modo que la
amplificacién puede ser errénea por la desaminacién hidrolitica, hay que tener en
cuenta que el dano oxidativo, especialmente a las pirimidinas, puede dar lugar a la
formacidn de sustancias como las hidantoinas, que bloquean la amplificacion por la PCR

(4).

Por lo general, debido a las peculiaridades del ADN antiguo, se estima que entre el 60%
y el 90% del ADN se pierde durante la extraccidn, la preparacion de la biblioteca y los
numerosos pasos de purificacion; estimandose que sélo se obtiene al final para el
estudio entre un 1% -10% de muestra objetiva, con una fraccién de patégeno detectable
por lo general mucho menor del 0,5% del ADN total (4). Aunque en los ndédulos
calcificados, los huesecillos del oido y el permafrost se han encontrado muestras que
permiten una mejor conservacién del ADN (47, 48).

El nivel de conservacion de la muestra depende en gran medida de la naturaleza del
microorganismo estudiado. Distintos microorganismos experimentan procesos de
degradacion mas o menos intensos. El caso mas extremo es el de los virus de ARN. La
presencia de RNAsas, muy abundantes en el suelo, producen una rapida degradacion de
las moléculas de ARN limita los estudios evolutivos de patdgenos como el virus de la
influenza, el virus del sarampidn, el VIH y el virus de la fiebre amarilla.

Aunque la preservacion del ADN bacteriano es mayor que la de los virus, depende del
tipo de bacteria a estudio. Las bacterias gram positivas al tener una pared celular mucho
mds gruesa que las bacterias gram negativas, permiten una conservacion mas
prolongada de su ADN. Algunas bacterias gram positivas como las Mycobacterias,
Nocardia y Corynebacterium tienen una compleja pared celular rica en lipidos (como los
acidos micdlicos) que favorecen su preservacién debido a la resistencia que confieren
frente a detergentes y antibacterianos comunes. Ademads, la pared celular de las
Mycobacterias como es el caso de la Mycobacterium tuberculosis y M. leprae contienen
una capa de peptidoglicano “lipoarabinomanano” (LAM) cuya estructura y funcién
es similar a la encontrada en los lipopolisacdridos de las bacterias gram negativas (2). El
complejo peptidoglicano-acido micélico-arabino-galactano forma el
esqueleto de las paredes celulares de las micobacterias confiriéndoles las
caracteristicas hidréfobas que inhiben la permeabilidad celular y les confiere
antigenicidad, de tal modo que, aunque su crecimiento en general es muy
lento en comparacion con las bacterias no acido alcohol resistentes, les
permite persistir a lo largo de los afios en ambientes mas extremos.
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Otros patdgenos de importancia histérica son mas dificiles de estudiar debido a la baja
conservacién de sus restos. Treponema pallidum pallidum y pertenue (agentes
causantes de la sifilis y el pian, respectivamente) carecen por de lipopolisacarido en su
membrana celular externa. Esto, unido a la baja carga patégena de Treponema en las
ultimas etapas de la infeccidén, impidid en gran medida su identificacion en restos
antiguos hasta la reciente aplicacién de métodos de secuenciacidn de alto rendimiento.

El registro arqueoldgico comprende, en orden decreciente de frecuencia, elementos
esqueléticos (huesos y dientes), tejido blando momificado, cabello y trazas fésiles
asociadas a humanos (por ejemplo, heces, abscesos y sedimentos asociados). Uno de los
restos mas fértiles en ADN microbiano son los dientes. Al estar la pulpa muy
vascularizada, durante una bacteriemia los microorganismos persisten en el interior de
la misma durante mas tiempo, siendo una muestra muy util en infecciones hematdgenas
como puede ser la peste bubdnica. Los dientes también son una fuente muy importante
de informacién sobre la microbiota comensal. La reconstruccion de genomas de
patégenos comensales y nuestros microbiomas antiguos mediante la placa dental
calcificada de restos humanos, ha permitido demostrar la composicién cambiante de la
microbiota oral durante las transiciones importantes, como son la caza y la recoleccién
a la agricultura hace 10.000 afios, asi como la antigliedad de los genes de resistencia a
antibidticos que determinan la susceptibilidad a determinadas enfermedades en el
pasado. A pesar de todos estos desafios, gracias a la persistencia propia a la degradacién
natural del ADN y a las nuevas técnicas de preservacion del mismo, se puede analizar la
virulencia de los patégenos y su adaptacidn a los distintos habitats y vectores a partir de
muestras antiguas. Actualmente, se realizan andlisis no sélo de restos humanos, sino
también de muestras ambientales que incluyen suelo, hielo polar, plantas, insectos y
animales, que describen el ecosistema con el que convive la muestra a estudio, pudiendo
asi caracterizar zoonosis y trazar la epidemiologia de las enfermedades infecciosas en los
siglos pasados.

Uno de los objetivos mds importantes de la Paleomicrobiologia es reconstruir la historia
natural de las enfermedades infecciosas, deducidas a partir de los datos evolutivos
obtenidos de reconstrucciones filogenéticas, o analizando directamente secuencias
genéticas que se remontan a miles de afos. La aportacién de la secuenciacion genédmica
proporciond una fuente rica de informacion para estudiar la biologia evolutiva que ha
despertado un gran interés a raiz de las recientes epidemias y pandemias. Hasta 2011,
la deteccion de patégenos a partir de restos arqueoldgicos se basaba casi en su totalidad
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), pero debido a las complicaciones de la
conservacién y la patogenia, es frecuente que se obtengan resultados negativos.

Sin embargo los nuevos métodos de secuenciacion masiva han permitido la
recuperacion de genomas mas completos. Actualmente se dispone de la secuenciacién
casi completa de tres patdgenos histéricamente interesantes: el causante de la peste
bubdnica premoderna (Yersinia pestis), el causante la viruela (virus Variola) y el del
colera (Vibrio cholerae), asi como de tres agentes patdégenos humanos endémicos
igualmente importantes: Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis), Mycobacterium
leprae (lepra) y Treponema pallidum pallidum (sifilis). Los datos gendmicos de estos
patégenos han complementado el trabajo anteriormente realizado por los
paleopatdlogos ampliando asi la comprension de la enfermedad infecciosa.
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Durante los ultimos 20 afios se ha demostrado que los estudios de ADN antiguo aportan
informacidn relevante sobre los origenes y la historia de las enfermedades infecciosas,
tanto endémicas que abarcan milenios (la malaria, la lepra y la tuberculosis), asi como
las enfermedades pandémicas espordadicas y devastadoras (las recurrencias de la peste
en todo el mundo). Por ende, la comparacién de los genomas de distintos patégenos
permite ver si las tasas de letalidad se asocian a rasgos de virulencia codificados
genéticamente o factores ambientales o del huésped (o ambos), debidos a la presencia
o a la ausencia de caracteristicas genéticas determinantes.

La tasa de letalidad es el porcentaje de personas con cierta enfermedad que fallecen en
un tiempo determinado tras el diagndstico de dicha enfermedad (6). Pero existen
enfermedades con evolucidn insidiosa (de modo asintomatico) durante un largo periodo
de tiempo, por lo que es dificil de precisar el comienzo del proceso de la enfermedad.
Por estas razones, en enfermedades con largo periodo asintomadtico o de latencia se
recurre a calcular la tasa de mortalidad, que tiene en cuenta en el denominador a toda
la poblacion con riesgo de morir de la enfermedad, es decir, incluye tanto aquellos que
presentan enfermedad como a los que no la presentan (pero que tienen riesgo de
padecerla). A partir de calculos epidemiolégicos se puede estimar la virulencia de la
enfermedad, que junto con el estudio gendmico aporta informaciéon mesurable sobre el
grado o capacidad que tiene un microorganismo para causar dafio.

A nivel genémico, la virulencia puede ser impulsada por la presencia de pldsmidos,
elementos genéticos moviles o polimorfismos que varian en funcién del hospedador. Un
mayor acceso a los genomas microbianos antiguos ayudara a comprender el origen y
distribucién de ciertos alelos en los humanos; y permitird demostrar objetivamente su
efecto sobre la adaptacion de los patégenos a las distintas poblaciones. Por tanto, es
importante el estudio del ADN antiguo para la caracterizacion de los organismos
causantes de las grandes epidemias y pandemias que determinaron la evolucién humana
y la modulacién del sistema humano tal cual lo conocemos hoy.

Un ejemplo claro de coevolucién entre un patégeno y las poblaciones humanas es el de
la tuberculosis. Datos de secuenciacién gendmica de restos Neandertales han puesto de
manifiesto que, aunque los Neandertales contribuyeron sélo entre el 1,5% y el 2,1% del
genoma de la poblacién euroasiatica, su aporte genético jugd un papel importante en
la familia de genes HLA clase |, implicados en la inmunidad frente a las infecciones. En
estos genes, alelos arcaicos procedentes de los Neandertales representan mads del 50%
de los alelos en Europa y Asia. Se ha sugerido que estas variantes arcaicas de HLA clase
1 fueron seleccionados positivamente por su efecto protector frente a enfermedades
infecciosas como la tuberculosis (5, 49).

2. La tuberculosis

La tuberculosis, también conocida en tiempos histéricos como la tisis, ha acompafiado
al ser humano alo largo de la historia. El primer caso de tuberculosis en restos histéricos
fue reportado por Paul Bartels, en 1907, a partir de varias vértebras dorsales
encontradas en un cementerio cerca de Heidelberg (7). Estos restos correspondian a un



hombre que vivié hacia el 5000 a.C. Sin embargo, esta y otras identificaciones iniciales
se basaban en andlisis de paleopatologia, por lo que los resultados pueden ser
controvertidos. Los sintomas de la enfermedad cuando se obtienen de los registros
historicos o restos dseos, rara vez son diagndsticos y durante mucho tiempo han
generado dudas y debates sobre la naturaleza de la enfermedad pasada y la experiencia
epidémica.

Sin embargo, gracias a los estudios moleculares se han conseguido datar restos
anteriores a la escritura en Africa del Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC). La
evolucion de la especie humana también se ha ido desgranando con los avances
cientificos permitiendo realizar arboles filogenéticos que expliquen el desarrollo del
Homo sapiens y sus migraciones. Esto permite seguir las huellas tanto del hombre como
del bacilo tuberculoso para datar cuando la tuberculosis se convirtié en un patégeno
humano y las asociaciones biogeograficas que reflejan las oleadas migratorias. Esta larga
historia coevolutiva es cardinal para comprender la relacién entre huésped-patégeno,
incluyendo componentes demograficos pasados y aquellos actualmente en curso; asi
como la arquitectura genética del sistema inmunoldgico del anfitrién.

Ademas, la aplicacidn de las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva aplicadas al
estudio paleomicrobiolégico han permitido el reconocimiento de coinfecciones,
infecciones multiples y la categorizacién de linajes. Estos datos, junto a los
conocimientos en antropologia médica y arqueologia biomédica, han logrado recopilar
informacién sobre la dieta humana, sociedad, ubicacién, y migraciones, asi como el
contexto histérico que explica la infeccion de la tuberculosis y susceptibilidad del
huésped.

Cabe destacar el aumento durante las ultimas décadas de la resistencia a los
antimicrobianos (RAM) sobretodo a nivel local, que constituye un desafio para el control
de la tuberculosis en ausencia de una vacuna eficaz. La dificultad en el manejo y
tratamiento de esta enfermedad en la era de los antibidticos es debida a la creciente
apariciodn de resistencias a los mismos, en combinacion con el enorme reservorio que el
patégeno mantiene en las poblaciones humanas a través de una infeccidn latente. Esto
hace necesario la comprensidn de sus origenes y su capacidad de persistencia a lo largo
de la historia en los humanos, para intentar predecir el papel que la tuberculosis jugara
en el futuro.

En particular, entender la coevolucidn entre los distintos linajes de M. tuberculosis y los
humanos puede ayudarnos a predecir el comportamiento de cepas actuales. La
comprension de la evolucién de los linajes tiene importantes repercusiones clinicas. Por
ejemplo, dentro de los siete linajes actuales de M. tuberculosis, el linaje Beijing destaca
por su virulencia y su capacidad de resistencia a los antibidticos. Entender qué
mecanismos llevaron a la progresién de unos linajes y la extincién de otros puede ser
fundamental en la lucha contra la tuberculosis.

La tuberculosis tiene mucha relevancia en nuestros dias. Se estima que un tercio de la
poblacién mundial tiene una infeccién tuberculosa latente. Es un problema de salud
importante en la actualidad ya que anualmente hace enfermar a 10 millones de personas
y provoca 1.4 millones de muerte (OMS 2019). La disparidad entre infectados y enfermos



es un factor que complica el manejo de la epidemia, ya que se estima que sélo el 15%
de los infectados por M. tuberculosis desarrollaran la enfermedad tuberculosa durante
su vida. De los cuales 5% presentaran sintomas durante la primoinfeccién y el 10%
restante seran consecuencia de una reactivacion posterior por disminucién de la
respuesta inmune (8). Esta capacidad de permanecer latente en nuestro organismo ha
contribuido sin duda a su perpetuacién a lo largo de la historia.

Los 30 paises con alta carga de TB representaron el 86% de todos los casos incidentes
estimados en todo el mundo, y ocho de estos paises representaron dos tercios del total
mundial: India (26%), Indonesia (8.5%), China (8.4%), Filipinas (6,0%), Pakistan (5,7%),
Nigeria (4,4%), Bangladesh (3,6%) y Sudafrica (3,6%) (figural). Estimandose mayor
proporcién de casos de coinfeccidén de tuberculosis con VIH positivo en los paises de la
Region de Africa, superando el 50% en partes del sur de Africa (21). A nivel mundial, la
incidencia de TB expresada por 100 personas-afio con VIH fue del 2,1% (rango, 1,9-2,4%),
con un riesgo 18 veces mayor de desarrollar tuberculosis en personas con VIH (51).

Imagen 1.Paises que tuvieron al menos 100 000 casos incidentes de tuberculosis en 2019.
Los ocho paises que presentan el mayor numero de casos, y que representaron dos tercios
de los casos mundiales en 2019, estan etiquetados en el mapa (21).

El principal organismo causante de la tuberculosis humana es Mycobacterium
tuberculosis, un patégeno obligado que es miembro del complejo M. tuberculosis
(MTBC), un grupo de organismos estrechamente relacionados que infectan a diferentes
huéspedes animales. La tuberculosis puede afectar a todos los drganos del cuerpo, pero
se suele presentar normalmente como enfermedad pulmonar. La transmisién se



produce a través de aerosoles infecciosos liberados de los pulmones de una persona
contagiada, por contacto directo en casos de escrofula (tuberculosis cutanea), asi como
mediante la ingestion de leche o comida de un animal infectado con Mycobacterium
bovis u otros miembros del MTBC. Sin embargo, la subsiguiente transmisidon de estos
linajes animales MTBC de persona a persona es raro.

Al haber varios factores que influyen la susceptibilidad a la infeccidn es necesario que se
produzca la convivencia con un enfermo tuberculoso para que se transmita. Es por esto
gue las condiciones sociosanitarias juegan un papel fundamental en la propagacidn de
la enfermedad. Poblaciones de alta densidad, en espacios pequeifios y pobremente
ventilados son donde mds se produce la transmisidn de la infeccién.

Al ser M. tuberculosis un patdgeno intracelular obligado es capaz de producir infecciones
de por vida. El mantenimiento de la infeccidn persistente sin progresion de la
enfermedad supone un delicado equilibrio entre el crecimiento de la bacteria y la
regulacién inmunolégica. En condiciones normales el bacilo alcanza los alveolos donde
son digeridos por los macréfagos alveolares, pero a diferencia del resto de bacterias que
son fagocitadas, la tuberculosis impide la fusién del fagosoma con los lisosomas (al
inhibir la molécula de unién especifica, el autoantigeno endosémico temprano 1),
permitiendo su persistencia y replicacién en el interior de los mismo. Sin embargo, en
respuesta a la infeccion por M. tuberculosis, los macréfagos secretan interleucina 12 y
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) que atraen linfocitos Ty células citoliticas naturales
(NK) hacia las zonas de los macréfagos infectados. Este proceso inflamatorio lleva a la
diferenciacion de los linfocitos T en linfocitos TH1 (linfocitos T cooperadores) con la
consiguiente secrecién de interferén y (IFN-y) que activa a los macréfagos infectados
favoreciendo la fusion de fagosomas y lisosomas para la destruccion intracelular. Es por
ello que personas con una produccién disminuida de IFN-y o TNF-a o que sufren defectos
en los receptores para estas citocinas tienen un mayor riesgo de sufrir infecciones graves
por micobacterias (9).

Cuando la respuesta inmune es apropiada los macréfagos alveolares, las células
epitelioides y las células gigantes de Langhans junto con las micobacterias intracelulares
forman el granuloma, que impide la diseminacidn posterior de las bacterias. Sin embargo,
si hay muchas bacterias, los grandes granulomas necrdticos o caseosos se encapsulan
con la fibrina protegiendo de modo eficaz a las bacterias de la destruccién por los
macroéfagos. Es por ello que la primoinfeccidn tuberculosa suele ser asintomatica,
presentando sintomas de tuberculosis primaria en un 5% de los casos. Por lo general
permanecen latentes y se suelen reactivar cuando disminuye la respuesta inmunitaria
del paciente como consecuencia de la edad, desnutricidn, diabetes, alcoholismo, silicosis,
gastrectomia o inmunosupresién. Existe un aumento del riesgo de tuberculosis primaria
activa en individuos infectados por VIH, ademas de existir un incremento de la aparicion
de cepas de M. tuberculosis resistentes a farmacos en esta poblacién (3).

Las micobacterias M tuberculosis y otras especies del complejo M.tuberculosis se
clasifican dentro de un mismo grupo debido a su crecimiento lento y la ausencia de
pigmentacion de las colonias. De tal modo que se diferencian de las otras micobacterias,
denominadas «micobacterias no tuberculosas» o MNT, por su crecimiento rapido y
pigmentacion debido a la produccion de carotenoides intensamente amarillos que se



pueden estimular por la exposicion a la luz (organismos fotocromdgenos) o por
producirse en ausencia de luz (organismos escotocromdégenos). De tal modo que la
clasificacidon de Runyon de las MNT esta formada por cuatro grupos: fotocromdgenos de
crecimiento lento (p. ej., M. kansasii, M. marinum ); escotocromoégenos de crecimiento
lento (p. ej., M. gordonae, que es un microorganismo no patégeno que se aisla con
frecuencia); micobacterias no pigmentadas de crecimiento lento (p. ej., M. avium, M.
intracellulare ) y micobacterias de crecimiento rapido (p. ej., M. fortuitum, M. chelonae,
M. abscessus, M. mucogenicum ). (9) (tabla 1)

Microorganismo Patogenicidad Frecuencia en EEUU

COMPLEJO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Patégeno estricto Frecuente
Patégeno estricto Infrecuente
Patégeno estricto Rara
m Patdgeno estricto Rara

M. bovis (cepa del bacilo de JiE)(e]-{ TNl i F]!
Calmette-Guérin)

MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS DE CRECIMIENTO LENTO

Generalmente patégeno Frecuente

Generalmente patégeno Infrecuente
m Generalmente patégeno Infrecuente
m Generalmente patégeno Infrecuente
Generalmente patégeno Infrecuente
Generalmente patégeno Infrecuente
Generalmente patégeno Infrecuente
Generalmente patégeno Infrecuente
Patdgeno ocasional Infrecuente
Patégeno ocasional Infrecuente
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MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS DE CRECIMIENTO RAPIDO

Patdgeno ocasional Frecuente
Patdgeno ocasional Frecuente
Patdgeno ocasional Frecuente
Patdgeno ocasional Frecuente

Tabla 1.clasificacion de las cepas mycobacterias patdgenas para el ser humano segin
pertenezcan al MTBC (crecimiento lento al que pertenece M. tuberculosis) o al grupo
de MNT (crecimiento lento o rapido), y su frecuencia en EEUU. (9)

La primoinfeccién tuberculosa (por el agente infeccioso M. tuberculosis) suele ser
asintomatica. Las formas mas frecuente de presentacién a nivel radiolégico es un
infiltrado lobular o segmentario acompafnado de adenopatias hiliares que se autolimita
en el que el 95% de los casos dejando un granuloma calcificado. Por lo que se puede
realizar un diagndstico retrospectivo de infeccion primaria en forma de una lesién
pulmonar periférica calcificada (restos de una cicatriz parenquimatosa) en los campos
medio pulmonares (complejo de Ghon), que en ocasiones suele ir acompafiada de
ganglios hiliares calcificados (complejo de Ranke). (10)

Durante la primoinfeccion se puede producir un derrame pleural de tipo exudativo,
brusco y unilateral. Caracteristicamente no suele acompanarse de lesién pulmonar
subpleural, por lo que se cree que se deba a una reaccién de hipersensibilidad a la
proteina tuberculosa en el espacio pleural. En el exudado se objetiva una predominancia
de linfocitos (aunque en estadios iniciales puede haber un predominio de neutréfilos),
con glucosa baja debido al consumo por el bacilo, con pH inferior a 7.2, y
caracteristicamente los niveles de ADA (adenosin desaminasa) son superiores a 40
Ul/litro. Aunque el exudado pueda proporcionar una orientacidon diagndstica hacia
derrame tuberculoso, es imprescindible la realizacién de una biopsia pleural con aguja
para cultivo dado que no se puede aislar el bacilo en el liquido pleural

La progresion a enfermedad clinica durante la primoinfeccidn es infrecuente, y suele
darse sobretodo en nifios e inmunodeprimidos. En estos casos, debido a que el sistema
inmune no logra contener al bacilo, éste se disemina por via hematdgena a través de los
vasos pulmonares originando una tuberculosis miliar. Aunque también puede ser la
manifestacién de una reactivacidn tuberculosa con diseminacidn hematdégena. A nivel
radioldgico se aprecia un patrén miliar o en «grano de mijo» caracteristico. (imagen 2).



Imagen 2.Tuberculosis miliar en un hombre de 70 afios de edad. A. Radiografia AP de
torax que muestra unas un patrén micronodular en ambos campos pulmonares. B. TAC
(seccion de 1 mm de grosor) a nivel del bronquio lobular superior derecho que muestra
unos nodulos pequefios uniformes distribuidos de modo aleatorio por ambos pulmones.
Las flechas sefialan los nédulos subpleurales y subfisurales. (11)

La enfermedad tuberculosa se presenta como un cuadro subagudo de varias semanas
de duracion que cursa tos, expectoracidon en ocasiones hemoptoica, dolor toracico o
sintomas generales (febricula o fiebre, sudoracidn, astenia, anorexia o pérdida de peso).
En la radiografia se puede observar un infiltrado infraclavicular con broncograma aéreo
y tendencia a la cavitacion. (imagen 3)

Imagen 3.Radiografia de térax de un enfermo con una tuberculosis pulmonar en la que
se observa una gran cavitacion en el vértice pulmonar derecho.(10)
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La forma adenopatica o ganglionar es la forma mas frecuente de presentacion
extrapulmonar de la tuberculosis. Es muy tipica en la infancia y en VIH.

La enfermedad de tuberculosis bovina (resultante de la infeccionén por M. bovis) suele
afectar mas al ganado y a otros mamiferos. Cuando se transmite a los humanos se
convierte en tuberculosis zoondtica. La incidencia de tuberculosis zoonética ha ido
disminuyendo gracias al control del ganado y la pasteurizacion de la leche de vaca (la
principal via de transmision es la ingesta de leche y productos lacteos no pasteurizados)
o mediante la exposicidon ocupacional de los trabajadores del ganado puede ocurrir por
inhalacidon de aerosol del ganado infecctado.

Tiene una afectacion clinica extensa que puede ser mortal y estd presente
principalmente en Africa (causando aproximadamente el 3% de todos los casos de
tuberculosis pulmonar) y el sureste de Asia. Es frecuente que la presentacion clinica de
la tuberculosis bovina (causada por M. bovis en humanos) sea muy similar a la
tuberculosis humana (resultante de la infeccidn por M. tuberculosis). Se estima que en
algunos paises un 10% de los casos de tubeculosis declarados son por M. bovis. Dato que
hay que tener en consideracion pero contextualizar seglin los paises donde nos
encontremos, debido a que en algunos paises existe una elevada prevalencia de
tuberculosis y de la coinfeccion de VIH, ademds del modo de vida que tienen en contacto
directo con ganado como en Africa subsahariana (21,50).

El diagndstico clinico se apoya en pruebas radiolégicas, Manotux positivo y la deteccién
en el laboratorio de micobacterias al microscopio o en cultivo. Es necesario para ello
recoger para ello al menos tres primeras muestras respiratorias de la mafiana durante
tres dias consecutivos cuando se sospeche de afectacién pulmonar. En el caso de
pacientes con enfermedad diseminada (p. ej., aparato genitourinario, tejidos, liquido
cefalorraquideo) o con otras micobacterias, es necesario recoger un mayor nimero de
muestras para cultivo y con la mayor cantidad de liquido o tejidos posible.

La prueba cutanea de la tuberculina o Mantoux permite la identificacién de pacientes
infectados por micobacterias mediante la inyeccion intradérmica de antigenos
micobacterianos (PPD) y medicién de la induracién intradérmica a las 48horas. Existen
pacientes con anergia cutdnea (arreactivos frente a los antigenos) debido a
inmunodepresién, sarcoidosis o SIDA. Del mismo modo se puede obtener falsos
positivos en aquellos pacientes que recibieron la vacuna BCG o bacilo de Calmette-
Guerin con M. bovis atenuado (bacilo de Calmette-Guérin [BCG]). (9)

Las pruebas de liberacion in vitro de IFN-y son una alternativa a la prueba cutanea con
PPD mas sensible y especifica dado que usan antigenos especificos de M. tuberculosis,
lo que permite diferenciar si un individuo estd infectado por M.tuberculosis de otras
micobacterias, evitando falsos positivos como aquellos que recibieron la vacunacion con
la BCG.

La deteccion microscépica de bacilos acido-alcohol resistentes en las muestras clinicas
obtenidas por distintos métodos (esputo, orina, biopsia directa, exudados, BAL,...) es un
método rapido para confirmar una enfermedad por micobacterias. La muestra clinica se
tifie con carbolfucsina (métodos de Ziehl-Neelsen o de Kinyoun ) o con colorantes
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fluorescentes de auramina-rodamina (método del fluorocromo de Truant ), se decolora
con una solucién de acido-alcohol y a continuacién se aplica una tincidn de contraste.
(Imagen 4)

Imagen 4.Tinciones acido-alcohol resistentes de Mycobacterium tuberculosis . (A) Tefiida
con carbolfucsina usando el método Kinyoun. (B) Tefiidas con los colorantes
fluorescentes auramina y rodamina usando el método fluorocromo de Truant. (9)

A pesar del excelente rendimiento de la tincidn de Ziehl-Neelsen, junto con la radiografia
de torax sélo se consigue diagnosticar el 10% al 30% de los casos de tuberculosis. Es por
esto que el diagndstico se debe confirmar mediante cultivo en medio sélidos o liquido
(por ejemplo, medio Lowenstein-Jensen o agar solido durante 8 semanas).

La proliferacion in vitro de las micobacterias se complica por el hecho de que la mayoria
de las cepas crece lentamente y se pueden ver ensombrecidas por las bacterias de
crecimiento rapido que normalmente colonizan al ser humano. Por tanto, algunas
muestras, como las de esputo, se tratan inicialmente con reactivos descontaminantes
(p. €j., hidréxido de sodio al 2%) con el fin de eliminar los microorganismos que pueden
dar lugar a resultados confusos. Las micobacterias pueden tolerar tratamientos alcalinos
de corta duracidn que destruyen las bacterias de crecimiento rapido y permiten el
aislamiento selectivo de las micobacterias. La descontaminacion extensa de la muestra
elimina a las micobacterias, por lo que este método no se lleva a cabo cuando se analizan
muestras que normalmente son estériles o se espera la presencia de un reducido
numero de micobacterias.

Las muestras inoculadas en medios con huevo (p. ej., Lowenstein-Jensen ) y con agar (p.
ej., Middlebrook ), suelen requerir 4 semanas o mas para la deteccién de M .
tuberculosis (Imagen 5). Sin embargo, este periodo se ha acortado en aproximadamente
2 semanas como consecuencia de la introduccidn del uso de caldos de cultivo especiales
gue facilitan el desarrollo rapido de la mayoria de las micobacterias. La capacidad de M.
tuberculosis de crecer rapidamente en caldos de cultivo especificos se ha empleado
también para la realizacién de pruebas de sensibilidad rapidas.
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Imagen 5.Colonias de Mycobacterium tuberculosis en agar de Lowenstein-Jensen
después de 8 semanas de incubacion. (12)

El retardo diagndstico en espera del resultado del cultivo ha llevado a la necesidad de
desarrollar nuevos marcadores moleculares para el diagnéstico temprano de M.
tuberculosis a partir de material genético, tales como la PCR (Xpert), MIRU-VNTR, RFLP,
etc. Estos métodos pueden ser aplicados también en Paleomicrobiologia para el estudio
de la historia de la tuberculosis y su relacion con los humanos. (Imagen 6)

Muestra clinica

y l

Técnicas de Cultivo

Examen
amplificacion genémica (medio solido + medio liquido)

microscopico

2

Identificaciéon
No se detecta -
(métodos moleculares

Mycabactenum o MALDI-TOF-MS)
tuberculosis

Se detecta
Mycobacterium
tuberculosis

Epidemiologia molecular Antibiograma

(RFLP-IS6110,
MIRU-VNTR, Métodos fenotipicos

Spoligotyping) Métodos genotipicos

Imagen 6.Algoritmo para el diagnéstico microbioldgico de la tuberculosis. ADN, acido
desoxirribonucleico; MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight mass spectrometry; MIRU-VNTR, mycobacterial interspersed repetitive units-

variable.
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Parte I1: IDENTIFICACION Y ESTUDIO DE MUESTRAS TB EN LA HISTORIA

En un principio el estudio de la Paleomicrobiologia estaba ligado al estudio
paleopatologico llevado a cabo sobre lesiones organicas en cadaveres. Las lesiones mas
accesibles y patognoménicas de tuberculosis son cambios esqueléticos visibles como el
colapso de las vértebras en la enfermedad de Pott, asi como lesiones reactivas peridsticas
en los huesos tubulares, osteoartropatia hipertréfica y osteomielitis. Pero las lesiones
Oseas ocurren tan solo en el 3-6% de los casos de tuberculosis historica, dado que el
principal sitio de afectacion es pulmonar y pleural. Otra fuente de tuberculosis historica
es el tejido momificado; sobretodo de momias naturales como las encontradas en la cripta
de una iglesia sellada en V aC, en Hungria (13); o un caso del siglo XVII en una momia
coreana (5) que permitieron el diagnostico basandose Unicamente en la histologia y
microscopia. Este tipo de muestras altamente conservadas son, sin embargo, muy poco
frecuentes. Es por ello que la mayor parte de los métodos de estudio actuales se centran
en técnicas moleculares.

Es conveniente recordar que el género Mycobacterium abarca mas de 120 especies
diferentes, todas con similar aspecto al microscopio y de las que mas de la mitad, tanto
saproéfitas como patdgenas, pueden obtenerse a partir de muestras procedentes de
seres humanos. De tal modo que las nuevas técnicas de hibridacién de acidos nucleicos
y la espectrometria de masas (MALDI-TOF-MS, del inglés matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass ) no sélo han agilizado la identificacién de las
diferentes especies, sino que han permitido el diagnostico de infeccidn tuberculosa sin
requerir la presencia de lesiones organicas visibles (imagen 6). Todo ello supone una
vision mucho mas retrospectiva de la tuberculosis entendida como enfermedad y como
simbionte de los humanos.

Los métodos de laboratorio mas empleados en el estudio palemicrobiolédgico de la
tuberculosis son:

1. Identificacion tuberculosis mediante RFLPs visualizados en electroforesis en gel

Los fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLPs) son un tipo de
polimorfismo derivados de la variacion en la secuencia de ADN reconocida por las
enzimas de restriccién (13, 15). A lo largo de una secuencia de ADN, existen locus
particulares, de entre cuatro a ocho acidos nucleicos, donde la enzima de restriccién
puede unirse y cortar el ADN. Un locus (singular) o loci (plural) es el lugar del genoma en
el que se encuentra localizado el gen (14).

De este modo se pueden demostrar diferencias genéticas entre individuos o cepas a
partir de la presencia o no de una secuencia, es decir de un polimorfismo. En el estudio
de M. tuberculosis, uno de los fragmentos polimdrficos mas utilizados es la secuencia
IS6100. Esta secuencia permite tipificar M. tuberculosis para realizar estudios
epidemioldgicos y segregar los grupos de cepas estrechamente relacionadas (13).

Uno de los inconvenientes es que la diferenciacion de cepas depende en gran medida
del nimero de copias de I1S6100, por tanto las cepas con un alto nimero de copias se
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diferencian con precision de sus variantes cercanas, mientras que las cepas con pocas
copias son mas dificiles de segregar. Otra limitacién del RFLP es que requiere una gran
cantidad de material genético. En muestras actuales este material se obtiene tras
realizar un cultivo de micobacterias, con una duraciéon de 20 a 40 dias. En muestras
histdricas es mucho mds complicado obtener suficiente cantidad de material genético
para realizar este tipo de andlisis debido a las limitaciones ya mencionadas
anteriormente.

2. Amplificacion de ADN por PCR

Una solucién a la limitacién en la cantidad de ADN es la amplificacion del mismo
mediante PCR. A partir del uso de la PCR se amplificaron secuencias especificas del ADN
de MTBC, mediante el uso de cebadores que permite seleccionar la parte del genoma a
amplificar. Con esta técnica se pueden producir un billéon de copias de la secuencia en
estudio en sélo unas pocas horas. Esto permite una tipificacion rapida, reproducible y
eficiente de las bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis a partir de muestras
de ADN.

El método general basado en PCR se denomina PCR “spoligotyping” (1, 5, 13, 15).
Consiste en la amplificacidn selectiva de ciertas regiones variables del genoma de MTBC.
Las regiones diana mas empleadas para el andlisis de PCR son la region repetida directa
(DR) asi como las secuencias de insercién 1S6110 e 1IS1081, que pueden estar presentes
en numero variable en el genoma.. Por tanto las cepas de M. tuberculosis se pueden
discriminar segln su numero de locus DR y la presencia o ausencia de espaciadores
particulares.

3. El analisis MIRU-VNTR (Unidad repetitiva de identificacion de micobacterias-

VNTR).

Se basa en el andlisis de 24 loci VNTR especificos para Mycobacterium tuberculosis. Los
loci de VNTR diana se amplifican mediante PCR con un conjunto de cebadores
especificos para las regiones limitantes de cada locus con la posterior determinacién del
aplicon mediante electroforesis en gel (13, 15). En estas secuencias solo se producen
polimorfismos menores, que siguen el modelo de mutacidn escalonada. Esto significa
gue el estado alélico cambia por la adquisicién o pérdida de una unidad repetitiva.

El SMM o el modelo de mutacién escalonada (Stepwise Mutation Model) es una teoria
matematica que nos permite derivar una féormula para la distribuciéon de equilibrio de
frecuencias alélicas en una poblacidn finita cuando se producen alelos selectivamente
neutrales de manera escalonada (16). La diferencia con el modelo convencional de
distribucién neutral de alelos infinitos (modelo de Kimura-Crow) es que, a medida que
el tamafio de la poblacién aumenta indefinidamente, el producto del tamano efectivo
de la poblacién y la tasa de mutacién se mantiene en un valor fijo. Es decir, el nUmero
medio de alelos diferentes contenidos en la poblacién alcanza rapidamente una meseta
gue no es mucho mayor que el nimero efectivo de alelos (reciproco de homocigosidad).
Las diferencias en la longitud de "repeticiones de secuencia simple" (SSR) entre
individuos pueden ser utilizados para establecer relaciones filogeneticas o determinar
la distancia genética entre grupos de individuos. El SMM tiene en cuenta el limite de
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tamafio superior a la mayoria de los microsatélites, asi como la probabilidad de que los
alelos grandes muestren tasas mas altas de mutacién que los alelos pequeiios.

La varianza en los tamarios de los alelos sirve para hacer inferencias sobre la distancia
genética entre individuos o poblaciones. Esto permite que se puedan hacer inferencias
sobre las historias de la poblacién mediante la comparacidén estadistica.

4. PCR tiempo real

La PCR cuantitativa o a tiempo es la amplificacién de ADN que se realiza generalmente
en muestras de muestras antiguas, dado que permite cuantificar la muestra y ademas
utiliza regiones diana mas cortas, que se corresponden mejor con el ADN fragmentado
gue se encuentran a menudo en materiales antiguos. Se pueden obtener buenos
resultados utilizando regiones diana entre 70 y 110 pares de bases (pb). Posteriormente,
los productos de PCR se secuencian y examinan en busca de polimorfismos especificos
para permitir la genotipificacidn y subgenotipificacion.

Los andlisis gendmicos que se realizaron sugerian que M. tuberculosis evoluciond a partir
de un grupo de micobacterias conocidas como Mycobacterium canetti que adquirieron
virulencia y persistieron gracias a la pérdida de funcién genética, y la adquisicion de
nuevos genes. La definicién de su parentesco en base a polimorfismos de secuencia
reveld que los miembros individuales del MTBC (excluyendo Mycobacterium canettii)
eran idénticos en un 99,95% sobre la base de la secuencia de nucledtidos; lo cual sugiere
que hubo una evolucién en cuello de botella en el momento de la especiacién (1). La
fecha estimada de este evento varia desde hace 3 millones de afios (si se incluye M.
canetti) a tan solo 40.000 afios. Esto implica que dependiendo del analisis se postula un
origen antiguo del complejo MTBC, o uno mds reciente que coincide con el desarrollo de
la agricultura y la revolucidn neolitica. Gran parte del estudio paleomicrobioldgico actual
se centra en discriminar cual de estas hipdtesis (origen reciente vs origen antiguo)
explica mejor la evolucién de MTBC.

Un locua importante que se analiza habitualmente mediante PCR y PCR a tiempo real
corresponde a una delecién en la regidon TdD1 , detectada mediante secuenciacién de
los genomas de distintas cepas del MTBC D1 (1, 5, 7, 17). Esta delecién, que mds adelante
explicaremos con mas detalle, permite distinguir las “cepas modernas” de las “cepas
antiguas”, permitiendo separar el clado al que pertenece M. Bovis del clado al que
pertenece M. tuberculosis.

5. Biomarcadores de lipidos de la pared celular

M. tuberculosis tiene una envoltura celular que incorpora un arabinogalactano ligado a
un peptidoglicano esterificado por acidos micdlicos de cadena larga. La distribucion de
estos lipidos varia entre las micobacterias y por tanto pueden actuar como
biomarcadores especificos en la identificaciéon de M. tuberculosis. La ventaja de los
biomarcadores de lipidos es que se detectan mediante métodos extremadamente
sensibles como espectrometria de masas (HPLC), por lo que no hay amplificacion del
material. La gama de biomarcadores ahora incluye acidos micocerosicos y multimetil-
micolipénicos ramificados (1).
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Los lipidos de la pared celular de las micobacterias son muy estables pudiendo persistir
durante miles de afos permitiendo detectar con elevada sensibilidad entre distintas
micobacterias (tuberculosis y lepra). También puede detectar coinfecciones, incluso
cuando se encuentran en la misma muestra debido a una infeccidon mixta y, a veces, en
muestras sin ADN antiguo detectable, permitiendo el conocimiento de infecciones
micobacterianas pasadas mucho mas alla del rango del ADN microbiano antiguo.

6. Deteccidon de antigenos y anticuerpos

Los antigenos de carbohidratos o proteinas son moléculas que pueden inducir la
produccién de anticuerpos, por lo que se pueden utilizar para detectar organismos
infecciosos. Suelen ser mads estables que los acidos nucleicos, pero aun asi, los
determinantes antigénicos en tejidos antiguos suelen dafiarse o destruirse, lo que limita
su uso. Los anticuerpos especificos frente a la bacteria también se pueden detectarse en
tejidos momificados mediante el inmunoelectrotransferencia blot, pero generalmente
son menos estables y mucho mas dificiles de detectar que los propios antigenos (1).

7. Next Generation Sequencing (NGS )

El genoma de MTB se secuencid por primera vez en 1998 a partir de la cepa H37Rv y
comprende alrededor de 4,4 millones de pares de bases y codifica para alrededor de
4000 genes (1). La NGS ha permitido la secuenciacién del genoma bacteriano completo
en un periodo de tiempo corto (horas-dias) y sin necesidad de cultivo a partir del esputo
directo, permitiendo identificar la coinfeccion de multiples cepas dentro de un mismo
individuo, asi como informacidon epidemiolégica sobre las cepas circulantes, la
farmacorresistencia y definir la dindmica de transmisién. Actualmente los lideres del
mercado de NGS son lllumina que ofrecen datos de secuencia de lectura corta de alta
precision, y PacBio (17) que proporciona una secuencia de lectura larga utilizados
ampliamente para la investigacién microbiolégica. Mediante la secuenciacién del
genoma y la WGS se han establecido perfiles de genotipo-fenotipo que permiten
predecir la resistencia y la susceptibilidad a farmacos en MTB. Para establecer un
consenso se han creado varias bases de datos que contiene informaciéon sobre
mutaciones que confieren resistencia a los farmacos, como TBDreamDB y MUBII-TB-DB
(15). Su aplicacidon en enfermedades infecciosas permite la identificacidon de especies, la
secuenciacion de brotes y la tipificacidn para la vigilancia epidemiolégica mundial de la
enfermedad. Aunque los métodos NGS también pueden ser utilizados en el analisis de
ADN antiguo, la gran fragmentacion de este hace muy dificil obtener genomas completos
a partir de muestras histéricas. No obstante las técnicas de NGS acopladas a la
amplificacién de ciertos fragmentos (metabarcoding) permiten utilizar la potencia de la
secuenciacion masiva acoplada a la amplificacion de ADN. La secuenciacién del genoma,
aungue sea parcial, permite el analisis de polimorfismos (SNPs) que permiten el trazado
de la filogenia de los distintos linajes. Actualmente es una herramienta muy utilizada en
paleomicrobiologia.

19



Parte I1l: LA CUESTION DEL ORIGEN DE LA TUBERCULOSIS

Para entender los origenes y evolucién de la tuberculosis es importante recordar que el
complejo MTB no sélo lo compone de M. tuberculosis (patégeno humano), sino que
contiene otras especies asociadas con infecciones humanas, incluida Mycobacterium
africanum (aislado en poblaciones africanas) y cepas estrechamente relacionadas
encontradas en infecciones animales que pueden infectar a humanos, como
Mycobacterium bovis (ganado), Mycobacterium capri (cabras), Mycobacterium microti
(roedores) y Mycobacterium pinnepedii (focas).

Ademas, existe la cepa de Mycobacterium canetti localizada en el Cuerno de Africa que
se considera la cepa ancestral de los otros miembros del complejo MTB. Los restos
arqueoldgicos mas antiguos localizados en el Alto Egipto, cerca de la ciudad de Nagada,
muestran la presencia de tuberculosis durante el periodo predinastico 4500 -3000a.C (7).
Enfermedades compatibles con la tuberculosis son referidas en textos médicos
anteriores a la dinastia Xia en China y en los Vedas indios, datados hace unos 5.700 y
3.500 afios respectivamente (7).

En Europa se ha llegado a datar los primeros casos de espondilitis tuberculosa
(enfermedad de Pott) en restos del Neolitico temprano (1,5,7). Estos restos se han
asignado a la cultura de la ceramica lineal, datada hace 5400-4800 a. C. en tres
yacimientos (Halberstadt, Derenburg y Karsdorf) de Sajonia-Anhalt en el centro de
Alemania (7). Existen también otros casos con evidencias morfoldgicas de tuberculosis
que ademas se confirmaron mediante analisis de biomarcadores de lipidos y andlisis de
ADN antiguo. Estos restos, obtenidos en distintos yacimientos europeos, datan del 5000
a. C,, lo cual atestigua la difusién de la infeccion en diferentes dreas de Europa. Se
demostré también una concentracion particular de TB en el drea de Finalese en Liguria
(noroeste de Italia) perteneciente al periodo Neolitico Medio (4000-3500 aC), donde se
descubrieron tres casos en tres cuevas importantes que se encuentran muy proximas
entre si: Arene Candide, Arma dell'Aquila y Cuevas de Pollera (7).

Fuera del escenario europeo, se observéd un posible caso neolitico de tuberculosis en un
individuo adulto de Shanghai, China, asociado con la cultura Songze (3900-3200 aC), al
comienzo de la agricultura del arroz humedo (7). Es decir aunque la datacion exacta del
origen de la tuberculosis humana no es clara y varia segun la localizacién geografica; si
gue se observa un claro incremento de la evidencia de paleopatologia de tuberculosis a
partir del Neolitico tardio. Esto ha llevado a la conjetura sobre el origen y la datacion de
la adquisicion de la tuberculosis humana y su relacién evolutiva con el complejo MTB.

1. El salto de la paleopatologia tuberculosa a las técnicas de secuenciacion
modernas ¢Es la tuberculosis una zoonosis?

Con el surgimiento de nuevas técnicas de identificacion de tuberculosis se ha podido
identificar la tuberculosis antigua en restos arqueoldgicos sin patologia organica visible,
llegando incluso a identificacién de la coexistencia de varias cepas pertenecientes al
complejo MTB. Un claro ejemplo es una momia egipcia del 600 a.C, analizada mediante
la deteccion de marcadores de lipidos de la pared celular y del ADN antiguo (5). Estas
técnicas revelaron que ademdas de M. tuberculosis (sensu stricto) los humanos
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mantenian otras especies asociadas con infecciones humanas, incluyendo
Mycobacterium africanum y cepas estrechamente relacionadas. Algunas de estas cepas
fueron encontradas también en animales infectados, que podrian haber actuado como
vectores de transmisidn hacia los seres humanos. Uno de los principales objetivos de los
analisis gendmicos e histéricos de los patdgenos es la reconstruccion de la escala de
tiempo de su aparicidn y propagacion. Muchos patégenos infectan a humanos al cruzar
a través de una barrera de especies de animales (zoonosis); aunque la mayoria de estos
saltos dan como resultado emergencias y extinciones sin salida. Sin embargo,
ocasionalmente, los patégenos emergentes establecen ciclos de transmisidn sostenidos.
De hecho, se estima que 140 000 (rango, 69 800-235 000) de los nuevos casos de
tuberculosis a nivel mundial en 2019 eran por zoonosis, sobre todo por Mycobacterium
bovis (21,45).

Estas hipdtesis volvieron a sacar a la luz la cuestidon que muchos investigadores ya se
hicieron al analizar los primeros restos paleopatoldgicos, élas cepas animales
precedieron ala humana? ¢ Fueron los primeros casos de tuberculosis debidas a zoonosis
por Mycobacterium bovis?.

Las teorias anteriores al desarrollo de los estudios biomoleculares, postulaban que los
seres humanos adquirieron MTB del ganado (M.bovis) durante la revolucion neolitica
debido a la transferencia zoonética de los animales recién domesticados y se propagd
con éxito en las poblaciones de H. sapiens. Segun esta hipdtesis, después de algunos
milenios de coevolucidén, la bacteria especializada en su nuevo huésped, se convertiria
en humano especifico (la cepa ahora conocida como M. tuberculosis). De hecho, hasta
ahora no se ha encontrado ningun resto humano de mas de 11.000 afios de antigliedad
con rastros de enfermedad tuberculosa, mientras que si que se ha encontrado
enfermedad tuberculosa en un bisonte Pleistoceno extinto fechado por radiocarbono de
17.000 aios (Bison antiquus). (5,7)

El hallazgo de este bisonte del Pleistoceno, encontrado en una trampa natural creada
en una cueva en Ohio (EE. UU) para la caza, ayudé a especular sobre la adquisicién de
los primeros casos de tuberculosis en humanos mediante la caza, despellejar y pulir
huesos (5). Este fésil documenta que la tuberculosis estaba presente en América del
Norte al menos 20000 anos antes de la domesticacion. Sin embargo se demostrd que la
cepa encontrada en los restos del bisonte era mas similar a M. tuberculosis o M.
africanum que a M. bovis.

Lo curioso es que M. africanum se ha detectado en restos humanos junto con M.
tuberculosis en el antiguo Egipto, durante el periodo del Reino Medio en Tebas,
hallazgos que fueron confirmados por tipificacion molecular (1, 5). Sin embargo el DNA
de M. bovis en humanos se ha detectado sélo en un pequeno grupo de pastores de la
Edad del Hierro en el sur de Siberia que hibernaban con sus animales, cuya datacion por
radiocarbono arrojo fechas de 1761 a 2199 afios a.C. (5). Por ende y gracias a la
tipificacion de espoligotipos se pudo diferenciar a las cepas de MTBC de otras
micobacterias ambientales y separar claramente M. bovis de M. tuberculosis mediante
la deteccién de la presencia o ausencia de la secuencia DR (1, 5, 15). La secuenciacién
del genoma completo (WGS) también confirmo que M. tuberculosis no evolucioné de M.
bovis, sino que su historia evolutiva es compleja, y refleja la propia evolucion humana.
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Es decir, se conjetura que MTBC ha evolucionado con los humanos durante miles de afios,
influyendo reciprocamente en su evolucién. Segun los datos de muestreo y genémica
poblacional actualmente disponibles, los linajes animales surgieron de un ancestro
comun estrechamente relacionado con el linaje 6 (M. africanum). Los multiples saltos de
hospedador llevaron a fomentar el tropismo de la tuberculosis al H. sapiens. Al ser el M.
tuberculosis un patdégeno obligado sin reservorio ambiental, su persistencia esta
relacionada con la densidad de la poblacidn humana y las diferentes presiones evolutivas.
Normalmente, los comensales se transmiten verticalmente de padres a hijos, mientras
que los patdgenos son transmitidos horizontalmente (31, 34). Sin embargo, la
tuberculosis es un caso intermedio, porque en una poblacién de baja densidad las
personas tienen mas probabilidades de transmitir la infecciéon a los miembros de la
familia que a los extranos. Esto explica que durante el periodo neolitico, con el desarrollo
de la agricultura, un aumento en la densidad de poblacién llevara aparejado un aumento
de la prevalencia de tuberculosis, que en los enterramientos es hallada principalmente
en pequefios grupos familiares. La coexistencia del patdgeno y el anfitrién evidencia la
relacion indirecta que existe entre urbanizacidn y tuberculosis, basandose en la relacién
entre la resistencia natural humana a la enfermedad y los asentamientos urbanos a largo
plazo, que causaron presion de seleccion sobre la supervivencia en su huésped humano.
Con el auge de la transicion demografica neolitica hace 10000 + 2000 afios atras (7), la
tuberculosis aumentd su tasa de difusién junto con el aumento de la densidad de la
poblacion humana tras el avance de la agricultura y la domesticacidon animal. Esto se
explica porque a mayor densidad de poblacién menor son las dificultades para la
transmisién, y como consecuencia la extensiéon de la enfermedad es mas sencilla,
aumentando la posibilidad de padecer multiples infecciones.

Todo ello sugiere que el éxito demografico de la tuberculosis durante el periodo Neolitico
se debid mas al crecimiento de la densidad y el tamafio de la poblacién humana, que a
la generalizacion de la ganaderia. Fue esta alta densidad del huésped lo que favorecio la
coexistencia de distintas cepas o parasitos. La coinfeccidon por diferentes cepas o
genotipos parasitarios lleva a la competicidn por los recursos similares del hospedador
que hace que la virulencia varie (Frank 1996). Es decir, la infeccién causada por una sola
cepa de tuberculosis puede desarrollar una baja virulencia maximizando asi el tiempo
de estancia en el hospedador, debido a que la respuesta inmune generada en el
hospeador seria menor. Sin embargo, ante la llegada de una nueva cepa/ genotipo u otro
microorganismo, la competencia que se produce entre ambos por los recursos lleva a un
aumento del consumo de energia del hospeador utilizada por una cepa que hace que
aumente su virulencia y evita que la otra cepa coinfectante persista, ejerciendo asi una
presion positiva sobre la evolucién (34).

Es por ello que la mayor frecuencia de la transmisidon de enfermedad activa se asociaba
alos extremos de la vida. Se piensa que los ancianos o los grupos mas vulnerables sufrian
de una infeccion reemergente y la contagiaban a los lactantes, que tienen un sistema
inmunoldgico inmaduro, causando alta tasa de mortalidad. Por tanto, los nuevos
patdégenos introducidos por migracién o por nacimiento podrian transmitirse décadas
después de infectar aun huésped. Esto explica como la transicién desde la busqueda de
alimento hasta las comunidades agricolas asentadas en el periodo neolitico coincidié con
la aparicidn de enfermedades, asociado con poblaciones mas grandes y densas, un estilo
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de vida sedentario, domesticacion generalizada de animales, estratificacion social y una
dieta menos variada; pero no por la transferencia zoondtica del ganado.

Ademas con los datos de muestreo y genédmica poblacional actualmente disponibles, se
ha observado que los linajes animales emergen de un ancestro comun estrechamente
relacionado con el linaje 6 (M. africanum) que pertenece a otro clado al que pertenece
el M. tuberculosis humano (Imagen 7).
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Imagen 7.Representacion filogenética de 261 cepas pertenecientes al MTBC. Se indican
las deleciones especificas de animales y M. africanum. (13)
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La revolucién neolitica (7) generalmente se refiere a la transiciéon mundial en el estilo de
vida y subsistencia de economias mas moviles a formas de vida mas sedentarias,
agricolas y con economias hechas posibles por la domesticacién de plantas y animales.
Los hallazgos arqueoldgicos mas antiguos de tuberculosis abarcan el periodo neolitico
anterior a la domesticacion de animales, por lo que se han situado la aparicion de la
tuberculosis en el centro de un conjunto de impactos que tuvieron lugar en la salud
humana como consecuencia de los cambios en el estilo de vida del Neolitico,
denominados la primera transicion epidemiolégica. La primera transicidon
epidemioldgica (18) se produjo hace 10.000 afios debido a un marcado incremento en
la prevalencia de enfermedades infecciosas producidos por el aumento de la densidad
de la poblacién. La urbanizacidon, la domesticacién de animales, el sedentarismo, el
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cultivo y la estratificacion social crearon un nicho ecolégico para las bacterias, .asi como
los piojos transmisores del tifus y las pulgas infestadas con el bacilo de la peste. También
las altas densidades de poblacién favorecieron la transmision respiratoria de la peste y
tuberculosis, asi como la transmisién de enfermedades virales.

De hecho los primeros restos arqueoldgicos humanos de tuberculosis constatados
mediante biomarcadores de ADN vy lipidos estaban ubicados en La Luna Media Fértil y
pertenecian al periodo Neolitico Pre-Ceramico B. Las datacién de las lesiones
compatibles con tuberculosis en Dja'de el Mughara, situado en el rio Eufrates en el norte
de Siria, se estiman como antes habiamos comentado en la fase previa a la
domesticacion (8800-8300 aC), al igual que el individuo de Tell Aswad hallado en el sur
de Siria que mostraba lesiones tipicas de la osteoartropatia pulmonar hipertréfica (7).
Estos hallazgos junto la notificacion de otros tres casos de tuberculosis humana
esquelética en la aldea neolitica de Ain Ghazal (Jordania) confirmaban la presencia de
tuberculosis humana antes y / o durante la introduccidon de la agricultura y la
domesticacion de animales (7).

Hay que tener en cuenta que aunque el genoma de referencia mds antiguo del que se
dispone hasta la fecha para la realizacidon de estudios genéticos corresponde a unos
restos encontrados en la aldea levantina de Atlit-Yam, ahora sumergida (Israel), datados
con menos de 8500 aios de antigliedad (1, 5, 7). Esta fecha corresponde a la ultima fase
del periodo Neolitico Pre-Ceramica, cuando la transicion a la agricultura y la
domesticacion de animales se habia completado. Por lo que fueron los estudios de
secuenciacion de ultima generacién los que en ultima instancia pudieron trazar los
arboles filogenéticos y separar la cepa M.tuberculosis de M.bovis, y por tanto, desechar
la idea de que la tuberculosis tuviera su origen en una zoonosis, aunque pudieran
coincidir ambas micobacterias en los restos historicos.

Aunque M. tuberculosis no proceda de la evolucién divergente de M. bovis, la
coinfeccion de ambos microorganismos justificados por el aumento de los asientos
humanos es importante para explicar la evolucion de las distintas cepas del complejo
MTB. Estudios metagendmicos han constatado la presencia de infecciones mixtas, con
varias cepas de MTB. La mayoria de los seres vivos a lo largo de su vida sufren el ataque
de algun otro parasito o microorganismo, conocido como hiperparsitismo (relacién que
tiene lugar entre parasitos que son infectados por otros pardsitos Price 1980). La
importancia que tienen las enfermedades a nivel evolutivo sobre las poblaciones de
hospeadores comenzd a tomar relevancia con Anderson y May 1979 (34). Actualmente
se entiende que una virulencia muy alta tiende a erradicar rapidamente la enfermedad,
dado que los hospeadores mueren antes de que el microorganimos pueda transmitirse.
Pero existen parasitos que tienen una menor virulencia o elevada latencia por lo que
permanecen evolutivamente en las poblaciones de hospeador mas tiempo como es el
caso de la tuberculosis.

Es complicado delimitar las relaciones simbidticas entre organismos que se encuentran
estrechamente relacionados entre si. De hecho existen organismos que dependiendo de
las condiciones del hospeador como puede ser su estado inmunolégico pueden ser
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comensales o parasitos. En general, existe una carrera coevolutiva entre microorganismo
y hospedador basada en la seleccidn reciproca. La seleccion reciproca se basa en que el
pardsito reduce la esperanza de vida o la fecundidad del hospedador intentando
maximizar la explotacidén del mismo y, a su vez, estos intentan minimizar la pérdida de
eficacia bioldgica causada por el microorganismo (34)

Este fendmeno de presentar cepas mezcladas del MTBC es significativo, y ha sido
reconocido recientemente en el Africa subsahariana moderna. Se ha postulado que
debido a la elevada prevalencia endémica de VIH y SIDA en Africa existe una mayor
susceptibilidad de la poblacidn local a presentar enfermedad tuberculosa, de tal modo
que permitié que la tuberculosis sufriera cambios microevolutivos (5). Es decir, la
coinfeccion de VIH y tuberculosis permitio la evolucidn local de MTB dentro de estas
poblaciones. De hecho, existe un riesgo 18 veces mayor de desarrollar tuberculosis
activa en las personas infectadas por VIH frente a las personas VIH- negativas (21). La
combinacion de la infeccién por el VIH con la tuberculosis es letal, ya que la una acelera
la evolucién de la otra. Segln datos recogidos por la OMS en la Regidn de Africa, donde
la carga de tuberculosis asociada al VIH es la mas elevada, el 86% de los pacientes con
tuberculosis eran VIH positivo. Globalmente, el 88% de los pacientes de tuberculosis con
infeccion conocida por el VIH estaban en tratamiento antirretrovirico en 2019 (21, 51).

(figura 2 y 3)
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Figura 2. Representacion grdfica de la prevalencia de nuevos casos de tuberculosis
(nuevos casos diagnosticados y recaidas) en comparacion con la prevalencia de personas
VIH positivo con tuberculosis. Asi como su asociacion a la resistencia a antimicrobianos.
Datos obtenidos de por la OMS en 2019 con un numero de 7686 millones de habitantes
(51).
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Figura 3. Representacion grdfica de la prevalencia de nuevos casos de tuberculosis (nuevos
casos diagnosticados y recaidas) en comparacion con la prevalencia de personas VIH
positivo con tuberculosis. Asi como su asociacion a la resistencia a antimicrobianos. Datos
obtenidos de por la OMS en 2019 con un numero de 1 092 millones de habitantes en la
Region de Africa de la OMS.(51)

Ademas, posteriormente se demostrd con tipificacion molecular el predominio de
pacientes infectados por el VIH en los brotes de TB MDR (definida como tuberculosis
resistente a rifampicina e isoniazida) y XDR (definida como tuberculosis resistente al
menos a cuatro de los antituberculosos principales, de los cuales dos son isoniazida y
rifampicina). (3)

Pero el hecho de encontrar evidencia de la coinfeccion de enfermedades pasadas antes
de la era de los antibidticos, indica que este fendmeno estd mas relacionado con la
densidad de poblacién que favorece la transmisién de mas enfermedades que con la
terapia antimicrobiana. Es probable que las enfermedades humanas pasadas modularan
la respuesta del sistema inmune. De hecho existen estudios clinicos en humanos,
epidemioldgicos y en células humanas in vitro que estudian la susceptibilidad genética
de los humanos a las micobacterias. Se sabe que la respuesta inmune innata ayuda a
controlar la carga bacteriana de M.tuberculosis al modular la respuesta inmune
adaptativa. Pero aunque el sistema inmune limite la enfermedad, las células mieloides
también sirven como nichos primarios para la replicacién de las mycobacterias. De tal
modo que existen mecanismos propios del sistema inmune que permiten la nutriciéon y
replicacién de la tuberculosis dentro del organismo debido a una adaptaciéon de éste al
bacilo, asi como la adaptacion evolutiva de la tuberculosis mediante la adquisicion de
multiples estrategias para escapar del sistema inmune innato evitando asi la activacién
Optima de la inmunidad adaptativa (9, 34).
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Ademas la coinfeccidn con distintas cepas tuberculosas puede afectar de manera muy
significativa a la propagacién de distintos linajes. Una alta mortalidad, o la presencia de
inmunidad cruzada en individuos con infecciones multiples puede actuar como cuello de
botella, contraseleccionando aquellas especies/cepas menos transmisibles. Un ejemplo
histdrico constatado en Europa fue la coincidencia del declive de la lepra a finales de la
Edad Media con el aumento de la tuberculosis. Tanto la mayor virulencia de la
tuberculosis como una posible inmunidad cruzada son razones que se aducen para
explicar la ausencia de lepra autéctona en Europa hoy en dia, puesto que la coinfeccién
por los dos patdgenos era frecuente. Otro claro ejemplo en el antiguo Egipto datado
alrededor de 800 a.C. se encontraron cuatro momias con ADN antiguo de M. tuberculosis
y Plasmodium falciparum. Asi como se ha demostrado enfermedad de Chagas
(Trypanosoma cruzi) en restos precolombinos del norte de Peru junto con infeccién
tuberculosa constatada; o la coinfeccion de leishmaniasis con tuberculosis en los
primeros cristianos de Nubia.

El hecho de que la tuberculosis pueda co-circular con distintos patégenos dificulta la
vinculacidn de una cepa especifica de MTB a un contexto histérico especifico. Pero ayuda
a entender la patocenosis (22), es decir, ayuda a atribuir la morbimortalidad debido a la
actuacién simultanea de varios patdégenos que circulan conjuntamente en una poblacién,
permitiendo asi una compresion mas compleja de las epidemias pasadas y de la
adaptacion del sistema inmune a los distintos patdégenos remergentes. Se sabe que
parasitos unicelulares intestinales y patdgenos son responsables de producir efectos
inmonumoduladores en su anfitridn, incluida la modulaciéon de la respuesta a infecciones
como la tuberculosis.

De tal modo que el estudio de restos histdricos no soélo traza la evolucién de la
tuberculosis en las poblaciones humanas, sino que permite la contextualizacién del
bacilo con los humanos en un marco mas complejo al existir en muchas muestras una
infeccién simultanea con otros patégenos que también colaboraron en la modulacién
del sistema inmune humano.

2. Datacion molecular bayesiana y el reloj molecular

Ademas de la datacion directa de muestras de ADN antiguo, la gendmica nos permite
inferir la cronologia en la evolucidon de un determinado patégeno a partir de muestras
mas actuales. Esto es posible porque si contamos el nimero de mutaciones presentes
en dos genomas, sabiendo cual es la frecuencia aproximada de mutacién en ese
organismo, es posible calcular un intervalo de tiempo en el que los dos genomas se
separaron (24). Para ello es necesario, no obstante, calibrar la velocidad a la que un
microorganismo acumula mutaciones. A este “crondmetro” lo denominamos el reloj
molecular.
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El reloj molecular! es una forma de medir el tiempo transcurrido desde la divergencia de
dos linajes actuales a partir de su ancestro comun, comparando las secuencias de ADN
de las dos especies existentes y contando las diferencias que se han acumulado entre
ambas (25, 26).

Mediante calculos de coalescencia, es posible “fragmentar” el genoma en decenas de
miles de segmentos gendmicos y calcular el tiempo de coalescencia (definido como el
tiempo de divergencia al segmento ancestral comin mads préoximo) de cada uno de ellos.
De tal modo que si en el pasado se produjo un fenédmeno de cuello de botella
demografico, podemos observar que muchos de dichos fragmentos van a “coalescer” en
dicho periodo. Esta aproximacionn conocida como Pairwise Sequentially Markovian
Coalescent (PSMC) ha permitido realizar estudios demograficos del H. Sapiens, animales
y patégenos (30).

Durante el transcurso de millones de afios la tasa de cambios en algunos nucledtidos
neutros es directamente proporcional al tiempo transcurrido, si las medidas se limitan a
genes adecuados y a linajes muy emparentados. Tales relojes se pueden calibrar en
tiempo real por comparacion de secuencias de especies cuyos tiempos de divergencia
son bien conocidos por el registro fosil, como es el caso del genoma de referencia de la
cepa de laboratorio H37Rv para la tuberculosis (25, 26).

Cuando un segmento de ADN se comporta de verdad como un reloj molecular, se
convierte en un potente instrumento que permite estimar las fechas en las que
sucedieron las separaciones de linajes. Por ejemplo, imaginemos que un segmento de
ADN que se encuentra en dos especies se diferencia en cuatro bases (como se ve mas
abajo) y sabemos que este segmento completo de ADN cambia a una velocidad
aproximada de una base cada 25 millones de afios. Eso significa que las dos versiones
del ADN difieren en 100 millones de anos de evolucidn y que su antepasado comun vivié
hace 50 millones de afos. Dado que cada linaje ha experimentado su propia evolucién,
las dos especies deben descender de un antepasado comun que vivié hace al menos 50
millones de aios (figura 4).

L El reloj molecular es la forma de describir la relacion aproximadamente constante entre
el niumero de cambios observados en la secuencia de un gen o de una proteina entre dos
especies y el tiempo transcurrido desde su divergencia de un ancestro comun. Aunque
hay muchas excepciones, es una primera aproximacion muy util en el estudio de la
evolucion molecular y una de las bases empiricas de la teoria neutral de la evolucion
molecular (Kimura 1983).
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Secuencia del linaje moderno 1: Secuencia del linaje moderno 2:

CAATCGATCG CAATTTATTT
50 millones
de aﬁov;s_ después:
25 millones CAATCGATCG
de aiios después:

CAATTBGATCG

Antepasado comun:

CAATTTATCG

25 millones

de afios después:
CAATTTATCT 50 millones
de afios después:
CAATTTATIT

Figura 4. Ejemplo explicativo del reloj molecular de la SESBE

Para estimar el reloj molecular de forma eficaz se puede hacer mediante el estudio de
epidemias recientes vinculadas a un clon, estudios observacionales retrospectivos o,
midiendo el ritmo de mutaciones dentro de un anfitrién. El concepto detrds de estos
enfoques se basa en la ley de Hardy-Weinder, que en 1908 modelaron una poblacionn
idealizada para demostrar que en ausencia de seleccién, migracién y deriva genética
aleatoria, las frecuencias alélicas permanecen constantes a lo largo del tiempo; por lo
gue en presencia de apareamiento aleatoria las frecuencias genotipicas estan
relacionadas con las frecuencias alelicas (33). Es decir, M. tuberculosis se compone de
"poblaciones en evolucion mensurable”, lo que significa que los genomas completos
acumulan mutaciones nuevas en periodos de meses a afos.

Los principales determinantes de las tasas evolutivas son el tipo de acido nucleico (es
decir, ARN o ADN), el tamafio del genoma y el hospedador. Los virus con genomas de
ARN monocatenario generalmente sufren mutaciones en escalas érdenes de magnitud
mas rapidas que aquellos con genomas de ADN bicatenario. El resultado de tal variacién
de la tasa evolutiva en los genomas microbianos es que el periodo de muestreo debe
considerarse cuidadosamente de acuerdo con el patégeno que se esté estudiando. Los
datos de secuencia recopilados de virus de ARN de rapida evolucién durante unos pocos
afos suelen ser lo suficientemente informativos como para permitir estimar su tasa de
evolucion. En contraste, para bacterias de evolucion mas lenta como M. tuberculosis, un
genoma antiguo es a veces esencial para obtener suficiente sefial temporal para estimar
una tasa evolutiva y una escala de tiempo. La divergencia entre un patdgeno y su
pariente conocido mds cercano establece un limite maximo en el momento de su
aparicion.

29



Para M.tuberculosis los estudios con WGS estimaron de 0,3 a 0,5 SNP por genoma por
afio, lo que se traduce aproximadamente en 1 x 10-7 sustituciones por nucleétido por
afo, sin diferencias notables entre los huéspedes (humanos) (13). Si comparamos la tasa
de mutacién de M. tuberculosis con otros patdgenos, vemos que se sitla en el limite
inferior de las especies bacterianas. En comparacidn, Staphylococcus aureus muestra
una tasa de mutacion de 1 a 2 x 10-6), Escherichia coli de 5 x 10-6 (95, 96) y H. pylori de
1 x 10-5 a 7 x 10-4 sustitucidn por nucleétido por afio durante la fase aguda de Ila
infeccion. Otro enfoque para calibrar el reloj se basa en la alta similitud de las filogenias
basadas en el mtDNA humano vy la filogenia reconstruida de cepas de MTBC obtenidas
de restos humanos (13). Estas técnicas se han utilizado para investigar el origen del
MTBC, la fecha de la divergencia de M. tuberculosis de otras especies del complejo y las
fechas de los distintos saltos evolutivos de la tuberculosis en los humanos.

Las técnicas de secuenciacion molecular han aportado una perspectiva retrospectiva a
la genética de poblaciones, dado que anteriormente tenia un enfoque prospectivo
centrados en estimaciones evolutivas. Ahora la informacién genética junto con la teoria
de coalescencia, ha permitido la reconstruccion de los acontecimientos y procesos que
habian influido en la distribucién de la variacion genética observada en la actualidad. La
teoria de la coalescencia analiza la distribucién de la variacion genética presente en
poblaciones actuales, a partir de los procesos demograficos y genético-poblacionales
ocurridos en la misma, hasta la convergencia de los linajes actuales en su ancestro
comun mas reciente. Esto permite hacer una serie de predicciones bastante ajustadas
para acontecimientos como cuanto tiempo tardara en producirse la fusidn de dos linajes
en su linaje ancestral comin (MRCA, Most Recent Common Ancestor) de una poblacién
(30).

La aplicacién de esta teoria a epidemiologia molecular permite la reconstruccion
genealdgica mediante técnicas de secuenciacién de genomas de patdégenos e inferencia
bayesiana?. Ademas gracias a la filodinamica, termino acufiado por Grenfell et al (2004),
se puede identificar y medir procesos epidemioldgicos, inmunologcos y evolutivos que
caracterizan la variacién genética de los patdgenos.

Mediante comparaciones de todo el genoma se han descubierto regiones variables
resultantes de eventos de insercion / eliminacién que permiten datar las distintas cepas
del complejo tuberculosis. Asi como ya habiamos comentado anteriormente, en el caso
de la tuberculosis se ha visto que la delecidn de la region TbD1 permite diferenciar las
cepas en: las cepas ancestrales (TbD1 +) y las cepas modernas (TbD1-). Todas las
especies animales (incluidas M. bovis, M. microti y M. pinnipedii), asi como M. canettii
son TbD1-y presentas linajes monofiléticos, por lo que actualmente se consideran ramas
ancestrales en el MTBC. Ademads de estas especies, los linajes 1,5, 6 y 7 actuales de M.
tuberculosis también son TbD1- (1, 5, 7, 13, 23). Por tanto, los linajes modernos

2 La inferencia Bayesiana es un método de reconstruccion filogenética que emplea tanto
la verosimilitud de los datos de las secuencias como probabilidades a priori de los
distintos componentes del modelo de evolucién para maximizar la probabilidad a
posteriori del arbol filogenético resultante.
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corresponden a los linajes 2, 3 y 4, dado que han evolucionado mas recientemente.
Estos hallazgos sugieren que los linajes animales y M. africanum han divergido del
progenitor de los linajes ancestrales MTB y que el bacilo tuberculoso era originalmente
un patdgeno humano, lo que confirma estudios previos que sugerian que las cepas de
MTBC adaptadas a animales divergian de las principales cepas MTBC (figura 5). Por tanto,
todo ello corrobora que tanto M. bovis como M.tuberculosis son genéticamente distintos,
por lo que sus secuencias genéticas pertenecen a distintos clados?, aunque deriven de
un patégeno ancestral comun.

Los clados filogeograficos pertenecientes a las "cepas modernas" que infectan
exclusivamente a los humanos son la cepa de Beijing (muy prevalente en Asia oriental),
CAS (Asia central) y Haarlem, X, y LAM (latinamericanMediterranean). Y el grupo que
compone las “cepas antiguas” humanas, que tienen menos virulencia, corresponde a M.
africanum y EAI (India del este de Africa).

Las técnicas de reloj molecular no solo permiten inferir el origen del complejo MTB, sino
gue nos permiten trazar la historia de los distintos linajes modernos.

A partir de analisis filogenéticos mediante un enfoque bayesiano? para la determinacién
del ancestro comun de la tuberculosis, se estimaron las edades de los clados e inferieron
la historia demografica de los distintos linajes (13, 26). Segun estos cdlculos se determiné
que el origen geografico mas probable del MTBC fue en Africa oriental y occidental. Los
resultados de la investigacion del reloj molecular mostraban un origen comun en Africa
del Homo sapiens y el MTBC; asi como la presencia de tuberculosis en las primeras
poblaciones humanas de Africa hace al menos 70.000 afios (18, 27).

Se ha postulado que las cepas ancestrales se diversificaron una vez alcanzaron los
primeros asentamientos humanos en la Media Luna Fértil durante y después del inicio
de la domesticacién, hace 10.000 afios (18). Y que posteriormente, la enfermedad se
expandio fuera de Mesopotamia, acompanando a diferentes olas de migracién humana
en Africa, Asia y Europa, y dieron lugar a patégenos adaptados localmente.

Es decir, las hipdtesis planteadas actualmente sugieren que los dos linajes de M.
africanum, M. canettii y el linaje 7 de M. tuberculosis podrian haber permanecido en
Africa; mientras que los otros linajes podrian haber llegado a Europa y Asia tras la
colonizacion de estas areas, y finalmente convertirse en endémicos en todo el mundo.
Esto sugiere que los diferentes linajes se han adaptado a diferentes grupos humanos.

Todo ello constata la fuerte asociacion y la larga coevolucidon entre H. sapiens y M.
tuberculosis, demostrada ademas mediante las nuevas técnicas de secuenciacion masiva

3 Clado o grupo monofilético es una agrupacién que contiene un antepasado comun y
todos los descendientes (vivos y extintos) de ese antepasado. (35)
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(NGS) que caracterizaron la diversidad genética de un niumero creciente de cepas que
cubren diferentes linajes y grandes distribuciones geograficas. El rastreo del camino
evolutivo y las migraciones pasadas de la tuberculosis se llevaron a cabo con estudios a
partir de la cepa de referencia H37Rw.

Un estudio reciente llevado a cabo por Sabin y colaboradores, tomando como referencia
el genoma anteriormente mencionado, permitié asignar las lecturas de lllumina o Roche
454 de un granuloma calcificado obtenido de los restos momificados del obispo Peder
Winstrup de Lund, Suecia. Estas lecturas se agruparon taxondmicamente con MALT,
empleando para examinar los datos metagenémicos de los distintos patégenos la base
de datos completa de nucleétidos Gene Expression Omnibus (GEO; http://www-ncbi-
nlm-nih-gov.unican.idm.oclc.org/geo/ ), del NCBI (28). Las comparaciones de
secuenciacion masiva llevadas a cabo sobre el “dataset” LUND1 mostraron que el 85%
de las lecturas metagendémicas correspondian a taxones conocidos ya en la base de datos.
El andlisis visual del perfil metagendmico en MEGANG reveld que el 81% de las lecturas
de las muestras pertenecian al Homo Sapiens, y las otras lecturas coincidian con el nodo
del complejo mycobacterium tuberculosis (18).

Ademas mediante el uso de LUND1 con un punto de calibraciéon (afio de muerte
registrado histéricamente) se procedié a la datacion molecular bayesiana (18). Se
reconstruyd un arbol de maxima verosimilitud y alineacién para el MTBC que permitio,
mediante tasas evolutivas inferidas con la calibracidon del genoma de M.tbc antigua, la
estimacion de los principales eventos en la historia migratoria del patégeno. Los tiempos
inferidos contextualizan la dispersién de M.tbc dentro de fendmenos histéricos que
alteraron los patrones de conectividad en Africa y Eurasia como el comercio transindico
de especias y otros bienes, la Ruta de la Seda y sus predecesores, la expansién del
Imperio Romano y la Era Europea de Exploracidn. Esto revela que las poblaciones de
M.tbc han crecido a través de la expansién del rango, asi como in situ, y delinean las
trayectorias evolutivas independientes de las subpoblaciones bacterianas subyacentes a
la pandemia actual. Por ello la adicidn de genomas antiguos a los conjuntos de datos
amplia el periodo de muestreo, lo que permite evaluar una mayor cantidad de cambios
evolutivos, permitiendo asi una mejor inferencia de la tasa evolutiva del patégeno.
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Figura 5: Relacion evolutiva entre micobacterias seleccionadas y miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Los ecotipos de Mycobacterium bovis adaptados al
animal se ramifican de un supuesto linaje de Mycobacterium africanum adaptado al ser
humano que actualmente estd restringido a Africa Occidental. Las cepas de M.
tuberculosis adaptadas a humanos se agrupan en siete linajes principales, cada uno de
los cuales estd principalmente asociado con una distribucion geogrdfica distinta. Las
fechas de los eventos de ramificacion son estimaciones aproximadas. (29)

Parte IV: HISTORIA EVOLUTIVA, DEMOGRAFICA Y DISEMINACION DEL MTBC

Los estudios filogenéticos han aclarado que dentro de MTB se pueden identificar siete
linajes, asociados con diferentes dreas del mundo. Los métodos filogeograficos simples
aportan informacién geografica en las puntas de los arboles filogenéticos para
interpretar cdmo los eventos migratorios podrian haber dado lugar a la distribucidn
observada. Los enfoques estadisticos formales se utilizan para modelar los movimientos
pasados entre ubicaciones geograficas, que se pueden especificar como un rasgo
discreto (p. Ej., Pais o ciudad) o un rasgo continuo (p. Ej., GPS coordenadas). Gracias al
ADN antiguo se ha podido trazar las historias geograficas complejas de los patdogenos,
en este caso podemos observar la evolucion de los distintos linajes de la tuberculosis.

L1, que es el primer linaje que surgié de Africa, se encuentra actualmente entre los
linajes mas frecuentes en los paises que bordean el Océano Indico desde Africa Oriental
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hasta Melanesia (Filipinas). Los estudios situan la divergencia del Linaje 1 de MTBC hace
unos 67000 afios, coincidiendo con la primera ola humana de migracién fuera de Africa,
que se dispersé alrededor del Océano indico. Otra divisién de MTBC que se ha
constatado se produjo hace 46.000 afios durante la segunda gran migracion de Homo
sapiens desde Africa a Eurasia (7, 13).

La reconstruccion filogeografica de la migracién de L1 se trazé desde Africa oriental al
sur de Asia a través de rutas comerciales establecidas desde Africa oriental a Asia
meridional y sudoriental. Este intervalo de tiempo estimado para la migracidn inicial de
L1 coincide con la llamada esfera de Interaccién de Asia Central (2600-1900 a. C.), que
se caracteriza por un aumento en el intercambio y comercio con civilizaciones de Egipto,
Mesopotamia, la peninsula arabiga y el valle del Indo (25).

El contacto y el comercio Este-Oeste a través del Océano Indico se intensificé en el
primer milenio a.C., cuando las redes maritimas se expandieron para incluir el
Mediterraneo oriental, el Mar Rojo y el Mar Negro. Los datos histdricos de la época
romana indican que las tripulaciones de los barcos comerciales que cruzaban el Océano
indico incluian individuos de diversas regiones, reunidos bajo condiciones favorables
para la transmision de la tuberculosis. Se observd que L1 experimentd una expansion
local in situ en el siglo XVII como consecuencia del aumento del hacinamiento y/o
crecimiento de poblaciones humanas locales.

Ademas un estudio de la epidemiologia de la tuberculosis en Vietnam identifico
numerosas migraciones recientes de L2 y L4 en la region, frente a una presencia estable
de L1, es decir, las tasas mads recientes de migracién son de L2 y L4 versus L1. Un patrén
similar a L1 se ha identificado previamente, en el retardo entre dispersidon de la
tuberculosis a través de inmigrantes europeos que llegaron a las Primeras Naciones
canadienses, y las posteriores epidemias de tuberculosis debidas a la ecologia cambiante
de la enfermedad. Esto implica una compleja relacidén entre el crecimiento y la migracién
de la poblacién de M.tbc, y la capacidad del patégeno de expandirse a nuevos nichos o
acomodar su crecimiento en un nicho existente (25).

Los linajes euroasiaticos modernos L2 (que incluye a la familia Beijing), L3 y L4 se
encuentran estrechamente relacionados filogenéticamente. La datacidn del Linaje 2 en
Asia coincide con la llegada de los humanos modernos hacia el Este de Asia hace unos
42000-32000 aiios. Este linaje presenta una primera expansion hace unos 11000-6000
afos correspondiente al desarrollo de la agricultura en China hace unos 8000 afios v,
mas tarde, una nueva expansién hace unos 5000-3000 afios, cuando se introdujo la
agricultura en las regiones cercanas a China (7). Mediante inferencias se documentd que
el comercio maritimo desde Asia Central (Rusia, Asia Central y Asia Occidental) a Europa
dio lugar a una época de crecimiento y aumento de la migracion de L2, asi como la
incursion de Yersinia pestis, que resultaron en explosivas epidemias de peste y
tuberculosis. La experiencia con la peste sugiere que los términos de conectividad entre
humanos y otros vectores de enfermedades fueron cambiando en este lugar y momento,
lo que potencialmente abriria nuevos nichos para patégenos, incluido M.tbc. Por ello es
interesante el estudio de la dispersion del Linaje 2 moderno, que incluye las cepas
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“Bejing” que tienen mayor virulencia y potencial de transmision, con una fase de latencia
mas corta que los linajes antiguos, ademas de ser particularmente exitosas en la difusién
geografica. Cabe destacar también que este linaje estd asociado a una mayor resistencia
a los antibiodticos.

Los resultados obtenidos explican la capacidad de adaptacién de la tuberculosis a
densidades de poblacidon de hospedadores tanto bajas como altas. De hecho, debido a
su alto nivel de latencia asintomatica permite la reactivacidn de la tuberculosis y la lenta
progresion a la enfermedad mediante su adaptacién a su hospedador.

Por otro lado, la modalidad de transmisidn por aerosol y la alta virulencia para garantizar
el mdximo nivel de transmisidn son tipicas de un ambiente poblacional de alta densidad.
Estas caracteristicas propias de la tuberculosis unidas a la aparicidon de sublinajes como
el de Beijing que experimentan tasas de evolucidén mas rapidas en comparacién con otros
linajes de tuberculosis humana, da lugar a la perpetuacion del patégeno y la aparicion
de nuevas epidemias. Expresamente en el sublinaje de Beijing se detectaron alteraciones
en genes mut, en su mayoria mutaciones sin sentido que mejoran la adaptabilidad del
clado W-Beijing (13). También se objetivé in vitro que las cepas cultivadas de M.
tuberculosis del linaje 2 adquirian resistencia a los fadrmacos contra la isoniazida y el
etambutol tres veces mas rapido que las cepas de M. tuberculosis del linaje 4.

L3 surgid en el sur de Asia ca. 520 CE; claro ejemplo de ello es Pakistan, que alberga
diversas cepas pertenecientes a L3. Esto es debido a que la regién de Asia meridional
estaba muy conectada con Africa oriental mediante el comercio a lo largo de la Ruta de
la Seda que conecta Europa y Asia (25).

Las historias migratorias de los linajes africanos 5 y 6 con M. africanum distribuidos
filogeograficamente en Africa Occidental son menos complicadas que los de los linajes
1-4. Especificamente, L5 y L6 estan restringidos a Africa occidental; y L7 se encuentran
s6lo en Etiopia. Las razones de las distribuciones restringidas de estos linajes son debidas
a la restriccion del patdgeno a subpoblaciones humanas con distintos patrones de
movilidad y conectividad que no facilitaron la dispersidn. Este es el caso de L6 (también
conocido como Mycobacterium africanum), del cual existe evidencia que sugiere que es
menos probable que la infeccién progrese a una enfermedad activa que para M.
tuberculosis sensu stricto (13, 25).
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Figura 6: Distribuciones actuales de las frecuencias relativas en los distintos paises de los
linajes de Mycobacterium tuberculosis 1-6. Los paises se colorean de blanco a rojo
oscuro segun el porcentaje de aislamientos del pais que pertenecen a cada linaje. Los
paises sin muestrear y aquellos con <10 aislamientos en la base de datos se muestran en
gris. El linaje 7 (no en la foto) se encuentra exclusivamente en Etiopia (25).

La distribucién geogréfica de L4 es sorprendentemente amplia y presenta una estructura
poblacional minima. Esto sugiere que L4 se dispersd eficientemente y continud
mezclandose fluidamente entre regiones. L4 es actualmente predominante entre linajes
en regiones que bordean el Mediterrdneo, y en Africa y Europa. Las estimaciones sittian
el origen del MRCA L4 en el siglo 1 d.C. (rango 368 a.C.-362 CE), durante el pico del poder
imperial romano en todo el mundo mediterraneo y las politicas expansionistas romanas
en Africa, Europa y Mesopotamia. El imperio alcanzé su mayor extensién territorial a
principios del siglo Il d.C., cuando todo el norte de Africa, desde el océano Atlantico hasta
el mar Rojo, estaba bajo un solo poder, con el comercio por tierra y mar facilitado por
redes de caminos empedrados y rutas maritimas protegidas. Fuentes primarias de la
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civilizacion romana dan fe de comerciar con China, expediciones intencionadas para
exploracion, cartografiar y comerciar en el Mar Rojo y el Océano indico (25).

Por ende el agente epidemioldgico de la tuberculosis, causante del mal conocido en su
época como "tisis", alcanzé su punto algido epidémico durante los siglos XVIII y XIX.
Durante la era de la industrializacion, la enfermedad se asocié con la concentracion de
la mano de obra y entornos socioecondmicos deficientes que en ultima instancia
favorecié la propagacion de este patdgeno (31, 43).

Mediante inferencia filogeografica se encontrd que la migracién fuera de Europa era casi
responsable por si solo del rango geografico actual de L4. Sin embargo, "Europa" no debe
interpretarse en el estricto sentido, pues probablemente lleva consigo interacciones en
la Edad Media con Asia occidental y Africa del Norte también (43).

En general, sublinajes se encontraron ampliamente dispersos, pero se podian discernir
patrones geograficos: L4.5 se restringid al sudeste asidtico (Vietnam), mientras que L4.3
(también denominada LAM) estaba subrepresentada en el pais. A su vez se observaron
divisiones tempranas y distintas dentro de los sublinajes 4.2 y 4.4. El sublinaje L4.2 es un
grupo vietnamita anidado dentro del sublinaje estrictamente europeo; mientras que un
evento de ramificacion temprano separa el sublinaje L4.4 en dos clados: uno detectado
exclusivamente en Vietnam y el otro de distribucidn global. (figura 7).

37



[ o & &
> N ¥
4 Q)?"'} & d\\\v" &5
v ) ¢ & )
To
Africa
East Asia
Europe
Earliest < Peak
North Ame -1230 , ~1900
'
~1430
South Amy : ~1900
~1680
'
B -1s80 ' -1950
Cc
> = (
= Europe to SE Asia = Europe to Afica - Europe to South America h
== Within SE Asia / ) == WEhin Africa == Within South America \
% 2 204 y 204
5 15 16
§'°
=
]
-3
-]
- 05

Figura 7: Migracion L4. (A) Mapa de calor que resume la carga de migracion general
entre continentes como se infiere en BASTA. (B) Panorama temporal de la migracion L4
fuera de Europa, destacando los movimientos migratorios de interés.(C) Migracion fuera
de Europa al sudeste de Asia, Africa y América del Sur a lo largo del tiempo. Los grdficos
también muestran la migracién / transmision intercontinental ilustrando la importacion
repetida de L4que aporta una importante carga continental de L4 a lo largo del tiempo.
(26)

Se evalud la diversidad global de L4 en funcién de la geografia gracias a la investigacion
de las distribuciones de SNPs. Se ilustré el flujo migratorio de Europa a otros continentes
a través del tiempo, revelando también la importancia relativa de la importacién frente
a la transmisidn intracontinental. Los andlisis filogeograficos realizados sugirieron que
las primeras ondas migratorias de L4 fuera de Europa se dirigian hacia el este, que
coincide con la primera migracion al sudeste asiatico (representada por Vietnam)
estimada hacia principios del siglo XIII (25). Alli, las poblaciones locales se establecieron
rdpidamente, y la transmisién interna se volvié dominante a finales del siglo XVI. Estos
resultados concuerdan con la estructura poblacional observada de los aislamientos
vietnamitas y la alta diversidad observada dentro del pais. El actual Vietnam era parte
de una gran colonia francesa denominada Indochina francesa desde finales del siglo XIX
en adelante (43).

En contraste con lo que observamos para el sudeste asiatico, en Africa, el abastecimiento
repetido desde Europa parece haber sido mds importante que la transmisién local hasta
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el siglo XIX. Estos hallazgos reflejan la historia colonial europea en Africa, con los
primeros fuertes portugueses y puestos comerciales establecidos en el actual Ghana en
1482, seguida de una creciente presencia e influencia europeas en las regiones costeras
africanas durante los siguientes siglos (26). Esto indica una clara relacion entre la
expansién colonial europea y la propagacién de la tuberculosis L4 en el continente
africano (figura 7).

La forma de migracién dentro de Africa, en este periodo de tiempo, estaba relacionada
con la expansion del Imperio Zullu bajo Shaka (1816-1828), que obligd a las tribus que
huian a migrar hacia el norte y el este. Esto parece haber sido menos importante en la
propagacion de L4 que el aporte Europeo, pero los nodos internos con descendientes en
Congo, Uganda y Malawi que datan del siglo XVIlI al siglo XX sefalan rutas de transmisién
secundarias a través de migracion africana interna (26).

De igual modo durante mucho tiempo se especuld sobre si el origen de la tuberculosis
en las Americas podia haber sido introducida por los colonos europeos ligado a las rutas
migratorias. Se infirieron los tres primeros eventos migratorios en las Américas,
datandose entre 1466 y 1593 en América del Sur y entre 1566 y 1658 a Norteamérica.
Las estimaciones sugieren que los europeos llevaron la tuberculosis a Sudamérica
relativamente poco después de su llegada al continente en 1492. Un aumento abrupto
en el flujo de L4 hacia Sudamérica se ve desde el siglo XVII. Pero existen evidencias de la
presencia del patdgeno antes de la llegada de los colonos. Existen evidencias
macroscépicas y moleculares de tuberculosis en restos esqueléticos y tejidos blandos
momificados que databan del afio 700d.C. (la prehistoria América del Sur, en Perd)y en
América del Norte en el afio 900 d.C., que confirmaban la presencia de la infecciéon por
Mycobacterium pinnepedii (un miembro del complejo M.tb generalmente restringido a
focas y leones marinos) (26). Esto llevd a pensar que mientras las cepas animales estaban
en circulacion en algunas poblaciones humanas nativas americanas durante el Nuevo
Mundo prehistdrico debido a la transmisién de tuberculosis por las focas infectadas a
una pequefia poblaciéon de cazadores indigenas. Y que M.tbc sensu stricto fuera
introducido en las Américas por los colonos europeos, seguido de la afluencia continua
de L4 con las oleadas posteriores de inmigrantes europeos (figura 7). El dominio casi
completo de L4 en América del Sur también apoya esta nocién. Las enfermedades
infecciosas causaron muertes masicas en las poblaciones nativas tras la llegada de los
europeos.

Los analisis filogeograficos también permitieron arrojar luz sobre la historia de la cepa
KZN, en Sudafrica, que es responsable de una devastadora epidemia de tuberculosis
resistente a los medicamentos (XDR-TB) (36). Se daté hace aproximadamente 130 anos
el antepasado de la cepa KZN que se dispersd con los europeos a Sudafrica, coincidiendo
con las introducciones de Europa a América Latina de una cepa estrechamente
relacionada con la cepa KZN impulsando un brote de TB-MDR en Panama. (37)
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Otro clado interesante que se estudi6 fue el clado RdRio (identificado como una de las
principales causas de tuberculosis en Brasil, y en frecuencias moderadas -altas en
Portugal, Estados Unidos y en otros lugares), que sugiere que se origind en Europa hace
unos 350 afios, seguido de multiples introducciones a Africa y las Américas desde hace
unos 250 aiios. El analisis demostro el origen del clado RdRio en Iberia, seguido de las
primeras expansiones al Atldntico de América del Sur, Pert y el sudeste de Africa (38).

El momento inferido de la migracién L4 a Africa y las Américas encaja notablemente bien
con la historia de la colonizacién europea de los continentes. Los andlisis filogeograficos
sugieren que las primeras ondas de migracion de L4 fuera de Europa se dirigia hacia el
este, con la primera migracién al sudeste asiatico (representada por Vietnam) estimada
hacia principios del siglo XlII. Las préximas oleadas de migracion se dirigieron hacia Africa,
con la introduccion mas temprana de la tuberculosis en estos paises: en la actual
Republica del Congo (Congo-Brazzaville) en el siglo XV, y desde finales del siglo XVII se
produjeron posteriores introducciones en Sudafrica,Uganda y Malawi (Africa meridional
y oriental). En contraste con lo que observamos para el sudeste asiatico, el
abastecimiento repetido de Europa parece haber sido mas importante que local (43).
Por el contrario, de manera notable en la era de los antibiéticos las mutaciones que
confieren resistencia a los mismos surgieron a nivel nacional, con una transmisiéon
transfronteriza minima de la resistencia del respectivo antibidtico. Esto refleja la
aparicién relativamente reciente de estas mutaciones, ya que se observd un grado
similar de restriccidon local para las variantes susceptibles que emergen en escalas de
tiempo comparables (26).

Actualmente existe un rapido aumento de la prevalencia de tuberculosis multirresistente
(MDR-TB, TB resistente al menos a rifampicina e isoniazida) y TB extensamente
resistente a medicamentos (XDR-TB, MDR-TB con resistencia adicional a cualquier
fluoroquinolona y a un antibiotico inyectable de segunda linea (amikacina / kanamicina
/ capreomiacin) desde la década de 1960 hasta finales de la de 1990, después de lo cual
se alcanzd una meseta (26). Gracias a los WGS se ha constatado la varianza gendémica
entre cepas de MTB que puede dar lugar a diferencias fenotipicas clinicamente
significativas (como las ya mencionadas cepas de Beijing), que cursan con un aumento
de la resistencia o menor susceptibilidad ante distintos farmacos.

El genoma de 4,4 Mb de M. tuberculosis presenta regiones genéticas repetitivas muy
variables que abarcan genes como las familias PPE, PE_PGRS y ESX (39, 40). Esas familias
de genes que estan involucrados en la reparaciéon del ADN del MTBC son propensas a
aumentar las tasas de mutacion, dando como resultado fenotipos hipermutadores que
estdn implicados en la rapida adquisicion de SNP que confieren resistencia a los
antibidticos de segunda generacidn.

Debido a su capacidad de transmisidn por aerosoles infecciosos, la tuberculosis se ha
convertido en un problema importante en el mundo de hoy debido al aumento de la
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densidad de poblacién. Como ya hemos observado, el cuello de botella evolutivo ha
permitido crear nuevas cepas altamente virulentas y facilmente transmisibles como la
de Beijin que se dan en zonas con gran densidad de poblacidon. Se identificé en la cepa
de Beijin un total de 733 mutaciones que habian surgido mds de una vez en el conjunto
de datos L4 (3, 13).

Entre ellos se encontrd que las mutaciones [ldD2 emergieron mucho antes de la era de
los antibidticos y han surgido en todos los continentes, lo que sugiere una adaptacion
local paralela, la mayoria probablemente a grandes cambios en la ecologia del
hospedador. Los analisis sugirieron que existian diferencias entre los grupos con y sin
mutaciones [ldD2 y que las cepas que albergan las mutaciones promotoras de [ldD2
conllevan un beneficio significativo en términos de transmisibilidad (26, 41).

Otro claro ejemplo es la resistencia a la rifampicina que generalmente se debe a las
mutaciones en una regién de 81 pares de bases en el gen rpoB conocida como region
determinante de la resistencia a la rifampicina (RRDR) (42). Es decir pequeiios eventos
genéticos de un solo polimorfismo de nucledtidos (SNP) pueden dar lugar a resistencia
a antituberculosos debido a que los genes son los responsables de la codificacion de la
proteina diana del farmaco o de proteinas necesarias para su activacion.

Las pruebas de amplificacidon directa de acido nucleico (NAAT) estdn desempefiando un
papel cada vez mas importante en el diagnéstico de la tuberculosis, y la OMS aprobé la
prueba Xpert MTB / RIF en 2010. El test Xpert MTB / Rif extrae acido nucleico, amplifica
el RRDR del MTBC, busca mutaciones y las analiza utilizando el software GeneXpert, de
tal modo que permite realizar una terapia mas dirigida encaminada a prevenir el fracaso
terapéutica por la aparicién de resistencias.

Es importante sefalar que el uso de WGS no sélo permite la deteccidn con precisién de
estos SNP para poder definir el mecanismo de resistencia, sino que también permite
agruparlos en una biblioteca de referencia de mutaciones de resistencia a partir de las
cuales se puede realizar comparaciones.

A partir de varios estudios se mostré que MDR-TB habia surgido repetidamente y de
forma independiente en todas las regiones geograficas. Al extraer la ubicacién geografica
de aislamientos descendentes de los nodos de resistencia (es decir, resistencia
heredada), no se identificé ni un solo caso de una cepa resistente que hubiera cruzado
las fronteras del pais. Se especuld que la corta edad de los nodos de resistencia explica
la falta de migracion transfronteriza de estas cepas. Solo se encontré un solo nodo que
surgid dentro de la era de los antibidticos (después de 1945) con descendientes que han
cruzado las fronteras del pais en el dataset L4 de Brynildsrud y colaboradores (26).

Esto implica que el modo de replicacién clonal de M.tbc y su evolucidn eficiente
adaptativa a las poblaciones requiere la evolucién paralela de mutaciones beneficiosas.
Este es de hecho el patrén que observamos para mutaciones adaptativas en el gen lIldD2
del metabolismo del lactato y la aparicidon de resistencia a multiples farmacos en la
filogenia L4. Ademas las RAM dentro de la TB L4 refleja adaptaciones locales a esquemas
de tratamiento casi idénticos en diversos contextos geograficos. Por lo que se evidencia
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que las cepas de M.tbc resistente a distintos medicamentos pueden cruzar las fronteras
del pais, pero la migracidn sélo ha jugado un insignificante papel en la configuracion de
los patrones globales de RAM en L4.

Esta restriccidn geografica de cepas resistentes es realmente sorprendente y sugiere que
el desafio de la resistencia a los antimicrobianos todavia se puede abordar de manera
eficiente a nivel de naciones individuales.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La recuperacion de ADN antiguo ha permitido comprender cémo y cudndo emergen y
evolucionan los patdgenos. Al principio, la investigacion del ADN antiguo se basé en la
PCR y se utilizd para consultar las dispersiones de humanos y otras especies de
vertebrados, agregando alguna investigacién de presunta tuberculosis o lepra observada
en restos esqueléticos. A finales de la década de 1990, con el incremento de técnicas de
secuenciacion del ADN antiguo se comenzd a trazar relaciones filogenéticas de
patégenos como la tuberculosis desde el Neolitico.

La genética de poblaciones estudia la variacidn genotipica, sin la necesidad de tener que
observar la variacién fenotipica, gracias a la presencia de marcadores genéticos y
moleculares que permite la construccion de filogenias. Mediante estudios bayesianos de
migraciones humanas fuera de Africa que se aplicaron a genomas del complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) situaron a su antepasado comun mads reciente
aproximadamente 70.000 anos antes del presente, mucho antes de los hallazgos
obtenidos por métodos de laboratorio antes mencionados. Este patégeno ancestral se
expandié siguiendo las migraciones de Homo sapiens fuera de Africa, adaptdndose a los
diferentes grupos humanos.

El éxito demografico de la tuberculosis durante el periodo neolitico se debié al
crecimiento de la densidad y el tamafio de la poblacién humana huésped, y no la
transferencia zoonética del ganado, como se habia hipotetizado previamente. Aunque
la observacidn humana paleopatoldgica hacia posible la idea de una zoonosis, los
métodos moleculares descartan que M.tuberculosis descienda de M.bovis. El escenario
mas plausible, de acuerdo a los datos actuales, es el de un patégeno ancestral a todo el
complejo MTBC con capacidad para infectar a humanos y probablemente otros animales,
gue se fue especializando en distintos hospedadores. Aunque la domesticacion no se
encuentre en el origen de la enfermedad humana, esta ha jugado sin duda un papel
importante en su evolucion. La domesticacion animal podria ser importante en sostener
una poblacion humana mas densa durante la primera transicion epidemioldgica,
permitiendo asi a la tuberculosis volverse endémica en pequefias poblaciones. Ademas
la evidencia paleopatoldgica de la TB humana atestiguada mas antigua situa el origen de
la enfermedad a partir del Neolitico, por lo que ningln caso esquelético esta fechado
antes de este periodo. Es posible, por tanto, que si bien el patégeno precede a la
revolucién Neolitica, los cambios genéticos en el patdégeno se deban a la coexistencia
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con otras cepas o microorganismos asociados a un mayor tamafio poblacional que
facilitasen la evolucion a cepas mds virulentas.

A partir de la era industrial, la tuberculosis se difundié fomentada por el aumento de la
densidad de poblaciéon y las malas condiciones de vida. Los principales estudios
moleculares recientes sobre la evaluacion de su demografia y el momento de
propagacion parecen mostrar una larga coevolucién de la enfermedad y su huésped
humano, lo que demuestra que la tuberculosis representa un modelo ejemplar de
adaptacion a los seres humanos. Es por ello que sigue siendo actualmente una plaga a
escala mundial y es la principal causa de muerte infecciosa a nivel mundial.

Debido a determinantes histoéricos, sociales y geopoliticos, las regiones con las tasas mas
altas de TB son Africa subsahariana, Asia sudoriental y Europa oriental. Ademas la
aparicion de cepas de tuberculosis resistentes a los antibidticos, en particular a las cepas
multifarmaco e incluso totalmente resistentes a los farmacos, representa un verdadero
desafio en la lucha contra la enfermedad. Asi como se ha constatado que la tuberculosis
multirresistente (MDR-TB) ha surgido localmente en las ultimas décadas, en el sentido
de que los clones resistentes han surgido repetidamente en una amplia variedad de
lugares, mientras que la migracidon de cepas resistentes parece haber jugado un papel
marginal.

Los patdgenos evolucionan en escalas de tiempo similares a aquellas en las que
acumulan cambios genéticos que pueden secuenciarse, y los patrones filogenéticos
proporcionan informacion significativa sobre sus procesos epidemioldgicos. Estudios
gendmicos permiten por tanto, determinar la filodinamica de la enfermedad, es decir, la
historia de la evolucion del patégeno en referencia a su linaje, pudiéndose elaborar
distintos modelos de ramificacidn para inferir parametros epidemioldgicos. La inclusién
de datos de ADN antiguo brinda la oportunidad de inferir el ritmo y de pandemias
anteriores; y permite el estudio combinado de la coevolucidon del patégeno y su
hospedador. Una limitacion para este tipo de estudios es, no obstante, que los modelos
coalescentes y de nacimiento-muerte con dinamica constante funcionan bien en el
analisis de brotes recientes, pero no son realistas para la compleja dindmica
epidemioldgica de las enfermedades infecciosas con una historia muy larga. Por tanto,
para estudiar procesos de largo desarrollo, como puede ser el surgimiento de los linajes
de Mycobacterium tuberculosis, o la separacidon entre las distintas especies del complejo
MTBC, es necesario combinar distintas aproximaciones. La obtencién de datos
paleogendmicos, ademas de permitir modular los modelos de reloj molecular a procesos
de evolucion que varian en el tiempo, permiten identificar cuellos de botella y co-
infecciones que pueden ser criticas en la evolucion del patogeno. El estudio combinado
de las fuentes histéricas para identificar factores sociodemograficos es también clave a
la hora de interpretar la historia evolutiva del patégeno, puesto que aportan datos clave
como la densidad de poblacion, la convivencia con animales o las rutas migratorias.
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Por consiguiente, para comprender y contextualizar mejor la dindmica que lleva a la
evolucion de los patégenos y la adaptacion del sistema inmune humano a ellos, se debe
tener en cuenta las distintas adaptaciones genéticas desarrolladas por las especies que
interaccionan entre si dentro de una zona geografica en la cual se encuentren. Una mejor
comprension de los procesos coevolutivos que acompaiaron a la tuberculosis ayuda a
entender la dinamica de las epidemias y de los cambios genéticos que llevaron a las
distintas cepas y especies de Mycobacterium causantes de tuberculosis.

Todo este esfuerzo para comprender el pasado tiene gran importancia tanto para
explicar el presente como el futuro, sobre todo teniendo en cuenta el efecto de la
globalizacion de nuestros dias, es decir, el aumento dramadtico de la poblacién y los
movimientos individuales que abarcan actividades turisticas, didsporas de refugiados vy,
proximamente, migrantes climaticos. Hay que tener en cuenta que las grandes
radiaciones evolutivas de M.tuberculosis estan fuertemente asociadas a cambios
demograficos profundos. Por tanto, una mayor densidad de poblacién combinada con
mayores rutas de intercambio, vinculado a los desequilibrios asociados al cambio
climatico constituye un escenario preocupante para la evolucion de este patdgeno.

Esta voragine en curso tiene multiples consecuencias, como un numero creciente de
pacientes infectados por cepas no endémicas, la propagacion de cepas multirresistentes
(MDR) de paises con deficiencia de atencién médica y el aterrador espectro de la
expansién de cepas totalmente resistentes a los medicamentos.

Actualmente estamos viviendo la tercera transicidon epidemioldgica caracterizada por la
globalizacion de enfermedades infecciosas reemergentes que a menudo son resistentes
a multiples antibidticos, y la aparicién de nuevas enfermedades que amenazan a las
poblaciones humanas. Un claro ejemplo que refleja la necesidad del estudio de
palemicrobiologia de las enfermedades humanas es la pandemia COVID19, que a pesar
de la generacidn de cantidades sin precedentes de datos de la secuencia del genoma 'y
una comprensién detallada de la propagacion de su causal agente, el virus SARS-CoV-2 ,
su historia evolutiva sigue siendo un misterio debido a la escasez de muestras, los
multiples reservorios posibles y una compleja historia de recombinacién. Retroceder
unos siglos e identificar el origen y evolucién de los patdgenos a partir de ADN antiguo
puede proporcionar una vision del pasado evolutivo y epidemioldgico, amplificando
nuestra comprensién de la aparicion de enfermedades infecciosas y colocando asi
pandemias como COVID-19 en su contexto mds amplio, implementando asi la eficacia
de los programas de control biolédgico y las pautas de tratamiento.

Estas distintas adaptaciones desarrolladas por las cepas segun la zona geografica en la
gue se encuentren, llevan a una mejor compresién de los procesos coevolutivos y la
dindmica de las epidemias. Esto permite en ultima instancia implementar la eficacia de
los programas de control bioldgico y las pautas de tratamiento (32).
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