S1QAD HAZIONAL AUTCHOMY g g
‘,wa“ EXigG
)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

PANORAMA ACTUAL ASOCIADO A LAS MICOBACTERIAS
NO TUBERCULOSAS QUE AFECTAN AL HUMANO

TRABAJO MONOGRAFICO DE
A CTUALIZACION
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R F S E ™ T Al

FABIOLA MONROY ZAMORATE

EXAMENES PROFI SIONALES ‘
MEXICO, D. F. FACULTAR D CANMMICA 2006

.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente Prof. Radl Garza Velasco

Vocal Prof. Abel Gutiérrez Ramos

Secretario Profa. Adriana Guadalupe Mejia Chavez
1er. Suplente Profa. Patricia Elvira Berrdn Ruiz

2° Suplente Prof. Alejando Camacho Cruz

Sitio donde se desarrolls el tema:;

Biblioteca de la Facultad de Quimica UNAM y otras diversas bibliotecas de los

sectores académicos y de salud.

| mEEE—

Fabiola Monroy Zamorate

Asesor Sustentante

Auterizo a la Direccidn Gensral de BidWotscas de fa
UNAM a difundir an formato elscirdnico o impreso of
contenido de mi trabajo recepcional.
NOMBRE:_Tablcla onro '

<

FECHA: 12 de Diciembre o8 2005
FIRMA: # N """




DEDICATORIAS

A mis padres, con tode mi cariio,
orque sin su apoyo, fortaleza
pord poy y A mi familia: abuelitos (§),

confianza no hubiera llegado hasta aqui, ) .
abuelitas, tios y primos que

por caminar siempre a mi lado ¢ . ,
siempre creyeron en mi.
impulsarme a seguir intentindolo. Por

todo su esfuerzo... GRACIAS.

A mis amigos por su compaiiia y ayuda,
por los buenos ratos y aventuras durante

estos afios.

AGRADECIMIENTOS

A Dies por todas sus

bendiciones . . ..
A mi asesor, por la onentacién en

la realizacién de este trabajo.

A la Facultad de Quimica de la

IUNAM vy sus profesores




CONTENIDO

INTRODUCCION
OBJETIVOS
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
PATOGENIA Y PATOLOGIA
Factores predisponentas
Infecciones pulmonares
Adenitis
Enfermedad de Crohn
Enfermedad diseminada
Infecciones en piel, hueso y tejidos blandos
Enfermedades nosocomiales
Otras enfermedades
FACTORES DE VIRULENCIA
Micolactonas
Envoliura celular
Glicopeptidolipidos
Lipomanana (LMs} y lipoarabinomanana (LAMs)
Acidos micdticos
Glicanos
2,3-Di-O-Aciltrehalosa
Fosfolipasas
Adherencia, supervivencia y replicacion dentro
de los macréfagos
Inhibicion de la formacion del fagolisosoma
Escape del fagosoma
Formacion de granulomas
Productos de genes que responden a la oxidacion

Catalasa-peroxidasa

Superdxido dismutasa

54

55
55
58




Proteinas
Proteina ESAT-6
Proteina PE-PGRS
Proteinas de chogue térmico
Proteina exportadora de repeticién
Fotocromogenicidad
Resistencia a condiciones acidas
Resistencia a farmacos
DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Muestra
Examinacitn histopatoldgica
Cultivo
Microscapia
tdentificacion
Métodos moleculares
Pruebas de acidos nucleicos
Métodos basados en PCR
Microarreglos de ADN o arreglos de
oligonucledtidos de alta densidad
Analisis de acidos micolicos
Intradermorreaccion
Detérminacién de perfiles de sensibilidad
Difusion en agar
Microdilucion en caldo
Prueba E
Elucidén de discos en agar
Recomendaciones para algunas especies
MAC
M. kansasii
M. marinum

Especies de crecimiento lento

58
58
59
59
60
61
61
62
70
71
72
72
74
76
83
84
85

95

95
100
101
103
103
104
104
106
106
108

108

108




Especies de crecimiento rapido 109
ASPECTOS ASOCIADOS AL TRATAMIENTO ik
Profilaxis 111
Tratamiento quirdrgico 111
Uso de antibicticos 112
Rifamicinas 113
Macrdlidos 113
Fluoroguinolonas 114
Aminoglucdsidos 114
Cefalosperinas 114
Carbapenems 114
Tetraciclinas 115
Oxazilidinonas 115
Ketdlidos 115
Etionamida 115
Clofazimina 115
Trimetoprim-sulfametoxazot 1186
Estreptograminas 118
Enfermedad diseminada 120
Enfermedad pulmonar 120
Adenitis 120
infecciones en piel, hueso y tejidos blandos 121
Otras infecciones 122
Complejo Mycobacterium avium (MAC) 123
M. kansasii 124
Micobacterias de crecimiento rapido (MCR) 125
M. haemophifum 128
M. xenopi 128
M. malmoense 128
M. marinum 129
M. ulcerans 128




Alternativas en estudio 130

Mefloguina 130

Terapia con fagos 130
Inmunoterapia 131

IL-2 132

IL-12 132

IFN-v 132

GM-CSF 134

TNF-o 134
CONCLUSIONES 136
LISTA DE ABREVIATURAS 139

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 141




INTRODUCCION

E! nimero de miembros del género Mycobacterium parece estar en
perranerte aumento. en 2003, alcanzd la cifra de 95 espeéies y. para el
presente afio, se ha llegado a un total de 115, ademas, mientras
Mycob_acte.rfum leprae y el complejo Mycobacterium fuberculosis causan
enfermedades especificas, las cepas restantes del género son sapréfitas, pero
mugchas de ellas figuran como oportunistas o como patégenas consistentes y
reciben la denominacion de micobacterias atipicas, no tuberculosas (MNT) o

MOTT (mycobacteria other than tubercle bacilliy (39, 62).

Entre las mas de 90 especies de MNT, 1/3 se han asociado a enfermedades
humanas de pulmones, glandulas linfoides, piel, heridas,.huesos, infecciones
nosocomiales y afecciones diseminadas; de hecho, su impacto ha aumentado
por los indices de mortalidad y morbilidad de los pacientes con SIDA
infectados por estas bacterias y, a nivel internacional, han proliferado fos
estudios epidemiolégicos, ecologicos, genéticos, moleculares y fisiologicos
sobre estos microorganismos, lo cual ha generado mas informacidn acerca de

ellos.




El aislamiento de las micobacterias a partir de muestras clinicas y su répida
identificacion, resultan determinantes para establecer un diagnéstico acgrtado
¥ un régimen terapéutico apropiado; por tal motivo, se han desarrollado
importantes tecnicas bioguimicas y moleculares que contindan evolucionando

y adecuandose a tas necesidades actuales de los laboratorios de diagnéstico.

Paralelamente, la guimioterapia relacionada con el tratamiento de las
micobacteriosis se ha venido complicando dramaticamente, debido a que
estos microorganismos han desarrollado resistencia hacia un amplio nimero
de antibidticos, por lo que las investigaciones también se han enfocado en la
busqueda de nuevos agentes antimicobacterianos mas efectivos, de nuevos
sitios “blanco’ y de los factores de virulencia que contribuyen a la resistencia

y/o a la patogenia.

El presente trabajo aborda las mas relevantes tematicas acerca de las MNT,
incluyendo lo referante a sus factores de virulencia, los cuales sustentan al
proceso infectivo y representan la base de los estudios sobre el desarrollo de
nuevas estrategias profilacticas y terapéuticas; asi mismo, se presenta el
panorama actual de los métodos de laboratorio que conducen al diagndstico

de las micobacteriosis.




OBJETIVOS

* Sefialar las principales especies de MNT y asociarlas a las
enfermedades que originan en ¢l humano, mencionando los aspectos
sobresalientes de estas Ultimas, en cuante a sintomatologia,

epidemiologia y terapéutica.

> Describir los factores de virulencia que contribuyen a la patogenia de
las micobacteriosis, relaciondndolos con los cuadros patoldgicos

correspondientes y con el progreso de los padecimientos implicados.

» Subrayar la metodologia actual para realizar el diagndstico de

laboratorio de las enfermedades causadas por las MNT, haciendo

énfasis en los fundamentos involucrados.




1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

El género Mycobacterium pertenece a la familia Mycobacteriaceae y al orden
Actinomycetales, incluye mas de 100 especies perfectamente caracterizadas y
se constituye por especies patogenas y sapréfitas, destacando las integrantes
del complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
microti y M. canetti), M. leprae y las denominadas MOTT (Mycobacteria other
than tubsrcule bacill), micobacterias no tuberculosas (MNT) o micobacterias
atipicas, término que se origind porque se pensaba que se trataba de cepas

inusuales de M. tuberculosis (39,62).

Estas bacterias son aerobias obligadas, inmdviles, no esporuladas, no

capsmadas, de morfelogia variable, miden 0.2 a 0.6 um de ancho por 1 2 10
um de largo y su contenido gendmico de guanina y citosina es elevado (60 a

70%) (4).

Es importante subrayar que los microorganismos en cuestion se pueden

dividir en dos grupos, con base en su tiempo de crecimiento (4, 51, 59):




® Micobacterias de crecimiento lento, ias que tardan 2 a 4 semanas
en desarroliar a temperatura dptima, incluyendo a los patdgenos del
complejo M. fuberculosis, M. leprae, el complejo M. avium, M. triplex,
M. genavense, M. cooki, M. celatum, M. interjectum, M. lentiflavum, M.
heckeshornense, M. haemophifum, M. kansasii, M. malmoense, M.
marinum, M. scrofulaceum, M. szulgai, M. ulcerans y M. xenopi, entre

otros.

# Micobacterias de crecimiento rapido, las que crecen en menos de
7 dias, tales como M abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M.

mucogenicum, M. goodii, M. wolinskyi, M. elephantis y M. smegmatis.

Es oportuno considerar que la aniertor division también esta sustentada
mediante anélisis del gen que codifica para el ARNr 168, pero también se han
propuesto olros esquemas de clasificacion clinica, por ejemplo, uno de éstos
agrupa las MNT aisladas de seres humanos en cuatro grupos principales
basandose en la enfermedad que ocasionan (pulmonares, ganglionares,

cutaneas y diseminadas) (44, 59).

Las micobacterias se clasifican como bacilos acido-alcohol resistentes
{BAAR), ya que los procedimientos comunes para tefiiflas (Ziehi-Neglsen,
Kinyoun, auramina rodamina, etc.) se fundamentan en la baja permeabilidad

de su pared celular particularmente rica en écidos micolicos; una vez tefidas

con colorantes basicos, retienen el color correspondiente, aln después del
5




uso de acidos mezcelados con alcohol (4). Su caracteristica pared celular las
protege de la desecacion, de los desinfectantes, e inclusive, de la accién de

algunos antibidticos {60).

Las MNT se encuentran ampliamente distribuidas en diversos ambientes,
pudiendose detectar en depdsitos naturales y municipales de agua, suelo y
animales; muestran una gran capacidad para sobrevivir en sitios con escasos
nutrimentos y toleran temperaturas extremas, por lo que pueden estar
presentes en los depositos de agua caliente y en maquinas de hielo. Entre las
especies més termo-resistentes se cuentan las del complejo M. avium, asi

como M. xenopi, M. phei y M. chelonae (86).

Para la clasificacion de las MNT, Runyon consideré su tiempo de crecimiento
¥ capacidad para producir pigmentos carotenoides amarillos, naranjas o rojos.

Los grupos de Runyon, son (36, 84, 85);

® Grupo |. Fotocromégenos. Incluye a las especies que producen
pigmento solo cuando son expuestas a la luz. Ej: M. kansasii, M.

marinum, M. asiaticurn.

® Grupo |l. Escotocromégenos. Esta integrado por las micobacterias
qQue pueden producir el pigmento tanto en presencia como en

ausencia de luz. Ej.: M. scrofulaceum, M. szulgai, M. gordonae, M.

xenopi,




@ Grupo Ill. No fotocromdgenos. A este grupo pertenecen las especies
que no praoducen pigmento aln después de ser expuestas a la luz. Ej.:
M. avium, M. brander, M. cefatum, M. conspicum, M. gevanense, M.

hasmophilum, M. intraceflulare, M. malmoense, M. terrae, M. uicerans.

@ Grupo V. Especies de crecimiento rapido. Es formado por las
especies que tienen la habilidad de crecer en medio sélido en siete o
menos dias. No producen pigmento, con excepcion de M. flavescens.

Ej.: M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M. smegmatis.

Cabe sefalar que la morfologia microscopica de las MNT en medio liguida es
diferente a la de! complejo M. tuberculosis, por la presencia del factor cordén
en este Ultimo, glucolipido que origina su disposicion en cadenas y en

paralelo, facilmente detectable al microscopio (112).




It. PATOGENIA Y PATOLOGIA

Si bien el género Mycobacterium incluye mas de 100 especies, la mayoria de
las cuales son saprofitas, una parte importante de ellas han sido reconocidas
como patdgenas desde el inicio del dltimo siglo. De hecho, se estima que ias
infecciones causadas por MNT representan entre ef 0.5 y el 30% del total de
las enfermedades ocasionadas por micobacterias. Las especies atipicas

asociadas a padecimientos en humanos, son (19, 53, 62):

» Compleje M. avium

(MAC)' * M. haemophilum * M. scrofulaceum
* M. ahscessus * M. heckeshornense * M. septicum

« M. asfaticum * M. heidelbergense * M. shimoidei

= M. bohemicum * M. immunogenum * M. simiae

* M. branden * M. interjectum * M. smegmatis

* M. celaium * M. kansasif * M. szulgai

= M. chelonae * M. fentiflavum * M. ferreae

* M. conspicuum * M. maimoense * M. thermoresistible
* M. elephantis * M. marinum « M. triplex

* M. flavescens * M. mucogenicum * M. ulcerans

* M fortuitum * M. negaurum * M. vaccae

« M. genavense * M. nonchromagenicum * M. wolinskyi

* M. goodii * M. palusire « M. xenopi

* M. gordonae * M. paratuberculosis

* M. habana * M. peregrinum

! Incluye a M. intraceliulare y M. avium




Las MNT han sido identificadas principalmente como agentes etiologicos de
infecciones pulmonares y extrapulmonares {en glandulas linfoides, piel,
huesos, tejidos blandos y heridas), las afecciones presentan diversas
sintomatologias y pueden manifestarse como localizadas ¢ diseminadas,
dependiendo de la predisposicion y del grado de la deficiencia inmune que
padezca el paciente, Evidentemente, el aislamiento de MNT no siempre indica
su participacidn en algun proceso patologico y, por ofra parte, existe una
notable variabilidad geografica en la prevalencia de las especies
responsables; por ejemplo, en los Estados Unidos la incidencia de
padecimientos debidos a especies del complejo M. fuberculosis ha disminuido,
lo que resulta contrario a lo ocurrido con las infecciones causadas por MNT

{38, 44, 62, 107).

Ademés, es realmente poco o que se ha logrado establecer respecto a las
formas de contagio, si bien se piensa que no son transmitidas de persona a
persona, aungue algunas patologias parecen originarse por ingestion,

inhalacidn de aerosoles o situaciones iatrogénicas (44, 62).

En general, se considera que la incidencia de las enfermedades producidas
por MNT ha aumentado, lo que se atribuye a cambios en la virutencia de las
micobacterias y al  incremento en el ndmero de individuos
inmunocomprometidos -como aquellos que padecen SIDA- sin embargo,
también debe tomarse en cuenta que ahora se dispone de técnicas mas

especificas y sensibles para identificar a estos microorganismos (62, 107).




Entre las enfermedades causadas por MNT estén incluidas la linfadenitis
cervical, enfermedad pulmonar, infecciones diseminadas en casos de
deficiencia inmunitaria de tipo celular, enfermedad de Crohn y, con menor
frecuencia, las infecciones de la piel, osteomielitis, otitis media e infecciones

en heridas y en las incisiones por donde se insertan catéteres (19, 24, 62).

Las manifestaciones clinicas implicadas dependen del drgano afectado, al
margen de que suelen presentarse sintomas inespecificos tales come fiebre
persistents, sudores nocturnos, anemia, pérdida de pese, anorexia, diarrea,

mialgia y adenopatia (62).
Factores predisponentes

Las infecciones debidas a MNT son una causa importante de morbilidad y
mortalidad en individuos con inmunidad local o sistémica alterada, como la
gue caracteriza a los pacientes con SIDA o a quienes se administran agentes
inmunosupresores por haber sido sometidos a transplantes. Otros factores de
riesgo incluyen diversas enfermedades pulmonares y esofagicas,
gastrectomia previa, alcoholismo crénico, incisiones quirlirgicas, inyecciones y

heridas punzantes (4, 41, 62, 85).
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Infecciones pulmonares

El organo mas cominmente afectado por MNT es el pulmén. Las
manifestaciones clinicas de las infecciones pulmonares causadas por estos
microorganismos son similares a las observadas en los casos de tuberculosis
y la infeccién puede producir la destruccion pulmonar. Los criterios de
diagnostico se han estandarizado a través de las guias publicadas por la
Sociedad Tordcica Americana (ATS) e incluyen pruebas radioclégicas, clinicas

y microbiologicas (84).

Sus signes y sintomas mas frecuantes son fiebre, sudores noctumnos, tos
cronica, secrecion de esputo, disnea progresiva, pérdida de peso, fatiga,
hemoptisis y dolor en el pecho (4, 84). La evaluacion del paciente suele
dificultarse debido a los sintomas producides por enfermedades pulmonares
co-existentes y predisponentes tales como la enfermedad obstructiva crénica,
bronquiectasia (destruccion y dilatacién anormal de las vias respiratorias
producida por una inflamacién recurrente), fibrosis quistica, escoliosis
toracica, neumoconiosis (ashestosis y silicosis), pulmon negro, proteinosis

alveolar pulmonar, bronguitis cronica y enfisema.

La enfermedad pulmonar predomina en pacientes masculinos que fuman y
presentan enfisema, pero también se han reportado casos en mujeres de
edad avanzada que no tienen alguno de los factores de riesgo ni fuman (41,

62, 84, 96).
11




Las cepas del complejo Mycobacterium avium (MAC) y M. kansasii han sido
identificadas frecuentemente como agentes causales de cuadros pulmonares
(62). Son patogenos oportunistas distribuidos ampliamente en el medio
ambiente (suelo y agua), pueden infectar a diversas especies incluyendo a las
aves, cerdos y humanos, originando infecciones asintométicas, con significado
clinica, e inclusive, enfermedades mortales. Sin embargo, adn contintian sin
definirse completamente el potencial micobacteriano para infectar, la posible
reactivacion de la enfermedad, ni las fuentes ambientales responsables de la

infeccién en diferentes poblaciones o las rutas de transmision (96).

Entre otras especies reportadas como patdgenas pulmonares, figuran; M.
abscessus, M. asiaticum, M, branderi, M. cefatum, M. chelonae, M. elephantis,
M. fortuitum, M. habana, M. haemophilum, M. heckeshomnense, M.
malmoense, M. scrofulaceum, M. shimoidei, M. simiae, M. smegmalis, M.

szulgai, M. triplex, M. vaccae y M. xenopi (14, 18, 44, 62, 84, 93, 106).

M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum son las especies gue se aislan con
mayor frecuencia de las muestras provenientes de enfermos con fibrosis
quistica; M. heckeshomense parece afeciar a pacientes con o sin enfermedad
pulmonar preexistente y puede causar maltiples cavidades en el pulmén; M.
scrofulaceum se asocia a infeccionas pulmonares localizadas y M. xenopi se
ha encontrado en pacientes con otras enfermedades subyacentes del pulmén

(89, 93).
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Otra enfermedad pulmonar que se ha identificado con relativa frecuencia es la
neumonitis  por  hipersensibilidad, la cual implica a paciehtes
inmunacompetentes que se han expuesto a aerosoles con micobacterias:
debido a la naturaleza hidrofébica de estas bacterias, éstas suelen
encontrarse en mayor cantidad en la interfase aire-agua, facilitando su unién a
particulas presentes en el aire. La enfermedad se asocia a tinas calientes y
albercas, por lo gue las personas afectadas mas comlnmente son las que
estan en contacto con estas fuentes acudticas debido a su trabajo o a

recreacion (84, 86).
Adenitis

La forma més conocida de adenitis debida a MNT es la linfadenitis cervical e
implica a nifios menores de cinco afios, aunque sin duda son pocos los casos

de esta enfermedad a pesar de la ubicuidad de las micobacterias (53, 84, 86).

En este contexto, se ha sugerido que puede existir cierta predisposicion,
denominada susceptibilidad mendeliana, a las enfermedades por
micobacterias, por existir alguna mutacion en los genes IFNGR1, IFNGR2,
IL128 o IL12RB1, que altera la inmunidad mediada por el interferdn gamma
(IFN-y). Aparentémente, se trata de un mecanismo patogénico comin en

cuanto a las infecciones por micobacterias (17).
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La primera especie aislada como agente causal de linfadenitis cervical fue M.
scrofulaceum, si bien con el tiempo se han identificado otras micobacterias
atipicas responsables de la enfermedad: M. abscessus, M. bohemicum, M.
celatum, M. chelonae, M. elephantis, M fortuitum, M. genavense, M.
haemophilum, M. heidelbergense, M. interjectum, M. kansasii, M. lentiflavumn,
M. maimoense, M. palustre, M. triplex y M. xenopi. Actualmente, el MAC es
considerado como la principal causa de linfadenitis cervical a nivel mundial;
de hecho, en fechas recientes, su incidencia esta aumentando en los Estados
Unidos y en ofros diversos paises, aunque existen claras diferencias en
cuanto a la distribucion geografica de las ofras especies que producen esta
enfermedad. Por ejemplo, mientras en Europa la segunda especie en
importancia es M. malmoense, en los Estados Unidos ese lugar es ocupado
por M. scrofulaceum v los aislamientos de M. malmoense son verdaderamente

raros (4, 84, 53).

Generalmente, la enfermedad es precedida por una infeccion del tracto
respiratorio superior, suele afectar a los nédulos linfaticos cervicales,
submandibular, submaxilar o periauricular y se manifiesta como un absceso
solido, unilateral, que en la mayoria de los casos no es doloroso al tacto. La
piel puede evidenciar una decoloracidon plrpura y, en algunos casos, la
formaciéon de una fistule; la inflamacién permanece dLirante semanas o
meses, el uso de antibidticos no produce mejoria y un ultrasonido puede

mostrar pequefas calcificaciones que sugieren la enfermedad por

14




micobacterias. Para su diagndstico certero se debe considerar que no haya

historia de exposicion a tuberculosis (18, 84).

Enfermedad de Crohn

El avance en las técnicas de identificacion y aislamiento ha permitido
reconocer a Mycobacterium avium subsp paratuberculosis, también ilamada
M. paratuberculosis, como el principal agente etiolégico de la enfermedad de
Crohn. La participacién de esia micobacteria también se ha confirmado
poniendo en evidencia anticuerpos séricas conira los antigenos p35 y p36 de

M. paratuberculosis en numerosos pacientes (19).

La enfermedad tiene diferentes etiologias: susceptibilidad genética,
desbalance inmune y presencia de otros factores tales como infecciones y
dieta, si bien se ha demostrado que ninguno de dichos faclores causan la
enfermedad en forma aislada. A partir de los datos obtenidos mediante
cultivos y tecnicas de hibridacion in situ, se ha estimado que la proporcién de

pacientes infectados con M. paratubercufosis fluctiia entre 35% y 40% (19).

M. paratuberculosis provoca una respuesta inflamatoria crénica mediada por
TH1; la destruccion del tejido se traduce en ulceraciones y fisiulas en el
intestino. Los sintomas de la enfermedad de Crohn incluyen dolor en la parte

inferior derecha del abdomen, fiebre y diarrea; el cuadro afecta al intestino

delgado, especialmente a la valvula ileo-cecal, pere también se le detecta en
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el intestino grueso, duodeno, esdfago (muy raro) y estémago, provocando
estrechez en el colon y, por lo tanto, esirefiimiento y dilatacion gastrica,

ademds de la formacion de fistulas entre el intestino delgado y el grueso (19).

M. paratuberculosis  también es el agente causal de una enfermedad
inflamatoria que afecta el intestino de rumiantes y mamiferos tales como
monos y chimpances, a dicha patologia se le conoce comoe enfermedad de
Johne y sus signos (diarrea, pérdida de peso e inflamacion transmural
granulomatosa difusa) y epidemiologia (alta incidencia y largo periodo de
incubacién) son muy similares a los observados en la enfermedad de Crohn

(19, 24).

Enfermedad diseminada

Si bien casi todas las MNT causan infecciones diseminadas, resultan més
frecuentes las debidas a MAGC, seguidas por las de M. kansasii (4). La
patologia se presenta mas cominmente en pacientes inmunocomprometidos,
destacando quienes estdn afectados por inmunodeficiencias familiares {en
especial los asociados a defectos en los receptores de IFN-y), los enfermos de
linfoma y leucemia (principaimente leucemia de las células pilosas), los que
estan bajo terapia de esteroides, los que padecen con enfermedad vascular
del colageno y los gque han recibido transplantes de médula 6sea o algun

organo. Las MNT originan el 0.8 a 6% de las infecciones posteriores a
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transplante renal y su frecuencia es menor después de los transplantes de

corazén {4, 8, 84).

La enfermedad diseminada representa una complicaciéon comun en pacientes
con SIDA en estado avanzado; aproximadamente, un 50% de éstos son méas
susceptibles a las infecciones por MAC y la probabilidad de que desarrollen el
cuadro es de 10 a 20%, sobre todo cuando su cuenta de linfocitos CD4+ es
menor a 50-100 células/mm® Al menos el 25% de los pacientes estan
infectados con dos o mas cepas de micobacterias, lo que indica su posible
contacto con diversas poblaciones presentes en una misma fuente ambiental,

© bien, exposiciones maltiples en diferentes ambientes (84).

Es conveniente mencionar que el nimero de casos de esta patologia ha
venido disminuyendo al aplicarse un mejor cuidado médico, una terapia
antirretroviral altamente activa (HAART) o las medidas profiliciicas

correspondientes (78, 84).

Los signos y sintomas asociados a la enfermedad diseminada son muy
diversos, destacando la fiebre persistente, fatiga, pérdida de peso, anemis,

nauseas, vomito, dolor abdominal y diarrea (4, 84).

Los estudios epidemioldgicos no han logrado identificar con clandad las
posibles fuentes de infeccion pero, a través de técnicas moleculares, se ha

detectado la colonizacion por MNT (en especial MAC) a partir de los sistemas
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de distribucion de agua municipales v de los hospitales, asi como de las
maquinas de hielo, tanques de oxigeno y aparatos de succién (14, 41, 84, 85,

40).

La transmision a ravés del agua potable es muy factible, debido a que M.
scrofulaceun y las especies pertenecientes al MAC son resistentes a los
agentes mas utilizados para la desinfeccion acuifera: cloro, cloramina, didxido
de cloro, ozono y otros desinfectantes comunes tales como los compuestos

cuaternarios de amonig, los fenoles y el glutaraldehido (40).

En los pacientes con SIDA, la infeccién suele ocurrir via el tracto
gastrointestinal, por ejemplo, M. aviurn se establece en la mucosa intestinal,
posteriormente infecta a los macréfagos de la submucosa y se multiplica en su
interior, pudiendo diseminarse dentro de ellos hacia una gran variedad de
tejidos susceptibles (49). Los estudios comrespondientes han mostrado que
las micobacterias invaden higado, bazo, médula dsea y tracto gastrointestinal,

alcanzando proporciones de 107-10'° UFC/g de tejido (84).

En personas con bajas cantidades de células CD4+, los andlisis rutinarios de
sangre pueden ayudar a detectar la presencia del MAC en fases tempranas
en las que la terapia resulta muy exitosa; en la mayoria de los pacientes se
observa anemia y, ocasionalmente, niveles elevados de fosfatasa alcalina

(84).
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Cuando el enfermo se encuentra bajo terapia conjunta antirretroviral y
antimicobacteriana, ademas de la posible interaccion entre farmacos, puede
ocurrir el sindrome de reconstitucién inmune; éste se caracteriza por una
inflamacién local muy agresiva, linfadenitis y lesiones granulomatosas locales,
lo que en ocasiones se interpreta erréneamente como fallo de la terapia
antimicobacteriana, sin embargo, los hemocultivos resultan negativos para

micobacterias (84, 4).

Los estudios epidemiolégicos muestran que el riesgo de padecer enfermedad
diseminada es mayor en los paises desarrollados, pero no se ha establecido
si ello se debe a factores genéticos respecto a la inmunidad contra
micobacterias o & diferencias geogréficas relacionadas con la mayor virulencia

de las cepas (84).

Infecciones en piel, huesos y tejidos blandos

Estos padecimientos pueden ocurrir en individuos de cualquier edad; en la
mayoria de los casos, los pacientas son relativamente sanos, pero adquieren
la enfermedad al sufrir fracturas expuestas al ambiente (suelo y agua) o bien
al ser irtervenidos quirdrgicamente. Su incidencia en individuos
inmunocomprometidos ha aumentado y el uso de corticoesteroides representa
un serio facter de riesgo; inclusive, se han reportado infecciones por M.
marinum en pacientes con enfermedad reumética que son tratados con

terapia inmunodepresiva (18, 48).
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Entre los principales agentes causales de infecciones de la piel y tejidos
blandes?® se encuentran las micobacterias de crecimiento répido (M. chelonae
y M. fortuitum), MAC, M. flavescens, M. goodii, M. gordonae, M. haemophilum,
M. marinum, M. peregrinum, M. scrofulaceum, M. terreae, M. ulcerans, M.
vaccae, M. wolinskyi y, con menor frecuencia, M. kansassii. En pacientes con
inmunodepresién cronica, M. fortuitum y M. chelonae son las espacies
responsables del 95% de los casos de infecciones cuténeas diseminadas (6,

14, 48, 61, 62, 84, 113, 114).

Generalmente, las afecciones tienen su origen en heridas punzantes tales
como las que aparecen cuando se pisan clavos contaminados; asi mismo, M.
abscesuss, M. chelonae y M. nonchromogenicum han sido identificados como
los agentes causales de infecciones asociadas a la practica de la acupuntura

(62, 108).

Las manifestaciones clinicas incluyen abscesos que drenan material
mucopurulento, dlceras, nédulos, celulitis, puistulas, seromas, lesiones
verrugosas, necrosis y granulomas cutaneos que pueden svolucionar a placas
endurecidas. Las lesiones suelen ser indoloras y comtnmente inician como
nédulos violdceos que se ulceran posteriormente. La infeccion del tejido

blando evidencia eritemas, dolor, calor e hinchazsén locai (48, 84, 107).

2 Incluye los ligamentos, tendones y musculos del cuerpo.
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A continuacion, se describen las caracteristicas mas relevantes de las

enfermedades asociadas a las principales especies de MNT:

MAC. La infeccidn por este grupo de micobacterias es mas comuin en
personas de edad avanzada, aunque también pueden padecerla los nifios
inmunocompetenies, los adultos y los pacientes con SIDA; puede ser
recurrente, en ocasiones diseminada y suele presentarse como consecuencia
de algun traumsz, procedimientos quirdrgicos o cosméticos, terapia con
esteroides y sarcoidosis. Normalmente se localiza en tejidos blandos o en la

superficie anterior de las manos y mufiecas (84).

Frecuentemente los pacientes son mal diagnosticados con artritis u ofras
enfermedades inflamatorias, llegando & recibir tratamientos con
corticosteroides, lo que origina severas complicaciones de la enfermedad,
incluyendo osteomielitis, tenosinovitis y artritis séptica. La infeccién recurrente
por el MAC suele asociarse a una delecion en el residuo 818 del receptor para

IFN-y (84).

M. marinum. El cuadro patologico debido a esta especie se conoce como
“granuloma del tanque de peces” y se origina en la exposicion a agua salada y
a agua dulce; los casos reportados incluyen a personas que tienen peceras,
que realizan actividades en la industria pesquera y que trabajan con agua o la

utilizan con propésitos recreativos. Entre las principales manifestaciones
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ctinicas de & enfermedad destacan la formacién de ndédulos indoloros en las
extremidades, los cuales aparecen 2 a 5 semanas después del dafio en la
piel; la tenosinovitis o tendovaginitis (inflamacién aguda o crénica del tendén y
de la vaina que lo recubre y protege), se presenta cuando las heridas son
penetrantes. En personas inmunocompetentes, las lesiones aparecen en las
extremidades y, aunque la infeccidn sistémica es rara, la patologia puede

alcanzar huesos, articulaciones y tendones (36, 48, 62, 83).

M. ulcerans. La llcera de Buruli afecta principalimente a nifios de 5 a 14 afos
(70% de los casos) y comesponde a una enfermedad necrosante de piel y
huesos causada por una familia de toxinas (micolactonas) producidas por esta
especie. Cabe subrayar que se trata de la tercera enfermedad micobacteriana
mas comun, sélo superada en frecuencia por la tuberculosis y la lepra, v que
su distribucidn es mundial, aungue destaca principalmente en regiones con
climas tropicales. Se han reportado casos en mas de 30 paises de Africa.
América Latina, Asia, el Pacifico occidental y Australia; empero, en Africa
Occidental afecta al 22% de la poblacién. Los casos se concentran en zonas
geograficas cercanas a grandes masas de agua, como rios, lagos o pantanos
y, aunque las formas en las que se adguiere aun no se conocen con exactitud,
los estudios epidemiologicos y e uso de métodos moleculares han permitido
establecer la posible participacion de algunos insectos acudticos en el ciclo de
su transmisidn, asegurdndose que no existe indicio alguno gue sugiera el

contagio persona a persona (33, 35, 81, 82),
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Los factores de riesgo identificados hasta ahora inciuyen al turismo en las
Zonas endemicas y a la presencia de lesiones cutaneas que entran en

contacto con insectos © agua contaminada (33, 82).

La micolactona micobacteriana causa la necrosis de la piel y del tejido
subcutdneo y sus efectos inmunosupresoras favorecen el avance silencioso
de la enfermedad; la falta de fiebre o dolor se suma a la carencia de métodos
de diagndstico que permitan identificar répidamente al microorganismos, lo
que explica porqué las perscnas afectadas no reciben tratamientos tempranos

que posibiliten curaciones exitosas en menor tiempo (33, 82, 84).

Las lesiones implicadas pueden ser no ulcerativas (papulas, nddulos, placas
endurecidas ¢ edema), ulcerativas, cicatrizantes y hasta trastornos Gseos.
Durante la fase inicial aparece un nédulo indoloro que, en & caso de ser
extirpado, la enfermedad desaparece. Sin embarge, cuando no se aplica
tratamiento adecuade alguno, el nodulo evoluciona hacia una ulceracion
cutdnea masiva que posteriormente provoca la destruccidn de huesos y
drganos tales como mamas, ojos y genitales, llegando a originar incapacidad

permanente hasta en un 25% de los enfermos (33, 82).

La terapéutica con antibicticos no es efectiva cuando ya se ha desarroliado |a
dicera; en este sentido, los autores consideran que es probable que el
microorganismo no esté presente en las lesiones o que la destruccion del

tejido subcutaneo impide la entrada de tos fArmacos (33, 82).
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M. haemophilum. Esta micobacteria infecta piel, huesos, articulaciones,
puimones y ganglios linfaticos. Las lesiones cutdneas frecuentemente se
ulceran y se extienden por el pecho y las extremidades; de hecho, en
pacientes con SIDA, ias manifestaciones son precisamente de esta indole —

lesiones cutaneas diseminadas— (83).

M. terreae. Se asocia comunmente a tenosinovitis y, dentro de los factores
predisponentes, destaca ta practica de |a jardineria y la exposicion al suelo

(84).

Enfermedades nosocomiales

Bajo esta denominacidn se clasifica a las infecciones que se producan durante
la estancia en los hospitales y las manifestaciones clinicas implicadas
dependen en gran medida de la especie de MNT, de la ruta de infeccion y de

las condiciones médicas subyacentes (85).

La infeccitn del tracto respiratorio por M. fortuitum, M. chelonae y M. xenapi,
se asocia a la presencia de estos microorganismos en los sistemas de
abastecimiento de agua, maquinas de hielo, albercas de hidroterapia e
instrumental médico. También han reportado infecciones par M. fortuitum, M.
abscessus y M. chelonae en pacientes sometidos a didlisis, debido at uso de
agua o soluciones contaminadas para “limpiar” los filtros y reutilizarlos (14,

85).
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Otra infeccibn frecuente es la de piel y huesos; ésta suele localizarse en los
sitins de inyeccion y tiene su origen en el empleo de soluciones contaminadas.
Entre los microorganismos involucrados figuran M. fortuitum, M. xenopi, M.
chelonae y M, kansasii y, en €l caso de pacientes con SIDA con enfermedad
diseminada, se ha demostrado que los agentes causales provienen del agua

del hospital {85).

Las especies M. fortuitum, M. smegmatis, M. gordonae y M. chelonae han sido
aisladas de endocarditis posteriores a cirugias cardiacas y de infecciones en
incisiones quirdrgicas; su origen también implica al agua contaminada, pero
ofra causa consiste en la inadecuada esterilizacién del equipo quirrgico.
Otros frastomos intrahaspitalarios incluyen a la celulitis, infeccion de la pared
abdominal, meningitis, infeccidén espinal y otitis media; dichas patologias
aparecen después de ciertos procedimientos quinirgicos, tales como cirugias
dermatoldgicas, reparacién de hernias, toma de biopsias, uso de catéteres
peritoneales, inyecciones y cirugias cosméticas, entre las que destacan las
rinoplastias, liposuccion, mamoplastias de aumento y blefaroplastias (cirugia

de parpados) (14, 18, 24, 84),

Las infecciones derivadas del usc de catéteres son muy comunes y se
presentan mas frecuentemente en pacientes inmunodeprimidos; el proceso
patotdgico puede afectar al sitio de entrada, al tinel bajo la piel donde esta

colocado el catéter yfo al tarrente circulatorio (bacteremia). Generalmente, el

agente etioldgico es M. forfuitum, aunque también se ha detectado a M.
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abscessus, M. chelonae, M. immunogenum, M. peregrinum, M. mucogenicum,

M. smegmatis y M. septicum entre otras especies (14).

Otras enfermedades

M. abscessus, M. chefonae y M. fortuifum también figuran como agentes
causales de otitis media e infecciones corneales, e inclusive, la Gltima de
dichas especies llega a ocasionar mastoiditis (14, 85). M. necaurum se ha
asociado a enfermedades relacionadas con el uso de catéteres y el abuso de
drogas via infravenosa, pero también se ha sugerido que llega a infectar al

sistema nervioso central y producir demencia progresiva (54).

Considerando gue las MNT son microorganismos ubicuotas, es necesario
establecer una mayor cantidad de estudios epidemiolégicos tendientes a
profundizar en el conocimiento de las vias de transmision, a disefiar medidas
mas eficaces de prevencion y a identificar los grupos poblacionales

susceptibles a las infecciones ocasionadas por estos microorganismos.
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lll. FACTORES DE VIRULENCIA

La deteccion y caracterizacion de los mecanismos moleculares asociados a la
patogénesis de las enfermedades ocasionadas por micobacterias no

tuberculosas avanzan constantemente.

Los hallazgos logrados en esta materia estan resultando trascendentales, no
solo para entender los procesos relacionados con la patologia, sino también
porque se estan identificando potenciales “blancos” para la terapéutica; los
factores de patogenicidad representan determinantes en la colonizacion y
proliferacién micobacteriana en el hospedero, por lo que pueden catalogarse
como necesarios para la supervivencia del patégeno y ka patogenia de la

afeccién, pero por lo general no aplican para la nutricion.

Entre los factores de virutencia que se han ubicado en las MNT destacan los

siguientes:

= Micolactonas. Son macrélidos integrantes de una pequefia familia de
toxinas lipofilicas y se constituyen por una cadena de policétidos esterificada a
un centro de 12 atomos. Las ejemplifican las micolactonas A y B (consultar 1a

Figura 1} y sdlo se han detectado en Mycobacterium ulcerans, especie en la
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que se piensa funge como un factor que promueve la supervivencia en las
glandulas salivales de los insectos que habitan en las zonas en donde la
ulcera de Buruli es endémica. Las colonias de las cepas que las producen
presentan una celoracion amarillo pélido, mientras que las de las mutantes
micolactona negativa son blancas. Esta clase de compuestos parecen tener
actividad citotéxica, analgésica e inmunosupresora, siendo responsables de la
ausencia de respuestas inflamatorias en la enfermedad. De acuerdo con
modelos in vivo, la inyeccion subcutanea de micolatona purificada reproduce
la patologia causada por la infeccién con M. ulcerans; de hecho, las variantes
micolactona negativa son avirulentas, lo que refuerza las apreciaciones en el
sentido de que la toxina desempefia un papel fundamental en la patogénesis
(43, 46, 49).

Figura 1. Estructura de la micolactona A (isémero z en C-4')
y micolactona B {isdmero E) (102)

CHa CH3
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A nivel celular, esta clase de compuestos induce alteraciones en el
citoesquelsto, seguidas por un arresto del ciclo celular en la fase Go/Gy v,

eventualmente, induce la muerte celular via apoptosis, probablemente

mediarte |a activacion de las caspasas. Dado que son moléculas pequefias e
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hidrofébicas, parecen entrar a la célula mediante difusion pasiva, en lugar de
utilizar algun receptor, ya que en los diversos experimentos no se ha logrado
observar inhibicién competitiva ni saturacion. Estudios con fluorescencia han
revelado que la micolactona se acumula en el citoplasma, pero no en el
nicleo, y que se une lenta e irreversiblemente a un subconjunto de proteinas

citoplasmicas (97).

La sintesis de estas moléculas depende de proteinas que estén codificadas
en un grupo de seis genes, de los cuales tres se expresan para la produccién
de las policétido sintasas, enzimas importantes en la biosintesis. Los genes
misA1 y misA2 dan origen a las policétido sintasas del anillo central y el misB
a la cadena lateral, dichos genes residen en el plasmido pMUMOD1, de
174 kb, rico en secuencias de insercidn y con importante homologia en la
mayor parte de sus secuencias, lo que implica cierta inestabilidad y que su
evolucién ha sido recienie mediante miltiples eventos de recombinacién y

duplicacién (102, 104),

Las secuencias de insercion podrian mediar algunos rearreglos del plésmido,
originando que éste prasente diferentes tamafos, y que sus mapas muestren
deleciones en diferentes regiones. A pesar de esa variabilidad, se han
recuperado micolactonas relativamente homogéneas de las cepas aisladas en
diferentes regiones geogréficas, lo que sugiere que la toxina también
desempefia un papel fundamental en el ambiente, para la colonizacion y

permanencia en las glandulas salivales del insecto y propiciando la formacién
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de biopeliculas (102). Sin embargo, si existe heterogeneidad en cuanto a la
estructura y citotoxicidad de las micolactonas asociadas a cepas de M.
ulcerans aisladas en diferentes zonas del mundo, en congruencia con los

distintos grados de virulencia y de capacidad de transmisién a humanos {104).

El plasmido pMUMOO01 posee un focus de particion activa que asegura que las
células hijas reciban una copia del episoma durante la division celular. Las
micolactonas representan el primer ejemplo reportado, tanto de virulencia
micobacteriana residente en plasmidos, como de que fa transferencia
horizontal de genes y la pérdida de éstos son particularmente importantes en

la evolucion de la pétogénesis ligada a las micobacterias (102, 104).

= La envoltura celular, actia como una barrera de permeabilidad para
moieculas polares que, ademas, es resistente a la accion de los acidos, alcalis
y el hipoclorito; en tal contexto, esta catalogada como el principal factor de
virulencia de las MNT y se constituye por una capa interna integrada por
peptidoglicanos (acido N-glicalilmuramico) y polisacaridos arabinogalactanos,
a la cual rodea una capa externa conformada por proteinas, carbohidratos y
lipidos (consultar la Figura 2), que al parecer, confieren carga negativa a la
vsuperﬁcie bacteriana y actian como ‘“ligandos” que median la unién a los
magcréfagos Entre éstos destacan los &cidos micolicos, que inducen diferentes
respuestas por parte del hospedero y que varian entre ias distintas especies;

ademas, las moléculas expuestas suelen ser reconocidas por ciertos
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receptores celulares, lo gue facilita a la bacteria su supervivencia y

multiplicacion (38, 60, 105).

Figura 2. Envoltura celular de las micobacterias.
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Los hallazgos anteriores se han logrado utilizando moléculas purificadas, en
algunas de las cuales se ha comprobado su relevancia en la interaccion
micobacteria-células del hospedero. En esta clase de moléculas sobresalen
los Qlioolipidos fendlicos, glicopeptidolipidos, acil trehalosas, dimicolato de
trehalosa, poliacil trehalosas, lipooligosacaridos, fosfolipidos, triglicéridos,
Acidos micdlicos, lipoarabinomananas y fosfatidilinositol mandsidos; sin
embargo, aiin se discute extensamente acerca de su respectiva localizacién

exacta (116).

A continuacidn se describen las principales caracteristicas de las mas

destacadas.
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Glicopeptidolipidos {GPL). Representan los constitﬁyentes predominantes
de la envoltura de numerosas MNT y, aparentemente, son especificos de
cada especie. Una forma en la que estos compuestos parecen apoyar la
evasion de los mecanismos macrofagicos, es el siguiente: durante el
crecimiento intracelular dentro del fagosoma, los GPL se acumulan
contribuyendo a la formacién de una "capsula’ gque rodea y protege a las MNT
de |la accidn de las especies reactivas de oxigeno; sin embargo, no se conoce
a fondo la participacién de los GPL localizados en partes mas internas de la
envoltura celular o su contribucion a la permeabilidad celular (38, 105). Se les

puede dividir como sigue:
¥ Glicopeptidolipidos Iabiles al dlcali, s6lo presentes en M. xenopi, y

Glicopeptidolipidos tipo C, presenies en micobacterias saprofitas (M.
smegmatis), en patégenos oportunistas para el humano (M. avium
intracellulare, M. scrofulaceumn, M. peregrinum, M. chelonae, M. abscessus) y
en los gue infectan a animales (M. paratuberculosis, M. porcinum, M.
senegalense). Mo se han detectado en M. fuberculosis y M. kansasii, son
estables en é&lcalis, estdn compuestos por un ndcleo lipopeptidil (consultar ia
Figura 3), difieren en cuanto a su ndmero y naturaleza de monosacaridos
unidos al grupo hidroxilo de alo-Thr y/o ataninol, y pueden variar en el nimero
y patron de acetilacion y metilacion, por lo que muestran diferentes

propiedades cromatograficas y antigénicas (38, 60, 116).
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Figura 3. Estructura del ndcleo peptidil com(n de los
GPL tipo C de las micobacterias {38).
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Los GPL tipo C son responsables de la variacion antigénica, factor importante
en la evasién de la respuesta inmune, pero su participacién en la patogénesis
aun no se ha establecido con mas claridad; en un estudio se observé que son
de las moléculas mas activas que actian impidiendo la interaccion bacilo-
macréfago, pero también se ha sugerido su participacion en la internalizacion
micobacteriana, plantedndose que sus glicoconjugados cuentan con
receptores en la superficie de los macréfagos. En un experimento se
emplearon mutantes incapaces de producir GPL tipo C, revelandose que si
bien esa ausencia no afecta la capacidad de internalizacion, si altera Ia
cinética de su proceso, el cual es mas rapido; los autores consideran,
consecuentemente, que los GPL pueden enmascarar a los verdaderos
“ligandos” micobacterianos que interactian eficazmente con los receptores
situados en la superficie macrofagica o que, en su defecto, el grado de
hidrofobia en la superficie celular influye en el tiempo de internalizacion

bacteriana. Los receptores del macrofago a los cuales se podria estar
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impidiendo la interaccion incluyen a los de manosa (MR) v a los del
complemento (CR). En este estudio, también se observd que la ausencia de
GPL tipo C produce un aumento de la hidrofobia, afectando la permeabilidad

de la envoltura celular y la morfologia colonial (38,118).

Lipomanana (LMs) y lipoarabinomanana {L.AMs), Son lipoglicanos
complejos que abundan en la pared celular y desempefian una funcion muy
interesante que facilitaria la supervivencia de las micobacterias a la respuesta
inmune del hospedero: interactia con diferentes células del hospedero y
regufan la produccidn de citocinas pro-inflamatorias v anti-inflamatorias,
inhiben la actividad microbicida de los macrdfagos e impiden la proliferacion

de los linfocitos T (115).

Las LAMs se han aislado a partir de especies de crecimiento répido y de M.
smegmalis. Sus propiedades dependen de sus respectivas caracteristicas
estructurales y se constituyen por fres dominios estructurales: uno es el
fosfatidil-mio-inositol y a éste se unen los 2 restantes: un centro de D-manana
y un dominio terminal de D-arabinana que puede tener un residuo manosil o

fosfoinositol (28).

Se dividen en tres tipos: a) los manosilados (ManLAMSs), que se caracterizan
por tener oligosacaridos de manosa y se encuentran en especies patégenas
tales como M. avium y M. kansasii, b) los que poseen fosfoinositol (PILAM),

gue se han asilado de especies no patégenas como M. smegmatis, otras MCR
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no identificadas (Mycobacterium sp) y M. fortuitum; y ¢) los que no presentan

ningdn residuo {AraLAM), como los detectados en M. chelonae (consultar la

Figura 4) (13, 28, 50, 71, 115).

Todos estos glicolipidos son heterogéneos en cuanto a sus patrones de

acilacién y la ramificacién de sus dominios de arabinana y manana (115).

Figura 4.

Estructuras de las tres familias

representativas de las molécutas LAM (28).
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Las diversas formas de LAMs han sido implicadas en un amplio rango de

funciones bioldgicas, incluyendo {a inhibicion de la proliferacion de los

linfocitos T, la de la actividad microbicida de los macrafagos y fa neutralizacion

de las especies reactivas de oxigeno (EROS) (50). Por tal motivo, se suelen

clasificar como modulinas, por su capacidad de manipular al sistema inmune
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del hospedero, lo que desencadena muitiples vias de sefalizacion que
controlan la apoptosis y la produccidon de IL-12 por parte de los macréfagos y

las células dendriticas (28).

Se ha demostrado que, en ambas células del hospedero, los receptores tipo
toll (TLR), especialmente los TLRZ y TLR4, son esenciales para reconocer a
los diferentes componemtes de la pared celular micobacteriana vy,
posteriormente, activar los factores que inician la transcripcion de los genes
que codifican para diversas citocinas pro-inflamatorias. Asi, el CD14 asociado
al TLR2 ha sido descrito como receptor de la PILAM la cual, como también
ocurre con la LM, es una potente inductora de |a produccién de TNF-a, IL-8,
IL-6, 1L-12 y de ia propia apoptosis, debido probablemente a su residuo de
fosfainositol. También se ha observado que la LM, pero no la LAM, induce la
activacion de macréfagos, caracterizada por la expresion de CD40 y CD86,

asf como por la secrecidon de NQ- (13, 28, 71, 115).

La ManLAM es considerada como una molécula anti-inflamatoria que, al
unirse al receptor de mancsa (MR) o al DC-SIGN ({receptor especifico de
lectina tipo-C en las células dendriticas), provoca las respuestas que se
mencionan a continuacion permitiendo a la bacteria sobrevivir dentro de los

macrofagos (13, 28, 46, 50, 64, 71, 115):
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#Disminucion de la produccién de IL-12 y TNF-a por macréfagos y
células dendriticas estimulados por lipopolisacaridos.

& Inhibicion de |a respuesta del IFN-y.

# Prevencion de la maduracion de las células dendriticas.

# Induccion de la produccion de IL-10.

# No induccion de la apoptosis.

De acuerdo con ello, las enzimas que participarian en la sintesis de la LAM —a
partir del nucleo de LM-, serian determinantes para la virulencia de las

micobacterias.

Se ha sugerido que las ManLAM inhiben la fusidn del fagosoma con el
lisosoma; como es bien sabido, los lisosomas de los fagocitos profesionales
poseen bajo pH y contienen diversas enzimas liticas que actian sobre las
bacterias o parasitos que han sido fagocitados por el macrafago, de manera
que la inhibicidn de la fusidn es crucial para la supervivencia intracelular. El
mecanismo que se ha propuesto para explicar esta inhibicion, involucra la
interrupcién de la liberacion de Ca** por una via diferente a la del inositol
trifosfato, afectando la maduracion del fagosoma ai no aumentar la cantidad
de fosfoinositol-3-fosfato en las membranas, el cual es requerido para el
reclutamiento del péptido EEA1 (early endosomal antigen 1) y éste a su vez,
para el de marcaderes infracelulares como la sintaxina 6 y catepsina D. Al

afectar |a liberacién de Ca®", también se impide la fosforitacién del residuo
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S727 de Stat1 (transductor de senal y activador de la transcripcion 1), lo cual
es un evento critico en la activacion del gen que codifica para el IFN-y, una

citocina proinflamatoria {13).

Recientemente, se ha reconocido la regulacién de la apoptosis debido a que
el flujo de calcio aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
provocando [a liberacién de citocoromo C al citosol, y por lo tanto la formacion
del apoptsoma, cuyas caspasas activadas actian sobre proteinas y ADN. Asi,
es posible la existencia de un vinculo entre Ié capacidad de la ManLAM para

inhibir la apoptosis y la acumulacién de Ca®* en et macréfago (13).

Finalmente, es posible que ManLAM también afecte la sefializacion de
diversas vias promoviendo la supervivencia de la célula o bien inhibiendo la
respuesta ocasionada por el IFN-y (13). En resumen, las vias de sefalizacién

afectadas por ia cantidad de Ca®* se muestran en a figura 5.

Se ha viste que ManLAM también es secretado in vivo por macréfagos
infectados, lo que indica que las micobacterias pueden secretardo para
interferir la accién de las lectinas tipo-C producidas por las células dendriticas
y macrofagos, que son capturadas e internadas por los patégenocs y que
segun estudios recientes podrian influenciar la respuesta inmune a través de

sefializaciones cruzadas con TLR; asimismo, varios patgenos que se unen a

DC-SIGN y su homélogo 1-SIGN (expresado por células endoteliales en los




nadulos linfoides e higado), pueden escapar al sistema inmune e inhibir las
funciones celulares de las células dendriticas. La unién a L-SIGN puede
explicarse porque el patdgeno es rapidamente internado a los lisosomas, lo
que favorece su eliminacion; sin embargo, también resulta posible favorecer la

invasitn de los tejidos donde se encuentran estos receptores (64).

Figura 5. Efectos del aumento de Ca”* en la maduracion del fagosoma,
apoptosis ¥ la senalizacién del IFN-y en los macréfagos (13).
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En el caso de las LMs, se ha observado que el grado de manosilacion modula
ios efectos inductores en la produccién de citocinas, por lo que al tener
arabinana (LAMs) se previene la produccion de citocinas, esto dltimo se
atribuye a que el dominic de arabinana produce impedimento para que

interactde el dominio de manana (115).
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Dado que los LMs y LAMs coexisten en la pared celular de las micobacterias,
la proporcidn en la que se encuentren podria ser importante para su
Ccapacidad de modular la respuesta inmune vy la apopiosis, influenciando el

inicio de la infeccion (28).

Acidos micélicos. Estos representan un tercio (masa seca) de la envoltura
celular y corresponden a cadenas de acidos grasos de alto peso molecular
esterificados a los arabinogalactanos de ia pared celular. Su estructura
general es R-CH(OH)-CH(R)-COOH, donde R es una cadena de
meromicolato formada por 50 a 60 carbonos y R’ una cadena alifatica con 22
a 26 carbonos. Dichos compuestos confieren al microorganismo una gran
resistencia contra el dafo quimico, baja permeabilidad a diversos antibidticos
¥ a sustratos hidrofilicos, asi como resistencia a la deshidratacion. Los
cambios de temperatura, pHs bajos y solventes organicos pueden madificar la
proporcion existente entre sus acidos grasos saturados e insaturados, e
inducir la isomerizacion cis-trans y la ciclopropanacion, lo que puede ayudar a

mantener la fluidez de la membrana y su impermeabilidgad (45).

Las modificaciones estructuraies del meromicolato son inducidas por una
familia de metiltransferasas, y son importantes para la impermeabilidad de la
pared celular y la virulencia. En las cepas patégenas, dichos cambios también
pueden ser producidos por la expresion de genes que infroducen grupos
ciclopropilo en posiciones relativamente conservadas de la cadena de

meromicolato; por ejemplo, la sintasa codificada por el gen mmAZ coloca un
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ciclopropano en posicion distal, aumentando la resistencia de M. smegmalis al
dafic oxidativo, mientras que, cuando aguel es insertade en la posicion

proximal, lo que se incrementa es la impermeabilidad (21, 45).

Cuando la bacteria crece dentro de los macréfagos y el tejido pulmonar, 1a
cantidad de cetomicolatos empieza a ser mayor, lo que sugiere que esta clase
de micolatos es importante para la supervivencia micobacteriana durante la

infeccion (45).

Sin embargo, aln no se ha logrado establecer come afecta su composicion a
la funcidn de la pared celular, aunque se sabe que en una mutante de M.
smegmatis que acumula meromicolatos incompletos, aumentan notablemente

la permeabilidad y la fluidez de la pared (45).

Los genes kasA y kasB son fundamentales para la elongacién de los
micolatos. El primero codifica para una enzima que cataliza la extensidn inicial
de las cadenas de micolatos, por su parte, KasB permite alcanzar el famafio
total, lo que se traduce en cierta longitud de la cadena de acidos grasos para
conferirle permeabilidad a la pared celular y disminuir la susceptibilidad
micobacteriana, a los mecanismos de inmunidad innatos, tales como la
lisozima y las defensinas (péptidos antimicrobianos presentes en distinfos
tipos celulares, incluidos los neutrdfilos y macrdéfagos), y a las moléculas

pequefias e hidrofobicas tales como diversos antibidticos. Estudios recienies
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con M. marinum revelan que kasB aparenta participar en el establecimiento de

la infeccién e impide la eficaz fusidn fagolisosomal (45, 99).

Glicanos. Son los componentes predominantes de una capa en la envoltura
celular de las micobacterias que simula una capsula y suelen contener
residuos de glucosa, manosa o arabinosa. Estos compuestos podrian estar
involucrados en las interacciones iniciales de las MNT con los macréfagos y
neutréfilos, e inclusive, en ausencia de opsoninas reducen la captura del

bacilo por parte de los fagocitos profesionales (105).

Cabe sefialar que el grosor de la capa de glicanos también resulta importante
para la supervivencia micobacteriana dentro de las células del hospedero y
que su produccidon esta considerada entre los factores a través de los cuales

el microorganismo llega a "controlar” e! sitio anatémico de la infeccién {105).

2,3-Di-O-aciltrehalosa {DAT). Corresponde a un glicolipido localizado en la
capa exterior de la envoltura celular cuya estructura esta formada por dos
cadenas de acidos grasos y dos a-glucosas. En virtud de que no se encuentra
unido covalentemente a los peptidoglicanos, puede interactuar con las células
del hospedero y hasta insertarse en la membrana de estas dltimas, alterando
su funcionamiento global, se trate de células fagociticas o no fagociticas. En
M. fortuitum se ha encontrado que estos residuos pueden generar una

respuesta humoral, ademas de inhibir la proliferacion de linfocitos T por
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mitbgenos, fendomeno ajeno a algun efecto toxico sobre la célula o &
blastogénesis. Asi mismo, se ha observado que entre mas cortas son las

cadenas de acidos grasos, dicho efecto inmunomodulador aumenta (20).

Algunos ofros glicolipidos practicamente suprimen la funcion de los linfocitos
T, afectando tanto a las células T citotdxicas como a las presentadoras de
antigeno; Jos mecanismos implicados incluyen la interferencia de la
presentacion y la liberacion de factores inhibidores tales como la PGE-2. Se
ha sugerido que los sfectos inmunomoduladores de los glicolipidos son
inespecificos y pueden relacionarse con dafios en la membrana de las células

del sistema inmune, via su insercion en ella (90).

= Fosfolipasas. Las fosfolipasas manifiestan un amplio especiro de efectos
in vivo e in vifro, 10s cuales incluyen desde alteraciones menores en la
composicion de la membrana celular hasta fendémenos letales. Estas enzimas
se dividen en los siguientes cuatro grupos, dependiendo de la posicion del
enlace que hidrolizan en la molécula de sustrato: A1, A2, C y D. Las que han
demosirado tener una participacion importante en la patogénesis de las
rmicobacteriosis son la C y la D, aungue ésta ha sido detectada tanto en

especies virulentas como en las saprofitas (88, 99).

La fosfalipasa C (PlcC) es un factor de virulencia importante, también presente

en ofras bacterias, incluyendo a Closinidium perfringens, Bacillus cereus,

Fseudomonas aeruginosa y Listeria monocylogenes. Su actividad se ha
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reportado C en extractos de MNT patogenas tales como M. avium, M.
intracellulare, M. kansasii, M. ulcerans y M. marinum, resultando probable que
participe en la degradacion de la membrana del fagosoma o modificando su
permeabilidad, ademés de modular la respuesta inmune al activar la cascada
del acido araguidonico, lo cual interfiere la transduccidon de sefiales en las
células infectadas. Su expresion aumenta en los macrofagos, por lo que tal
vez desempefie un papel relevante en la infeccion del hospedero,
proporcionando nufrientes a la bacteria; los acidos grasos pueden representar
una importante fuente de carbono y energia, merced a la g-oxidacion y la via

del glioxilato (47, 88, 99).

Diversos estudios han demostrado que las fosfolipasas pueden ocasionar
hemdlisis al hidrolizar |a fosfatidilcolina y la esfingomielina aunque, de hecho,
también actlian sobre los fosfolipidos de membrana generando diacilgticerol;
lo anterior podria considerarse como un efecto adicional en la patogénesis de
las infecciones por mi_oobacterias, si bien sélo algunos autores sefialan esta
posibilidad, puesto que se ha observado que una hemdlisis debil induce la
produccién intensa de NO- haciendo a |la micobacteria mas susceptible a los
efectos bactericidas de los macrdfagos; y la hemdlisis intensa aumenta la

produccién de TNF-a por los macrdfagos infectados (47).

En los estudios correspondientes, todas las cepas productoras de fosfolipasa

C fueron hemoliticas; sin embargo, es preciso sefialar que algunas cepas




fosfolipasa C negativa, tales como M. fortuitum, también evidenciaron
actividad hemolitica, lo que se puede explicar faciimente aludiendo a la
posible presencia de hemolisinas no proteicas: se ha demostrado claramente
la actividad hemolitica extracelular después de haberse agregado proteinasas

© previo calentamiento (47).

= Adherencia, supervivencia y replicacién dentro de macrdfagos. Las
micobacterias patégenas difieren de las no virulentas en cuanto a que
interaccionan e invaden las células del hospedero con mayor eficacia, debido
a la hidrofobia de su superficie celular y a que pueden habilitar diversos
receptores 0 moléculas de adhesion presentes en la superficie “blanco”,
ademas de que al desarrollarse intracelulammente cuentan con mecanismos
que tes permiten obtener los nutrientes necesarios en el interior de la célula

infectada (5, 25, 37, 49, 119).

Utlizando como modelo cepas de M marinum (especie cercana
genéticamente a M. fuberculosis), se han logrado identificar dos foci,
denominados me/1 y mei2, los cuales aumentan la capacidad bacteriana para
infectar macrofagos. Ambos estén constituidos por 11 genes y codifican para
componentes meambranales o da secrecién (me/7) y para lipidos involucrados
en la adherencia e ingreso a las células del hospederc (mef2). Ademas, es
probable la existencia de dos transglutaminasas o cisteinproteasas en meft, lo
que resulta muy interesante debido a que las primeras pueden participar en la

transduccion de sefiales originadas en las células eucariontes y en la
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adherencia bacteriana a diversos receptores. Por su parte, el loci mel2 sélo
se encuentra en ciertas micobacterias, sugiriendo algin papel en la
patogénesis, y sus genes parecen estar relacionados con la biosintesis de

acidos grasos vy policétidos (37).

En M. avium se ha identificado una proteina con una secuencia de
aminoacidos similar a la de la HbhA (hemagiutinina de unidn a heparina) de
M. luberculosis. Ambas proteinas se unen al componente C3 del
complemento y su carga positiva le permite reaccionar con moléculas de
carga negaliva situadas sobre |la superficie de Ios macréfagos. Se une a
glicoconjugados sulfatados como la heparina, pero no a fibronecting,
galactosa o0 manosa, y podria mediar la adherencia a la célula "blanco” y a los
componentes de la matriz extracelular, e inclusive, participaria en |a

intemalizacion de la micobacteria a las células del hospedero (77).

Las investigaciones sobre la generacion y mantenimiento del fagosoma, asi
como acerca de las moléculas gue regulan su trafico, han revelado que la
patogenicidad de las micobacterias estd muy ligada a su capacidad para
sobrevivir dentro de los macrdfagos. Normmalmente, los microorganismos
fagocitados son degradados después de que los lisosomas se fusionan con el

fagosoma que los contiene; sin embargo, las micobacterias viven dentro de

éste, sin que ocurra su acidificacién ni la fusion fagolisosomal (25).




Se ha visto que la captura de M. avium por parte de los monacitos y
macrofagos se asocia a la presencia, en la superficie de estos Ultimos, de
integrinas, de los receptores CR3 y CR4, del de vitronectina y del de manosa;
aungue el microorganismo también se une a la fibronectina, a través de
moléculas tales como el antigeno 85, también conocido como proteina de
unidn a fibronectina y que corresponde a un complejo de tres proteinas
{antigenos 85A, 85B y 85C), las cuales tienen las siguientes funciones (38, 21,

27):

@ Como micoloiltransferasa (antigeno 85C), transfiiendo cadenas de
acidos micolicos a los derivados de trehalosa, para gue funcionen como
inmunomoduladores; ademas, cataliza la sintesis de micolatos unidos a
la pared celular para mantener la permeabilidad y fluidez de |a envoltura

celular.

© Se unen a la fibronectina para inducir la intemalizacion de la
micobacteria por parte de los macréfagos, a través de fagocitosis

mediada por complemento.

La bacteria manipula la sefnalizacion del hospedero, creando un
microambiente adecuado para su supervivencia y desamollo dentro del
macréfago, al margen de que el patdgeno es resistente a los mecanismos
oxidativos del fagocito. La generacidén del microambiente apropiado para las

MNT puede deberse a que, en el macréfago, se activan promotores después
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de 24 6 48 h, asociados a diversas actividades biologicas, entre las que

destacan (5, 27).

v la sintesis de nucledtidas (quaB3, corA)

¥ replicacion del ADN (dnaZXx)

v sintesis de policétidos (pks7)

¥ traduccién y modificacion de proteinas (infB, greA)
v metabolismo (nirB)

v" degradacién de macromoléculas (fipl)

Esa activacibn de los promotores también puede desencadenar algin
rearregleo de la envoltura cefular, aunque no puede descartarse que el
ambiente fagosomal ejerza cierta influencia sobre la expresion de los genes
de virulencia, o bien, que promueva la supresion de la expresion de algunos

genes del macréfago (27, 49, 118).

Por otro lado, es claro que la viruiencia micobacteriana depende de muchos
otros factores; por ejemplo, de la capacdad de la célula bacteriana para
incrementar su expresién del receptor para transferrina, necesario para su
procuracion de hierro. Como es bien sabido, dicho metal es fundamental para
la vida microbiana, va que resulta indispensable para la sintesis de
citocromas, forma parte del centro active de numerosas enzimas y es un

regulador de los genes de virulencia en la bacteria. Las principales molécutas

de transporte de hierro en las micobacienas son los siderdforos, agentes
48




quelantes que compiten por el hierro con el fagocite profesional, ain en el

interior del fagosoma (49, 118).

Las micobacterias producen dos clases de sideréforos: las micobactinas y las
exoquelinas, las primeras son derivados del dcido salicilico que contienen una
hidroxiariloxazolina y dos N-hidroxiamidas, todas las cuales conforman un sitio
de gran afinidad hacia el hierro. En realidad existen diversas micobactinas con
diferentes sustituyentes alquilo y acilo en el centro de la molécula, pudiéndose

dividir en dos grupos segun su solubilidad (22, 26):

> Las lipofilicas exhiben una cadena de acidos grasos (C10 a C20) con un

doble enlace (cominmente en C2).

> Las hidrofilicas, también denominadas carboximicobactinas o
exomicobactinas, son excretadas al medio para que se unan al metal y o
transfieran al interior de la célula bacteriana via las micobactinas

asociadas a la pared celular.

El intenso estudio de esta clase de moléculas ha permitido observar que las
deleciones o reemplazos en los genes encargados de la sintesis de

micobactinas afectan el crecimiento dentro de los macrdfagos {26).

Cabe sefalar que sélo en las micobacterias patdgenas se ha logrado

encontrar a las micobactinas hidrosolubles y que, en las saprifitas, los
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principales sideroforos son las exoquelinas, catalocgadas como péptidos
hidroxamatos, extracelulares e hidrofilicos; y cuyo proceso de transporte
requiere energia y un receptor, siendo similar al mecanismo presents en

Escherichia coli (22, 26).

Las micobacterias patdgenas y las sapréfitas cuentan con sistemas de
transporte de hierro, pero solo en las primeras se ha confirmado un aumento
de fa concentracidn de hierro dentro de las primeras 24 h despues de la
fagocitosis y al existir una disminucion del metal en el medio; también se ha
detectado un incremento en la expresién de otros genes que codifican para
otras proteinas de unién, como el fecB, cuyo producto puede estar involucrado
en el transporte de hierro en forma de citrato, indicando la posible existencia
de otros mecanismos que permiien a la bacteria continuar con su crecimiento

y supervivencia (118, 119).

= Inhibicién de la formacion del fagolisosoma. Normalmente, una bacteria
es internalizada a los fagocitos dentro de vesiculas denominadas fagosomas,
las cuales progresivamente se acidifican y se fusionan con los lisosomas,
dando lugar a estructuras conocidas como fagolisosomas o lisosomas
secundarios; para que ello ocurra, el fagosoma debe adquiriy componentes
especificos de superficie como Rab5 (GTPasa que regula la fusion de
membranas del endosoma temprano} y los fosfoinositoles que, junto con
Rab5, reclutan numerosos efectores, entre los que destaca el antigeno del

endosoma temprano 1, que permiten el acoptamiento y fusidn membranales
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(65). Despues, el fagosoma pierde estos marcadores y adquiere otros, como
Rab7 y glicoproteinas lisosomales asociadas a membrang, los cuales median

la fusién con los lisosomas (3).

En contraparte, las micobacterias impiden la fusién fagosoma-lisosoma y
pueden crecer dentro del macrofago. A tal respecto, se afirma que interfieren
el reciclaje de las proteinas Rab (evitando la adquisicién de marcadores del
endosoma tardio), retienen a las proteinas de unidn a actina coronin 1
(conocidas como TACO o P57 y cuya participacion se ha comprobado en Ia
organizacion del citoesqueleto y la fusién de vesiculas) y desorganizan la red
de filamentos de actina encargados de dar direccion al endosoma hacia su
“sitio blanco”. Ademas, a pesar de que no se forma el fagolisosoma, se han
observado interacciones entre el fagosoma y el endosoma, con o que la
bacteria puede adquiric transferrina y ofros nutrientes esenciales para su

crecimienta intracelular (5, 3, 37).

Otros mecanismos que inhiben la maduracién del fagosoma en fagolisosoma,

incluyen (5, 25, 27, 48, 120):
Inhibicién de ia transcripcion y la actividad de enzimas lisosomales

protecliticas —como la catepsina D- que son marcadores lisosomales, o

aumento de la expresién de a1 antitripsina.
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Evitar la acidificacion de las vacuolas que contienen a la micobacteria en
el interior del macrdfago al impedir 1a expresién de la H*-ATPasa, que

actua como bomba de protones, en la superficie de la vacuola.

M Algunos lipidos interfieren el trafico de proteinas provenientes del

complejo de Golgi, o bien, inhiben la respuesta producida por IFN-y.

Activacion de genes especificos que permiten a las micobacterias

sobrevivir dentro del fagolisosoma.

Se piensa que las serin/treonin protein cinasas (Pkn) tienen una
participacién importante en la supervivencia de la micobacteria dentro del
macrofago, asi como en la inhibicién de la fusion con los lisosomas, aunque

su funcién adn no esta clara (120).

Entre las cinasas mas estudiadas destaca la PknG, la cual no presenta
dominios transmembranales, se localiza en el citoplasma y esta codificada por
el gen pknG. En este contexto, se ha observado que las micobacterias no
patogénicas no expresan la PknG, por o que la formacién del fagolisosoma
ocurre rapidamente y mueren por efecto de los compuestos bactericidas
presentes; por el contrario, las patdgenas expresan la enzima, tardan una
hora en ser intemélizadas en el macrifago, pueden proliferar en su interior y

se evita la fusion del fagosoma con el lisosoms (120},
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{La modulacion de la fusion fagosoma-lisosoma por pare de la PknG podria
acurrir via la fosforilacion de las proteinas del fagocito; en todo caso, los
experimentos han demostrado un daro incremento en la secrecion de la

enzima después de que la micobacteria ha sido internalizada (120).

Algunos estudios revelan que las Pkn que permiten la supervivencia de las
micobacterias, son similares a las de los eucariontes y son producto de la co-
evolucion entre micobacterias y células hospederas. Resulta interesante haber
encontrado genes de cinasas de eucariontes en diversos genomas
bacterianos, aunque en la mayoria de los procariontes, su expresion se ha
perdido porque no son necesarios para el crecimiento de la bactena, por lo
gue el hecho de enconfrarlas en las micobacterias patogenas es un indicio de

la importancia que tienen estas enzimas para su virulencia (120},

La supervivencia de las micobacterias dentro del fagosoma también se ha
asociado a la expresion del gen mig; éste codifica para una acil-coenzima A
involucrada en la activacion de los acidos grasos libres, para que sean
degradados por la §-oxidacion o funjan como intermediarios en la sintesis de
acidos grasos mas largos, lipoproteinas o glicolipidos. La B-oxidacidén puede
estar relacionada con la biosintesis de glucosa a través de la via del glioxilato,
lo que también sustentaria !a supervivencia de la bacteria deniro del
macréfago, merced a la presencia de enzimas tales como la isocitrato liasa y

la malato sintasa, de la via de! glioxilato (21). Considerando que los acidos
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grasos pueden ser precursores de algunos efectores en fa respuesta inmune,
también es posible que la enzima en un principio ayude a destoxificar a través

de la unién con la coenzima A y la subsecuente p-oxidacion (76).

= Escape del fagosoma. A pesar de la similitud existente entre las
micobacterias patégenas, se ha logrado establecer que sélo algunas cepas de
M. marinum son capaces de escapar del fagosoma y liberarse hacia el
citoplasma; ademas, lo que sorprende es su comportamiento posterior
andlogo al de Shigella sp vy Uisteria monocytogenes: adsorbe colas de actina
de la membrana fagasémica durante el escape y adquiers movilidad mediante
la potimerizacidn-despolimerizacion de dicha proteina contractil, tal como si se
tratara de una cometa. Ello propicia su propagacién hacia otras células,
intercelularmente, sin entrar en contacto con el medio extracelular; esta
caracteristica parece guardar alguna relacion con la capacidad de producir
hemdlisis y, aparentemente, los genes que inducen la polimerizacion de la
actiné s6lo son activados durante la infeccién, para consolidaria y diseminarla

(99).

= Formacion de granufomas. Las especies del MAC y W, marinum pueden
causar infecciones persistentes dando lugar a lesiones conocidas como
granulomas, en las cuales se mantiene un nimero estable de bacterias. Los
granulomas estan integrados por macrdfagos evolucionados a células

epitelioides y algunas ofras células del sistema inmune que son reclutadas.




Los experimentos muestran que, en el interior de los granulomas, se expresa
la mayoria de los genes que también lo hacen en la fase logaritmica del
crecimiento bacteriano, por lo que es posible que la bacteria haya entrado en
un equilibrio dindmico con el sisterna inmune del hospedero. Asi mismo, se ha
observado que otros genes solo se manifiestan durante la permanencia
micobacteriana en el granuloma, conduciendo a la produccion de proteinas
involucradas en la respuesta a condiciones de estrés, entre las cuales

destacan ias serinftreonin protein cinasas (20).

= Productos de genes micobacterianos que responden a la oxidacién.
Uno de los mecanismos bactericidas que aplican ios macréfages en contra de
los agentes invasores se relaciona con la elaboracion ylo liberacién de EROS,
destacando el anién superoxido {0Oy), el peréxido de hidrégeno (HyOs), el
radical hidroxilo (OH) y el oxigeno singulete ('O;). Por tal motivo, la
supervivencia microbiana dentro del macréfago depende de su resistencia a
esas EROS, la cual reside en enzimas gue las modifican o degradan, tales
como el complejo catalasas-peroxidasas + superéxido dismutasa, también

eficaces en cuanto a su participacion en la resistencia a isoniazida (5).

Catalasa-peroxidasa. La catalasa descompone al Hx02 en agua y oxigeno,
igual que sucede con la peroxidasa, aunque esta Uitima acopla el oxigeno
naciente a algin compuesto organico que termina siendo oxidado; ambas

utilizan al grupo heme como cofactor. Las micobacterias producen enzimas de

las dos clases, entre las que destacan las siguientes (consuiltar la Tabla 1) (5):
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¥ KatG (catalasa T}. Esta enzima es inducible, femola‘bil, miembro de las
hiperperoxidasas tipo | (HPI), posee actividad de catalasa-psroxidasa ¥

es resistente a aminotriazol.

v KatE (catalasa M). Esta catalasa-peroxidasa es termoestable, no

inducible, pertenece al grupc HPIly es sensible a aminotriazol.

v Catalasa (catalasa A). Descrita en cepas de M avium y M.
infracellufare, es similar a la caialasa KatE HPIl, pero con mayor

resistencia a altas temperaturas y mas hidroféhica.

v Alquilhidroperoxidasa (AhpC). Es una enzima inducible que protege

a la bacteria de los peroxidos, especialmente en ausencia de Kat(.

Superéxido dismutasa (SOD). Cataliza la dismutacion del radical superéxido
a H:0» y oxigeno, asocidndose a hierro, cobre-zinc o manganeso. M.
smegmatis produce una SOD con manganeso, mientras que, los patrones de
inhibicién de la actividad de la enzima en M. avium, M. intracellulare y M.
scrofulaceum, sugieren que presentan hiemo y manganeso; es oportuno
mencionar que dichos estudios fueron realizados con extractos crudos y no
con la enzima purificada. Por otra parte, el gen sodA de M. avium, codifica
para una 50D de 23 kDa, conformada por 207 aminoacidos con gran similitud
ala de M. fuberculosis y M. leprae y es exportada en grandes cantidades al

medio extracelular (5).




Tabhla 1. Catalasa-peroxidasas y superdxido dismutasas presentes en
micobacterias no tuberculosas (5).

. Catalasa-peroxidasa

Especie HPI HPII SOD Otras
M. asiaticum KatG KatE No detectada |No detectada
M. aurum No detectada KatE No delectada |No detectada
M. avium KatG KatE S0D No detectada

M. intraceilulare KatG KaiE S0D AhpC
M. gordonae KatG KatE No detectada |No detectada
M. kansasif KatG KatE No detectada |No detectada
M. phei No detectada | No detectada SOD No detectada
M. scrofulaceum KatG KatE No detectada |No detectada
M. smegmatis KatG No detectada S0D No detectada
M. terrae No detectada KatE No detectada | No detectada
M. xenopi KatG No detectada | No detectada |No detectada

Estos tipos de enzimas se consideran relevantes factores de virulencia ya
que, una vez que las bacterias han sido engullidas por los fagocitos
profesionales, son expusstas a EROS y especies reactivas de nitrageno
{ERN) producidas por estos Ultimos. En tal sentido, al menos las EROS son
neutralizadas por ellas, lo que representa una gran posibilidad de
supervivencia intracelular para las micobacterias. Evidentemente, es de
esperarse que existan otros factores decisivos para que se logre la residencia
intracelular de las micobacterias, incluidos la permeabilidad u otros sistemas
enziméticos, por el momento, se tienen reportes confusos en cuanto a la

susceptibilidad de las cepas que presentan mutaciones en alguno de los

genes de las catalasa-peroxidasas y de la SOD (5).

Por otro lado, mas que las ERQS, las ERN, entre las que destaca el dxido
nitrico (NO+}, han sido identificadas como responsables de la muerte de las

micobacterias dentro de los macrofagos alveolares;, a este respecto, es
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conveniente considerar que se ha demostrado que la KatG de M. fuberculosis
presenta actividad de oxinitratasa, lo que podria neutralizar a dichos
compuestos nitrogenados, y que numerosas cepas catalasa positiva son
sensibles a las ERN, por lo que es posible que existan otros sistemas de
destoxificacién, como el reportado en M. fortuitum, consistente en la expresion
de! gen noxR/ cuyo producto aparenta conferir resistencia a las ERN:
inclusive, se han dstectado mecanismos asociados a algunos componentes
de la pared celular, los cuales no interactian con receptores en los
macrofagos, lo que disminuye la induccion de la produccién de NO- por parie

de esta célula sucarionte (73).

= Proteinas. En numerosas bacterias patdgenas se ha evidenciado la
capacidad de translocar proteinas efectoras hacia las células hospederas con
el objeto de sobrevivir. Algunas de las moléculas proteicas en cuestion son las

siguientes:

Proteinas ESAT-6 ("blanco” antigénico de excrecion temprana; 6 kDa) y CFP-
10. Ambas estan codificadas por fa regién de diferencia 1 {RD1), su ausencia
en M. maninum se ha asociado a un crecimiento defectuoso deniro del
macrofago y se piensa que son requeridas para la citdlisis y la invasion de los
tejidos del hospedero (99). En modelos experimentales, la RD1 promueve la
muerte de los macréfagos y su agregacion, lo que favorece la diseminacion de

la bacteria al contar con mas sitios en donde crecer (117).
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Proteinas PE-PGRS. Los miembros de la familia PE se caracterizan por
presentar un mofif de prolina y acido glutamico muy conservado en el extrermo
amino terminal; las proteinas PE-PGRS tienen el dominio PE y en el extremo
carboxilo terminal evidencian repeticiones ciclicas de Gly-Gly-Ala o Gly-Gly-
Asn codificadas por las PGRS (polymorphic GC-rich repelitive sequences).
Las secuencias que codifican estas proteinas se han identificado, en cantidad
variable, en todos los genomas de micobacterias que han sido estudiados, por
ejemplo en M. marinum hay aproximadamente de 80 a 140 genes de PE-

PGRS, mientras en M. avium y M. smegmatis menos de 10 genes (25).

Si bien sus funciones se desconocen, se sabe gque se activan una vez dentro
del macréfago y se especula que inhiben la presentacién del antigeno o que
promueven la variacion antigénica in vivo, con lo que las micobacterias
pueden evadir la respuesta inmune; diversos autores iambién sugieren que
las proteinas PE-PGRS participan en eventos de adhesidn celular
favoreciendo la interaccion con los macrofagos (12, 25). Estudios realizados
en M. marinum muestran que se localizan en la superficie de la bacteria y que
las cepas con mutaciones en los genes que las codifican no crecen dentro de

éstos ni persisten en los granulomas {99).

Proteinas de choque térmico (Hsp). Estas proteinas desencadenan alguna
respuesta tendiente a la supervivencia de las células —microbianas u
hospederas— expuestas a incrementos repentinos de temperatura o a

condiciones de estrés, la induccidn de su expresion permite mantener la
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integndad celular, contribuye a la sefializacion de la respuesta inmune y al
reconocimiento del patdgeno. En el hospedero, las Hsp participan como
moléculas chaperonas favoreciendo la presentacion por MHCI, por lo que la
expresion constitutiva o sobre-expresion de las Hsp bacterianas reducen su
supervivencia; asi una alteracién parcial en la regulacion de estas proteinas
impacta en la virulencia: disminuye la capacidad para establecer una infeccion
cronica, ya que dichas moléculas resultan necesarias para la supervivencia

dentro del fagocito (101).

Proteina exportadora de repeticién (erp). Presenta tres dominios: el amino
terminal esta altamente conservado e incluye una sefial de secuencia, la
region central es variable y tiene repeticiones del motif PGLTS, y el dominio C-
terminal es conservado y rico en prolina y alanina. Originalmente, se
consideraba como un factor de virulencia exclusivo del complejo M.
tuberculosis y M. leprae; sin embargo, se ha demostrado que se trata de una
proteina extracelular proeducida por especies patdgenas y saprdfitas (M.
smegmaltis). De hecho, se ha detectado en M. avium, M. marninum, M. Xenopi,
M. paratuberculosis y M. ulcerans. Observaciones efectuadas en mutaciones
que implican al gen erp, incluyen una morfologia colonial diferente —por lo que
es posible que la proteina contribuya 2 mantener la estructura de la pared
celular—, asi como la incapacidad para establecer una infeccion exitosa in vitro

e in vivo (30).




= Fotocromogenicidad. En el caso de M. marinum, el pigmento amarilic de
tipo carotenoide que sintetiza al reproducirse exponiéndose a la luz, le
confiere resistencia al dafio foto-oxidativo eliminando el 'O, y las especies
daninas como *0OH, Oz y HxO; formadas por la radiacion UV. La produccion
de dicho pigmento es posible merced a los genes criB y corfl, cuyas eventuales
mutaciones suelen traducirse en incapacidad para sobrevivir intracelularmente

¥ una mayor susceptibilidad al oxigeno singulete (29).

= Resistencia a las condiciones 4cidas. La infeccion de M. avium en los
pacientes con SIDA oturre principalmente a través del intestino, lo que

demuestra que la bacteria resiste las condiciones acidas del estémago (10).

De hecho, se ha cobservado que, independientemente de la fase de
crecimiento, M. avium resiste la exposicion a un pH de 2 vy que su viabilidad
solo disminuye significativamente cuando la incubacion bajo dichas
condiciones se prolonga hasta las 24 h. Evidentemente, en el fendmeno
inciden muy diversos factores; por gjemplo, Ias bacterias en fase estacionaria
incubadas durante un dia son mas tolerantes al 4cido, debido posiblemente a
la regulacién positiva de la expresion del gen sigE: la proteina resultante (%)
es integrante de una familia de moléculas responsables del reconocimiento
del promotor y de la regulacidén de otros genes; es inducida por condiciones de
esirés y se ha observado queé; las mutantes defectuosas disminuyen la

capacidad para crecer dentro del macrdfago y para interferir la respuesia
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inmune; adicionalmente, modula a genes que codifican para proteinas y

enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de &cidos grasos (10, 72).

Es importante mencionar que M. avium no requiere adaptarse previamente a
las condiciones de acidez, tal como se ha descrito para Salmonella
fyphimurium y Shigelfa fiexneri, ello quiza se deba a que la pared celular de la
micobacteria no necesita sintetizar di novo a las proteinas, lipidos y
carbohidratos implicados en la resistencia, e inclusive, podria ocurrir que su
proteccion provenga de la produccion e incorporacion de glutamato tal como

lo hace Escherichia coli (10).

= Resistencia a fdrmacos. La mayoria de las micobacterias son resistentes
a algunc de los agentes terapéuticos utilizados normalmente como
antimicobaterianos y su susceptibilidad varia entre los diferentes miembros del
grupo. La prevalencia y extension de la resistencia estd aumentando,
convirtiéndose en un problema seric que dificulta el tratamienio de las
enfermedades que producen. Los farmacos como la  claritromicing,
azitromicina, rifabutina, etambutol, amikacina, clofazamina y fluoroguinolonas,
que son efectivas en los aislamientos primarios, pierden efectividad a menos

de que sean administrados en combinacion (100, 123).

La resistencia intrinseca de las micobacterias es una propiedad causada por

la baja permeabilidad que los Acidos micdlicos dan a la pared celular, aunque
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fambién estan involucrados otros factores como el eflujo y la inactivacion

enzimatica (68, 100).

A continuacidn se describen brevemente los aspectos ascciados a los

mecanismos de resistencia a varios farmacos.

Los micotioles de la envoltura celular consisten en una N-acetil-L-cisteina
unida a un pseudodisacdrido, d-glucosamina y mio-inositol; se biosintetizan a
través de cuatro pasos (consultar la Figura B) y desempefian funciones
relacionadas con un sistema de destoxificacién para ayudar a la bacteria a

sobrevivir en condiciones de estrés oxidativo y por antibidticos (87).

Figura 6. Ruta biosintética del micofiol (87, 80).
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Las mutantes que carecen de micotioles son mas susceptibles a diversos
agentes oxidantes y alquilantes como diamida, hidroperoxido de cumeno,

nitrofurantoina, plumbagina y yodoacetamida. Los patrones de susceptibilidad
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a estos agentes y antibidticos varian en cepas con mutaciones en alguna de
las enzimas involucradas en la biosintesis de los micctioles, lo que se ha

atribuido a la regulacion o activacién de otros sistemas enzimaticos (87).

La susceptibilidad a los antibidticos puede variar en colonias de la misma
especie debido a las diferencias en la morfologia, esto se ha observado en M.
celatum y micobacterias del complejo M. avium-intraceliulare al utilizar
rifampicina, isoniazida y pirazinamida. Las colonias pueden ser fisas opacas y
lisas transparentes (consuitar la Figura 7), siendo éstas Ultimas mas virulentas
al multiplicarse faciimente en el interior del fagocito, mientras las opacas

forman filamentos que répidamente invaden y destruyen al macréfago (42).

Figura 7. (a) Colonias lisas opacas observadas en microscopio
estereoscopico. (b) Colonias lisas transparentes observadas con
microscopio invertido (42).

Durante la infeccién con una variante opaca se forman colonias intermedias
transparentes-opacas, lo que es indicativo de la seleccibn del fenotipo
transparente para mantener la infeccién. Los factores que ocasionan el

cambio en la morfologia no se conocen (42).




El eflujo fue identificado en las micobacterias desde 1996, es un mecanismo
que produce la disminucidén en la acumulacion intracelular de un farmaco a
través de transportadores de diversas familias como ia ABC (casete de unién
a ATP) y MFS {superfamilia principal de transportadores facilitadores). El
estudic de estos transportadores se ha dificultado por la obtencidon de
mutantes deficientes en su expresion, por lo que sus funciones deben ser

esenciales para la célula (68).

Diversos estudios demuestran que la bomba de eflujo LfrA participa en la
resistencia a fluoroquinolonas, tetraciclinas e isoniazida, y la proteina
codificada por e gen emrE produce un aumento en la resistencia a
fluoroquinolonas. También se han identificado deleciones en homdlogos del
gen Rv1877 de M tuberculosis, que hacen a las cepas susceptibles a

eritromicina, tetraciclina y kanamicina, pera no a fluoroquinclonas (68).

En la resistencia a fluoroquinolonas participan otros factores ademas del
aumento en la expresién de los transportadores de eflujo, tales como
alteraciones en los genes gyrA y gwB de la girasa del DNA, la unica
topoisomerasa tipo Il de las micobacterias; estos cambios son sustituciones
en las regiones que determinan la resistencia a quinolonas (QRDRs) en las
subunidades A y B de la enzima. Estas mutaciones son detectadas para

complementar las pruebas de susceptibilidad (29, 75, 100).
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Et pentapeptido codificado por el gen mfpA no ha sido identificado como
bomba de eflujo, pero su expresion o mutaciones que la favorezcan,
incrementa notablemente a resistencia a fluoroquinolonas, probablemente por
interacciones hidrofébicas con estas moléculas. Junto con otras proteinas
homélogas, es posible que protejan a la micobacteria de sustancias
producidas por otras bacterias, plantas o incluso por ellas mismas, aunque no

§e cuenta con evidencia que apoye la hipdtesis (75).

La capa externa puede ser atravesada por dos vias: la hidrofébica,
caracterizada por la naturaleza de las interacciones con la membrana, y la
hidrofilica (o porinas) cuyas propiedades estan determinadas por las proteinas
del canal. En M. smegmalis se han identificado diversas porinas: MspA -
principal via de difusién-, MspB, MspC y MspD. En M. chelonae, M. phiei y M.
foruitum se han localizado porinas similares a MspA. Las porinas estan
involucradas en el transporte de antibiéticos y Ias cepas mutantes deficientes
en éstas son resistentes a quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol y trimetoprim

(81, 100}

La resistencia a fdrmacos como la vancomicina, rifampicina y eritromicina se
debe a que son excluidos por su hidrofobicidad y su tamafioc molecular les
impide el paso a través de la porina, cuyo didmetro es de 1 nm. Las
deleciones en el gen mspA aumentan notablemente el nivel de resistencia a

los farmacos mencionados (81, 100).




La resistencia a D-cicloserina se ha asociado a la sobreproduccidn de las
enzimas “blanco”: D-alanina racemasa (Alr) y D-alanina: D-alanina ligasa {Ddl),
las cuales participan en la biosintesis de peptidoglicanos. En el caso de que

stlo se sobre-exprese el gen ddf la resistencia es menor (43).

En el caso de los macrélidos, la resistencia es comuin en muchas MCR como
M. fortuitum, M. smegmatis y M. mageritense. Cominmente es ocasionada
por alteraciones en nucléotidos del ARNr 23S, pero existe otro factor
involucrado: la presencia del gen erm, que produce una metilasa que
transfiere uno o dos grupos metilo a una adenina en la region de la
peptidiliransferasa del ARNr 23S, |a metilacion en ese sitio ocasiona que el
ribosoma se una en menor grado a este grupo de farmacos. Cabe sefialar que
la metilasa del gen erm también confiere resistencia cruzada a lincosamida y
estreptogramina B; aunque ésta de igual forma se debe a la expresion de
bombas de eflujo, como mefA y msrA, y enzimas que inactivan los farmacos

(79).

El mecanismo de resistencia a rifampicina no es muy conocido, en la mayoria
de los casos se han identificado mutacioﬁes en el gen rpoB, que codifica para
la subunidad B de la RNA polimerasa —"sitio blanco” de la rifampicina-, aunque
€s posible que exista otro mecanismo, dado que se han encontrado cepas de

M. kansasii resistentes sin alguna mutacién en el gen mencionado. Se debe
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hacer notar que las cepas con alta resistencia tampoco son susceptibles a

ofras rifamicinas como la rifabutina (63).

La resistencia a etionamida es causada por la sobre-produccion de la proteina
EthR, un represor autorregulado de ia expresion de la enzima EthA, flavin

monooxigenasa que activa a la etionamida (87).

La resistencia a linezdlido ha sido asociada principalmente a mutaciones
ribosomales que ocurren en el operén nrn del ARNr, especificamente es una
mutacion puntual {2447G-U) en el ARNr 238, sitio catalitico involucrado en la
formacién del enlace peptidico; aunque al tener muchas copias del operdn,

una sola mutacion no ocasicna resistencia (92).

La isoniazida es muy efectiva en contra de M. tuberculosis, aungue es casi
'100 veces menos activa en cepas de M. avium. Se piensa gue lz KatG
necesita H»0; para convertir la isoniazida a su forma activa y ésta inhibe la
enoil ACP reductasa, pero al existir mutaciones en los genes de la catalasa-
peroxidasa KatG o una segunda enzima que elimine el H20-, 1a isoniazida no
puede ser activada. Lo anterior lo demuestran estudios en M. avium, donde la
resistencia intrinseca a isoniazida se debe a la presencia de una segunda
catalasa que imterfiere con la actividad del farmaco y algo similar sucede en
cepas resistentes de M. smegmatis, en las que se ha detectado la actividad de

la alquithidroperoxidasa (AhpC) (5).
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Tambien se ha identificado que las mutaciones en los genes de enzimas
participantes en la sintesis de acidos micdlicos confieren resistencia a
isoniazida, tal es el caso de las alteraciones en el gen inhA de la enoil ACP
reductasa, que en M. smegmatis, ademas, confiere resistencia a etionamida

(5, 87).
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagndstico inicial de las enfermedades por micobacterias esta basado en
datos clinicos, y para que sea definitivo, se debe realizar la deteccion directa e

identificacion de la especie en el laboratorio clinico (98).

Algunas de las estrategias utilizadas para la identificacion de las especies del
género Mycobacterium, incluyen ia observacion de las propiedades tintorisles,
morfologia colonial, pruebas bioguimicas y en pocas ocasiones, |a inoculacion
en animales susceptibles para observar la patogenicidad. Sin embargo, al
reconocer otras especies de micobacterias como agentes infecciosos, ha sido

necesario contar con ¢riterios adicionales de identificacion (16).

Es oportuno recordar que el aisiamiento, identificacién y pruebas de
susceptibilidad a farmacos de las micobacterias de importancia clinica,
demora muchas semanas al utilizar las técnicas tradicionales, por lo que en
los Jtimos afos se han desarrollado métodos para reducir los tiempos de

diagnostico de semanas a dias {98).

Una vez recolectada la muestra, & procedimiento de diagndstico usual

involucra su descontaminacion y digestion, la examinacién microscdpica en
70




busqueda de bacilos Acido resistentes (BAAR), el aislamiento del
microorganismo a través de su cultivo, identificacidn y realizacion de pruebas

de susceptibilidad & farmacos (98).

Muestra. Un diagndstico exitoso depende de la calidad de la muestra
recolectada, las técnicas de transporte, procesamiento y cultivo. Si es posible,
la muestra debe ser tomada directamente de las lesiones u érganos
afectados, por lo que se abtiene a través de biopsias y procedimientos como
lavados gastricos o broncoalveolares. También pueden recolectarse orina,
liguido cefalorraquideo, liquido pleural, sangre, materia fecal vy pus.
Particularmente, en el caso de los pacientes con SIDA o
inmunocomprometidos, se han obtenido buenos resultades con muestras de

sangre periférica o médula dsea {44, 51, 62).

Debido a que la mayoria de las muestras pueden contener microorganismos
que proliferan rapidamente e impedirian el desarrollo de las micobacterias en
un medio de cultivo, es recomendable que la muesira se refrigere si su

analisis se retrasara y anfes de procesarla debe descontaminarse {44, 51).

Lamentablemente, no existe un método ideal para la descontaminacién y
digestion de las muestras. Dado que las MNT son méas sensibles a agentes
como hidroxido de sodio (NaQH), la descontaminacion tiene que ser mas

suave (82). Para las muestras contaminadas con fiora habitual, se utiliza N-

acetil-Lcisteina para favorecer la liberacion de los microorganismos de la
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mucina o células (licuefaccién} e NaOH al 1-2% como descontaminante,
posterionmente se recuperan las micobacterias por centrifugacién a =3000g.
Para la descontaminacion también se utiliza cido oxdlico, el cual resulta muy
utii si las muestras contienen bhacilos Gram negativos, en particutar
Pseudomonas y Proteus. Si la muestra proviene de sitios normalmente

estériles puede procesarse sin descontaminar {44, 98).

Examinacién histopatolégica. Este procedimiento ha resultado muy Util en
las infecciones por MAC para demostrar la existencia de granulomas en
muestras de aspirados o biopsias de médula dsea, higado o nddulos linfaticos

(62).

Cultivo. Para optimizar la recuperacion de las MNT a través del cultivo, se
requiere una combinacion de distintos medios, por lo menos se deben utilizar
uno sélido y uno liquido. La mayoria de las MNT crecen en los medios
comﬁnmente utilizados como el Kirchner, Léwenstein-Jensen, Middlebrook
{7H9, TH10 y 7H11) y agar o caldo Dubos, aunque es necesario mencionar
los siguientes requerimientos especiales que tienen algunas especies: M.
haemophilum necesita fierro, el cual puede suplementarse con citrato amonico
férrico, hemina (factor X), o bien obtenerse a partir de medios con sangre
como el agar chocolate. Por su parte, M. gevanense y M. paratuberculosis

necesitan que el medio esté enriquecido con micobactina J (51, 121).
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El cultivo tiene una sensibilidad de 80-85%, permite detectar hasta 10
bacterias/mL, su especificidad es del 98% y pueden utilizarse medios sdlidos
o liquidos. La mayoria de las especies crecen muy lento, pero al utilizar
medios liquidos se disminuye el tiempo de deteccion a 1 & 3 semanas; sin
embargo, los medios sélidos —qus necesitan de 3 a 8 semanas de incubacion-
soNn necesarios para algunas especies gue no crecen en medios liquidos,

coma M. haemophilum (51, 98).

Los componentes mas frecuentes en los medios son: acidos grasos,
albimina, glicerol, huevo coagulado, harina de papa, hidrolizado de caseina,
dextrosa, etc. Para aumentar su selectividad, pueden contener colorantes
como verde de malaquita o agentes inhibitorios a los cuales Mycobacterium es
resistente: polimixina, Acido nalidixico, lincomicina, anfotericina B o

cicloheximida (44).

Frecuentemente se utiliza el sistema radiométrico de medio liquido BACTEC
porque permite detectar el crecimiento micobacteriano en poco tiempo.
Consta de un caldo con palmitato marcado con '*C como Gnica fuente de
carbono, al ser metabolizado por la bacteria se produce 'CO, cuya
radiactividad es detectada con el instrumento BACTEC, el cual transforma ia
informacion en un indice de crecimiento. A pesar de que se han desarrollado
otros métodos, el BACTEC 460 -el primer sistema que se utilizé- sigue siendo
el mas rapido y sensible, pero se debe tener en consideracion el manejo de

los desechos radiactivos (121).
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Los cultivos deben incubarse en una atmdsfera con 5 a 10% de CO, vy
humedad elevada. La temperatura de incubacién varia entre las especies de
micobacterias, por ejemplo. M. uicerans y M. marinum requieren 30°C; la
mayoria de las micobacterias patégenas crecen a 35°C y M. xenopi lo hace a
45°C, de manera que ia temperatura se seleccionard de acuerdo al

microorganismo del que se sospeche (62).

Microscopia. El analisis microscopico de un cultivo sélido o liquido sirve para
hacer un diagnostico presuntivo y una estimacion cuantitativa que permita
establecer el estado de la infeccion, aungue no es posible distinguir -entre
especies. Para lograr la observacion de las micobacterias es necesario hacer
uso de algunas técnicas de tincibn. En el laboratoric se utilizan
tradicionalmente tres tipos de tinciones para la deteccion de BAAR: Ziehl-

Neelsen, Kinyoun y fluoracromao (44, 51, 121).

Es probable que los acidos micdlicos de la pared celular de las micobacterias
formen complejos con los colorantes basicos que se utilizan en las tinciones y
contribuyan con la acido-alcohol resistencia, caracteristica que el género
Mycobacterium comparte parciaimente con Legionefla micdadei y algunas

especies de Nocardia y Rhodococcus (44).

La tincidn con carbolfucsina (Ziehl-Neelsen) es 1a técnica baciloscopica mas
empleada en el laboratorio clinico y requiere que las extensionas se calienten

para que el colorante penetre mejor en la pared celular. Posteriormente se
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decolora la extensidn con alcohol acido para detectar la presencia de BAAR.
E! métoda de la fincidn de Kinyoun es similar al de la tincién de Ziehl-Neelsen,
pero sin calentamiento. Utitizando la tincion de Ziehl-Neselsen se tiene una
sensibilidad de 5x10° BAAR/mL, aunque algunos autores sugieren que puede
aumentar con la concentracidon de la muestra; sin embargo hay quienes
exponen lo contrario y lo atribuyen a que no todas las micobacterias
sedimentan por la centrifugacién. La tincidn con flurorocromo (rodamina-
auramina} es mas sensible que las convencionales con carbolfucsina y el
tiempo de examinacion de una muestra puede reducirse, pero una desventaja

es que muchas MCR pueden no aparecer fluorescentes (44, 121).

La baja sensiblidad de los métodos de tincion tradicionales ha favorecido el
uso de la hibridacion in situ fluorescente (FISH), la cual utiliza péptidos de
acidos nucleicos (PANs), moléculas parecidas al ADN en las que se ha
sustituido el azlicar fosfatado por una poliamida (por lo que no tienen carga
negativa), tienen flexibilidad conformacional y se unen a una secuencia
especifica de ADN o ARN estableciendo una interaccién mas fuerte que la de
ADN-ADN (consultar la Figura 8). La. naturaleza hidrofdbica de los PANs
permite que atraviesen facilmente la pared celular. E! PAN es marcado con
isotiocianato de fiuoresceina, permitiendo la deteccidon de la unidn con un
microscopio de fluorescencia. En las pruebas comerciales los oligdmeros PAN
(15 oligonucledtidos) estan disefiados para unirse a la secuencia del ARNr
16S ¢ 238 si se frata de una MNT o una del complejo M. tubercufosis

respectivamente (34, 51, 58, 121).
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Figura 8. Estructuras quimicas de ADN y PAN. El PAN consiste en
unidades de N-(2-aminoetil) glicina enlazadas covalentemente a una
base (B). B indica adenina, citosina, guanina ¢ timina.

et

Tﬁl? - xg_)

Tomado de Stender, H. ef af {1999).
Journal of Clinical Microbiology 37(9): 2760-2765

La técnica FISH permite diferenciar entre especies del compiejo
M. tuberculosis y MNT, lo que es dtil en los casos de infeccién con mas de
una especie, pero aun no se cuentan con las pruebas para identificar a
diversas MNT como M. fortuitum, M. flavescens, M. marinum, M. peregrinum y

M. xenopi (34, 58, 67).

Identificacion. Después de la tincion para detectar BAAR, se inoculan los
medios de cultivo para evaluar las caracteristicas fenotipicas de los
aislamientos, ias cuales permiten identificar la mayoria de las micobacterias

de importancia clinica (44).

Las caracteristicas de desarrollo a considerar incluyen la produccién de
pigmento, morfologia colonial, velocidad y temperatura de desamollo. En
general, las colonias de las MNT son grandes (de 2 a 5 mm de diametro), con

bordes imegulares y de aspecto granuiar {44).
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Una vez que la micobacteria se ha ubicado en un subgrupo preliminar
siguiendo la clasificacién de Runyon, se siembran las pruebas bioguimicas

que permiten su identificacion definitiva a nivel de especie o complejo (44).

Dentro de las pruebas bioguimicas que se utilizan con este fin se incluyen:
produccion de niacina, reduccion de nitratos, hidrdlisis de  tween-80,
arilsulfatasa, ureasa, reduccidn de telurito, sensibilidad a la hidrazida det cido
tiofen-2-carboxilico (TCH), catalasa (cualitativa, cuantitativa, termoesabie),
pirazinamidasa, tolerancia al NaCl 5%, captura de hierro, benzamidasa,
acetamidasa, slantoinasa, nicotinamidasa, succinamidasa y crecimiento en

agar MacConkey sin cristal vicleta, entre otras (14, 32, 62, 89).

Las tablas 2, 3, 4 y 5 resumen las pruebas bioquimicas para llevar a cabo ia

identificacién de algunas MNT de importancia clinica (14, 44, 57, 70).
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Es importante mencionar que las reacciones bioguimicas pueden variar entre
los aislamientos de una misma especie, ademas requieren mucho tiempo y no
son concluyentes para ciertas MCR como M. peregrinum, M. mucogenicum,
M. immunogenum, M. goodii y M. fortuitum, o bien, su interpretacion se
complica porque ha aumentado el nimero de especies o su aislamiento no es
comun (9, 62). Por lo anterior, se ha recomendado como altemativa para la
identificacion de las MCR e uso de pruebas de utilizacion de carbohidratos
{fructosa, manitol, sorbitol, inositol, galactosa, irehalosa, xilosa, ramnosa,
arabinosa), asi como estudios moleculares y el andlisis de los lipidos de las
micobacterias a través de cromatografia de liquidos de alta resolucion {CLAR)

y cromatografia en capa fina (CCF) (14, 62).

Recientemente se han desarrollado otras técnicas como la espectroscopia de
masa laser de desorcidnfionizacion asistida por matriz (MALDI-TOF MS), que
permite la caracterizacién fenotipica de las células, lisados o productos
badenanos como lipopolisacéridos y proteinas; ésta se ha propuesto para
identificar en el ADN una regién de 500 pb del gen que codifica para el ARNr
168, obteniendo un espectro de masas para cada tipo de micobacteria (67).
También se han usadc métodos de serotipificacién para M. avium, M.
intracellufare y M. scrofulaceum; permitiendo asociar algunos serotipos de M.

avium a las enfermedades en los pacientes con SIDA (62).

Entre los métodos que se utilizan para lograr diferenciaciones méas sutiles

entre las especies destacan los siguientes:
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» Métodos moleculares

Las técnicas tradicionales antes descritas requieren largos tiempos de espera
para obtener resultados, por lo que se ha favorecido el desarrollo de diversos
métodos moleculares para la idenfificacion y realizacion de pruebas de
susceptibilidad, permitiendo ademas la deteccion de los &cidos nucleicos de

las micobacterias directamente de ia muestra (98, 121},

Los metodos moleculares ofrecen muchas ventajas en comparacién con las
técnicas convencionales: los resultados son obtenidos rapidamente, son
confiables y reproducibles; adn cuande los cultivos esten contaminados o
mezclados pueden ser analizados y los secuenciadores y programas para

analizarlos son técnicamente mas sencillos y rapidos (98).

En virtud de lo anterior, estas técnicas son utilizadas cada vez méas en los
laboratorios clinicos. Se han desarrollado pruebas de acidos nucleicos para
detectar en el genoma micobacteriano las secuencias hipervariables de las
regiones conservadas, en donde estén presentes deleciones, inserciones o
mutaciones puntuales (109). Asi mismo, se cuenta con pruebas para
identificar los aislamientos a través de la amplificacion de un fragmento
especifico mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y el uso de
técnicas de “fingerprinting” como ia slectroforesis en gel de campo pulsante,

RAPD-PCR. arbitrario (polimorfismo de fragmentos de ADN amplificados al
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azar), polimorfismo de ARNr, tipificacion de elementos de repeticion o
insercidn, tipificacion de plésmido_s y polimorfismos de un solo gen (62, 121).
En este contexto, los principales genes o secuencias Gtiles para la distincion

entre especies de micobacterias son (23, 29, 124);

» ARNr 165 y el gen que lo = espaciadores internos que se
codifica transcriben (ITS)

> hsp6s @ rpoB

o gen de la proteina de 32-kDa » dnaJl

@ sod » gyrB

» recA » secuencias de insercién

Pruehas de acidos nucleicos.

Los métodos se basan en la hibridacién de ADN espacifico de cada especie
con los acidos nucleicos liberados de la bacteria. Las sondas estan marcadas
con éster de acridinio y los resultados se miden con un lumindmetro, El

método puede desammollarse aproximadamente an 2 h(98).

Actualmente estan disponibles pruebas comerciales de ADN (AccuProbe,
Gen-Probe Inc.) para la identificacién de las especies con mayor importancia
clinica como M. avium, M. infraceilulare, M. kansasii, M. gordonae y las del
complejo M. fuberculosis, aunque es necesario hacer una prueba por

separado para cada especie. Desafortunadamente no se cuenta con sondas
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para fodas las especies patdgenas, por lo que deben utilizarse métodos de

identificacion adicionales.

Estas pruebas han sido evaluadas en ia practica clinica y resultan rapidas,
sensibles y especificas (100%) cuando se tienen al menos 10° organismos
presentes, lo que impide su uso directamente en las muestras. Es importante
considerar que para M. kansasii la especificidad es de 87% y algunos subtipos
de esta especie na reaccionan con ia sonda del kit. Con frecuencia se han
reportado falsos negativos atribuidos a una cantidad de indculo insuficiente,
lisis inoombleta © & la variabilidad de |a secuencia *blanco’, de manera que es

necesario repetir el andlisis para su verificacién (23, 51, 98, 121).
Métodos basados en PCR.

La PCR ha encontrado aplicacién en la deteccién de patogenos microbianos
revolucionando la préctica diagnéstica de enfermedades infecciosas. En
general, los métodos consisten en la amplificacién del ADN por PCR utilizando
iniciadores especificos y la posterior secuenciacion de los amplicones
obtenidos. El microorganismo es identificado al comparar la secuencia deal
producto con una secuencia de referencia que se puede consultar en bases
de datos como GenBank (hitp:/iwww.nchinih.gov/Genbank), RIDOM
{(http:/Awww.ridom.def) y bibliotecas ribosomales
(http:/frdp.cme.msu.edufindex jsp), entre ofras; aunque s2 debe tener

precaucion al utilizarlas porque algunas de éstas -como GenBank- no son
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monitoreadas (23, 98). Algunos autores consideran que los resultados de
identificacion utilizando la secuenciacion de productos de PCR son m&s

exactos que los obtenidos por CLAR (23).

Se ha propuesto utilizar solo la PCR sin la secuenciacion, aunque es
importante hacer notar que a pesar de |a alta especificidad, su sensibilidad es
significativamente menor a la del cultive, por lo que para aumentarla se debe
realizar un segundo PCR para amplificar nuevamente una determinada

secuencia (121).

Los métodos basados en la PCR han permitido la deteccién directa de
especies cuyo cultivo en medios convencionales se dificulta, asi como la
identificacion de especies que no habian sido clasificadas (98). Se han
desarrollado técnicas con PCR para ta rapida identificacion de diversas MNT

como M. avium, M. intracefllufare y M. paratuberculosis (62).

A continuacidén se describen brevemente Jos aspectos asociados a los
principales genes y técnicas moleculares que se utilizan para el diagndstico de

enfermedades producidas por MNT.

La secuencia que se emplea cominmente con propositos de identificacion es
la del ARNr 1685, la cual también ha permitido el reconocimiento de muchas
especies por primera vez. De igual forma, resulta importante la secuencia del

gen que lo codifica, conocido como 168 ADNr (23, 62, 109).
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El ARNr 16S esta integrado por 1,500 nucledtidos, es codificado por el gen
165 /DNA, éste se encuentra en todas las especies bacterianas y tiene
regiones comunes altamente conservadas, asi como variaciones que se
concentran en areas especificas. En las micobacterias, los nucledtidos de
interés son aquellos que comparten todos los miembros del género
Mycobacterium y las regiones hipervariables A y B; localizadas en las hélices
8, 9, 10, 11 (regidn A) y 18 (region B) de Ia estructura secundaria (consultar la
Figura 10). Para propésitos de identificacion la region A es suficiente, pero la
B puede ser considerada como confirmatoria, aunque en muchos casos su
secuencia es compartida por algunas especies o puede variar en pocas bases

aln cuando se observen diferencias fenotipicas importantes (98, 109).

Figura 10. Modelo de Ia estructura secundaria del gen 168 ADNr, las
lineas dobles indican regiones variables o hipervariables, las lineas
negras se refieren a regiones muy conservadas, V1 a V9 sefialan las
regiones de mayor variabilidad (109).

Para la identificacién de las micobacterias en una muestra, se deben
considerar las variaciones en el nimero de copias del gen. Las especies de

crecimiento lento tienen solo una, Io que se refleja en su habilidad para la
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sintesis de ribosomas e indirectamente en el iempo de crecimiento; las MCR
tienen dos copias, con excepcién de M, chelonae y M. abscessus, quienes
tienen varios promotores gue aumentan el potencial de sintesis de ribosomas

(32, 109).

Cabe mencionar que no es posible diferenciar entre M. malmosnse y M.
szulgai, asi como M. absessus de M. chelonae y M. marinum de M. ulcerans.
Algo similar ocurre con M. kansasii, patdgeno importante que tiene secuencias
idénticas a las de M, gastri, una especie no patdgena; de manera que para
diferenciarlas es necesario secuenciar regiones adicionales o utilizar otras
técnicas moleculares como el analisis de los RFLP (polimorfismos de iongifud

de los fragmentos de restriccion) (98, 124).

Existen diversas pruebas comerciales basadas en la amplificacién del gen del

ARNr 163, entre las que destacan:

¢ AMPLICOR (Roche). Lieva a cabo la hibridacién de los productos de PCR
{marcados con biotina) con sondas especificas. Posteriormente, se afiade
peroxidasa de rabano conjugada a avidina, la cual se une a la biotina de los
amplicones. El conjugado reacciona con peroxido y 3,3,5,5-tetrametil
benzidina en dimetilformamida para formar un complejo colorido que puede
ser medido con un espectrofotometro. El tiempo aproximado para obtener

resultados es de 6.5 h (98).
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@ LightCycler {(Roche Diagnostics). Este sistema se basa en la amplificacion
del ARNr 165 por PCR tiempo real con hibridacién flucrogénica, utilizando el
principio de ftransferencia de energia de rescnancia fluorescente (FRET).
Resulta util para la deteccion de micobacterias en muestras clinicas o de
cultivos y ademas realiza el analisis de las curvas de desnaturalizacién
(consultar la Figura 11), lo que permite la diferenciacidn entre especies
cercanas; aunque es importante sefialar que las curvas de algunas MNT se
enciman, por lo que se debe relacionar los resultados con las manifestaciones
clinicas. El método permite obtener resultados rapidos (45 min} porque los
cambios de temperatura de la reaccion de amplificacién se hacen con aire

caliente o a temperatura ambiente (65).

Figura 11. Curvas de desnaturalizacion de M. tuberculosis
{TB), M. kansasii (MK) y M. infracefiufare (MI} (95).
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La especificidad de la prueba estd dada por oligonucledtidos especificos
marcados con dos sustancias que fluorescen por FRET (65). Mientras se

incrementa la temperatura lentamente, se monitorea la fluorescencia de dos

sondas oue previamente se unen a la secuencia de interés, asi que la lectura
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disminuira cuando se desnaturalicen. La temperatura de desnaturalizacion
estd determinada por diversos factores como la longitud de la sonda, el
contenido de GC y el grado de homologia entre la sonda y la secuencia

*blanco” (65).

El sistema es muy sensible (100%) para diversas especies de MNT como M.
kansasii, M. avium, M. intraceflulare, M. marinum y MCR, aunque no para M.

gordonae (95),

Se debe considerar que este sistema no reemplaza la secuenciacion directa,
pero puede ayudar a la répida identificacién y diferenciacion de las especies

de micobacterias si no es posible llevar a cabo la secuenciacion (65).

Otro gen (til para la identificacidon de micobacterias es el de la proteina de
choque térmico de 65-kDa (hsp65), esta muy conservado entre las especies
de MNT y presenta regiones hipervariables cuyas secuencias pueden ser
tiles para la identificacion a través del andlisis de RFLP, para lo cual se
utifizan enzimas de restriccion (cominmente BstEll y Haelll) en los productos
de amplificacion de un fragmento de 441 pb conocido como el fragmento de
Telenti. Los productos de digestion son separados con electroforesis en geles
de agarosa, presentando un patrén de bandas que es especifico de cada
especie (consultar la Figura 12). Segin algunos autores, permite identificar 34

especies y subespecies de micobacterias, aunque algunas tienen patrones
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comunes o bien pueden encontrarse miltiples patrones en una sola especie

(109, 121).

Los resultados reportados con este método coinciden en 85.2% con otras
técnicas de identificacion y las variaciones se presentan frecuentemente con
cepas de M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. scrofulaceum y M. terrae
(124).

Figura 12. Analisis de restriccidn enziméatica. Ge! de electroforesis de
productos de digestion de los amplificados de hsp65 de M. avium y M.
intracellulare, utilizando BStEIl y Haelll. Las lineas 1 a 6 tienen los
productos utilizando BstE!l correspondientes a M. avium (1 a 3), MAC
(4) y M. intracelfulare (5 y 8). Las lineas 7 a 12 son los productos de
digestién con Haelll (96).
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£l analisis de RFLP también puede realizarse con el gen dnaJ y el del ARNr
165, pero requiere de varias digestiones con enzimas y los resultadas no son
faciles de interpretar por las pequenas diferencias en el tamafio de los

fragmentos después de la digestién (668).

Los genes de la proteina de 32-kDa y la region de ITS (altamente

polimdrfica), ubicada entre los genes de los ARN ribosomales 16S y 235,
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también han sido caracterizados con fines de identificacion, ya que Ia
diversidad de sus secuencias permite distinguir entre las micobacterias de
importancia clinica como M. aviurm, M. chelonae, M. scrofulaceum, M.
ufcerans, M. kansasi, M. gastri y otras micobacterias, con excepcion de las

que forman et complejo M. tuberculosis. (62, 98, 109).

El método de amplificacion por PCR que tiene como “blanco” los ITS se basa
en las variaciones del tamafo de los amplicones, ademas de que se puede
establecer si la especie es de crecimiento rapido o lento porque tienen dos
copias de las regiones ITS (visualizéﬁdose como dos bandas) (23).
Recientemente, se ha desarrollado una nueva prueba llamada INNO-LIPA
Mycabacteria {Innogenetics N.V.), que tiene como “blanco” esta regién (124).
La prueba permite identificar simultaneamente 16 especies de micobacterias,
como las integrantes del complejo M. iuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M.
gordonae, M. avium, M. scrofulaceum, M. chelonae, M. malmoense y M.
haemophilum, aunque no puede diferenciar ente M. marinum y M. ulcerans.
Tiene como ventaja que puede ser utilizado para identificar cultivos viejos o no
viables, a diferencia de otros métodos que solo sirven con organismos activos
{94, 110). En la prueba se realiza la hibridacion reversa de los productos de
PCR marcados con bictina en una tira de papel que contiene las sondas de
las micobacterias (95). Al adicionar estreptovidina marcada con fosfatasa
alcalina y un sustrato cromogeno, se forma un precipitado plrpura-café en

donde huba hibridacién (110).
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La sensibilidad reportada es de 100% y su especificidad de 94.4 a 100%,
siendo adecuado para la deteccion y diferenciacion de la mayoria de las
micobacterias de importancia clinica. Sin embargo, el método no ha resultado
completamente satisfactorio, debido al costo y el tiempo que requiere (6 h),
por lo que se dificulta su implementacién en el laboratorio clinico, de manera
que no esta disponible en muchos paises, ni siquiera en Estados Unidos (94,

95, 110, 122).

La secuenciacién del gen recA también es una opcidn at realizar la
identificacion de las MNT. Se encuentra en todas las micobacteras porque
tiene una funcion importante en |a recombinacion y reparacion del ADN, asi
como en la respuesta SOS al inducir 20 genes involugrados con la sintesis de
ADN y la division celular. Resulta una caracteristica importante que entre las
especies su secuencia varia por mdltiples sustituciones de nucledtidos en el

tercer codon (9).

El andlisis del gen de la subunidad B de la ARN polimerasa (rpoB) ha
permitido la identificacién de diversas micobacterias a través de métodos
como hibridacién, secuenciacién y andlisis de polimorfismos, pero las
limitadas diferencias entre las secuencias de cada especie lo han dificultado;
por ejemplo, en el caso del andlisis de restriccidn esto provoca que en
ocasiones sea necesario el uso de mas de dos enzimas para diferenciar entre

especies, aungue un estudio ha reportado buenos resultadas utitizando solo la
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enzima Mspl, y en aigunos casos una segunda enzima como Heelll, Sau3Al o

Hincll (66).

Un estudio reciente propone la identificacion de diversas especies a través de
un fragmento de 700-pb del gen secA1, que contiene regiones hipervariables
y cuyas secuencias muesiran muchas sustituciones que originan diferencias
en los aminoacidos de la proteina SecA, lo que no ocume con genes
tradicionalmente utilizados como recA y rpoB; factores que hacen a ese gen
un “blanco” adecuado para fines de diagndstico. Segun los autores del
estudio, el analisis del gen secAf, permite diferenciar entre M. gasti y M.
kansasii, asi como M. abscessus de M. chelonae y M. marinum de M.
uleerans, pero se deben realizar trabajos con otras especies y evaluar si es

posible su uso directamente en las muesfras (124).

Entre las secuencias de insercién que son amplificadas para la identificacién

de algunas especies destacan (19, 94, 103):

= 1S900. Especifica de M. paratuberculosis

= 18S901/902. Presentes en M. avium, M. paratuberculosis y M. silvaticum
= 182404. Especifica de M. vicerans

> 1S2606. Presente en M. vicerans y M. marinum

= 1S1245. Para M. avium

> 181395, Para M. xenopi




Otro métado que utiliza técnicas moleculares es la deteccion directa en tejido
embebido en parafina, el cual ha resultado un avance importante en el
diagnostico de enfermedades micobacterianas al ser especialmente til

cuando no se logra su cultivo o el diagnéstico es incierto {14).

Microarreglos de ADN o arreglos de oligonucléotidos de alta densidad.

Estas técnicas ofrecen la posibilidad de examinar grandes cantidades de
secuencias de ADN con una sola hibridacion después de llevar a cabo la
descontaminacion de la muestra, requiriendo un tiempo aproximado de 4 h
para obtener resultados. La técnica estd basada en la hibridacién de
nucledtidos de prueba con los amplicones marcados con fluorescencia,
emitiendo una sefial fluorescente detectada por una camara. Los nucledtidos
de prueba se basan en 82 secuencias Unicas del ARNr 188 y 51 secuencias
que tienen una sola mutacién del gen rpoB, permitiendo la discriminacién de
54 especies de micobacterias. También pueden usarse oligonucledtidos

basados en la secuencia del gen gyrB (94, 98).

¥ Andlisis de acidos micélicos.

Los acidos micdlicos son acidos grasos B-hidroxilados que tienen cadenas

laterales largas en la posicidn «, son los mayores componentes de la pared

celular de las micobactenas, y difieren en el nimero de atomos de carbonos
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-de 60 a 90-, y por la presencia de grupos funcionales. Generalmente, el
patron de acidos micdlicos varia entre especies, por lo que son utiizados para
su identificacion en taboratorios de referencia, ya sea a través de CCF, CLAR

0 con cromatografia gas-liquido (CGL) (109).

La CCF permite diferenciar los ésteres de los diferentes tipos de acidos
micolicos: Tipo | (a-micolatos), tipo Il {o'-micolatos), tipo 1 {metoximicolatos),
tipo IV (cetomicolatos), tipo V (epoximicolatos), tipo VI (ésteres de ceras) y
tipo VIl {o-1-metoximicolatos). El tipo | estd presente en todas las
micobacterias, el tipo VIl sélo se encuentra en algunas especies de MCR no
pigmentadas como M. senegalense, M. alves, M. porcinum, M. fortuitum y M
peregrinum. Los otros tipos estan distribuidos entre las diferentes especies,
pero la mayoria de éstas no contienen mas de dos o tres tipos de Acidos
micdlicos, aunque es importante sefalar que muchos patrones son
compartidos por méas de una especie por el limitado nimero de tipos de acidos

micdlicos {109),

El analisis con CCF requiere que los acidos micolicos sean liberados de la
pared celular, son extraidos como micolatos por medio de una metil
esterificacion, después la muestra se coloca en una placa de silica gel para
que se separen por la accidn de una fase movil. Para identificarios, se
compara el factor de retencion (Rf) con el de los acidos de una cepa de

referencia comido paralelamente {109).




La técnica de CLAR separa los acidos micdlicos en base a su polaridad y la
longitud de sus cadenas. Para la identificacion, se efectia la comparacion
visual del cromatograma con uno obtenido de una especie de referencia. En el
cromatograma, el orden de los picos mas grandes, el nimero de grupos de
picos (sencillos, dobles, triples o multiples), sus tiempos de retencion y su
altura, son informacion importante, puestc que cada especie estd

caracterizada por un patron particular {consultar la Figura 13) (14, 16).

Figura 13. Cromategramas UV-CLAR

caracteristicos (16):

A. M. marinum (un grupec de picos)

B. Complejo M. fortuitum (dos grupos
de picos)

C. M. austroafricanum (tres grupos de
picos)

Para obtener el cromatograma, es necesano liberar los acidos micélicos a
través de saponificacidn y la extraccidn con cloroformo, luego se forman
derivados como ésteres de bromofenacilo que absorben al UV y aumentan la
sensibilidad (16). El extracto es inyectado en una columna de fase reversa,

donde se utiliza como fase mévil metanol y cloruro de metileno (108}. Como
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metodo de deteccion se utiliza |la absorcion al UV a una longitud de onda de
254 a 260 nm. Recientemente se ha aumentado la sensibilidad (de 16 a 26
veces mas) a través del marcaje con compuestos fluorescentes {cumarinas),
tecnica que se conoce como FL-CLAR. El derivado obtenido es excitado a 285

nM y suU emision se registra a 340 nm (14, 16).

La deteccién usando fluorescencia tiene como ventaja que requiere menor
biomasa que el método con UV, pero se necesita una manipulacion cuidadosa
de la muestra para evitar contaminacién cruzada y se debe monitorear que no
se arrastren acidos micdlicos de andlisis anteriores. Los patrones de las
especies de lento crecimiento son estables pero los cromatogramas obtenidos
con FL-CLAR de las MCR son comparables con los realizados utilizando la
absorcién al UV (UV-CLAR), solo bajo condiciones estandarizadas de medio
de cultivo, tiempo y temperatura de incubacién, pusesto que diferentes
condiciones de crecimiento pueden causar diversos patrones de &cidos
micdlicos como respuesta adaptativa y provocar dificultades para la
identificacion, aunque es importante mencionar que esos cambios parecen ser
especificos de cada‘ especie, ademas se debe considerar que la mayoria de
los aislamientos de M. chelonae, M. abscessus y M. immunogenum no
pueden ser diferenciados uno de otro. Lo mismo ocurre con las especies de

los grupos M. fortuitum, el complejo M. fortuitum tercera biovariedad y los del

grupo M. smegmatis (14, 16, 109).
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El método puede ser Otil para la identificacién si se utiliza en conjunto con
otras técnicas y bajo condiciones estandarizadas. Aungque una muestra puede
procesarse en dos horas, resulta una desventaja que el andlisis con UV
produzea grandes cantidades de residuos conformados por mezclas de
solventes organicos como cloroformo, metanol y cloruro de metileno; ademas
de gue el equipo necesario es costoso y puede estar fuera del alcance de los

laboratorios clinicos (14, 16, 121).

Dentro de las especies de MNT que se pueden identificar por CLAR
encuentran. M. gordonae, M. avium, M. kansasii, M. terrae, M. xenopi,

flavescens, M. scrofulaceum, M. mucogenicum, M. gasti, M. falfax,

T 2 T 38

interfectum, M. ulcerans, M. celatum, M. thermoresistibile, M. shimoidei,

haemophilum, M. gevanense, M. malmoense y M. szulgai (16).

Al utilizar CGL, se analizan todos los componentes lipidicos de la pared
celular, cuyos productos de pirdlisis tienen una distribucién que varia cuali y
cuantitaviamente en las diferentes especies. La temperatura de la columna del
cromatografo (entre 275 a 300°C), produce la pirdlisis de los acidos micdlicos,
formando ésteres metilicos saturados con una longitud de 22, 24 6 26 atomos
de carbono (Czo, Ca40 ¥ Czse). Otros productos gue son eluidos son acidos
grasos saturados e insaturados derivados de los ésteres de ceras como el
hexadecanoico (Cisp), oOctadecanoico (Cisq), octadecenoico (Ciai), 10-

metiloctadecancico (tubsrculoestedrico) y alcoholes secundaros. Para la

identificacion, los compuestos mas importantes incluyen los acidos grasos
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metilados, alcoholes y los ésteres Cgap, Czan ¥ Coso. LOS picos con menor
altura también son importantes porque muchas especies tienen picos de

alturas comunes (109),

Intradermoreaccién (Mantoux diferencial). Esta reaccion inmunoldgica
evalla la sensibilidad al derivado proteico purificado de M. fuberculosis (PPD-
T) y al de la MNT, que son inoculados por via subcutanea en el antehrazo.
Los resultados se ieen a las 48-72 h al evaluar la aparicion de un eritema. Las
infecciones por MNT casi siempre dan un resultado fuertemente positivo al
derivado de la MNT, con un didmetro mayor a 10 mm de induracién (consuktar
la Figura 9). Frecuentemente los pacientes con una infeccion por MNT
también dan una débil reaccion positiva al PPD-T debido a las reacciones
cruzadas entre los antigenos; en estos casos, se considera significativo si el
diametro de la induracién es al menos 3 mm mayor al de otras induraciones.
Si esta diferencia significativa no esta presente, la prueba debe repetirse

después de 1 a 3 meses (91).

Figura 9. Una prueba de Mantoux diferencial mosirando
un resultado positivo para M. avium (91).
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El método permite distinguir entre una prueba positiva, que tiende a aumentar
con el tiempo, y una positiva por reaccion cruzada, que disminuye o

permanece sin cambios con el tiempo (91).

Se han obtenido buenos resultados al utilizar la prueba para diagnosticar
infecciones por M. avium-intracellufare, M. kansasii, M. scrofulaceum y M.
chelonae (91). Los esludios con la sensitina de M. avium muestran la
discriminacion entre enfermedades por M. tuberculosis y 1a MNT en un 97%
de lo casos, pero la prueba aln esia en estudio y s6lo es usada en algunas

regiones coma Escandinavia (56).

Determinacién de perfiles de sensibilidad. Las pruebas de susceptibilidad
son una parte importante del diagnostico porque permiten establecer un
'tratamiento adecuado para el paciente. Deben realizarse a los aislamientos
de casos con significancia clinica como: cultivos positivos provenientes de
sangre, fluidos estériles, tejidos o esputo, 0 cuyo agente causal sea una
especie del complejo M. avium o una MCR como M. kansasii (51, 122). Segin
la Sociedad Toracica Americana (ATS) los criterios para determinar |a
significancia clinica incluyen ademas muestras con dos cultivos positivos y un
resultado positivo de citologia para BAAR, pero el cultivo positivo, negativo
para BAAR o con un nimero bajo de microorganismos carece de significancia

clinica (122).
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Las pruebas pueden realizarse utilizando los métodos radiométricos,
tradicionales —con cuitivos sélidos o liquidos-, y con técnicas moleculares
basadas en la PCR en conjuncién con electroforesis, hibridacion o

secuenciacidn (94).

Normalmente, las MNT son sensibles a sitas concentraciones de los farmacos
antituberculosos, por lo que se deben considerar valores mayores para
establecer la sensibilidad o resistencia; ademas, la mayoria de las especies

de MCR tienen un patrén Gnico de susceptibilidad (14, 62).

Los ocho antibidticos que inicialmente se recomiendan para las prusbas de
susceptibilidad son: amikacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina,

doxiciclina, imipenem, sulfametoxazol y tobramicina (14).

Las prusbas de susceptibilidad que utilizan el método radiométrico BACTEC
(antés descrito) determinan si la proporcion de resistencia a los farmacos es
menor al 1%, por lo que se compara el indice de crecimiento en un vial control
con el observado en uno de prueba. Para determinar la proporcion de
resistencia, el indculo del control debe ser 100 veces menor al empleado en el
vial de prueba, si el indice de crecimiento en el vial gue contiene el farmaco es

igual o mayor al del control, el aislamiento es considerado resistente (62).

Existen otros métodos diferentes para evaluar ia susceptibilidad;: a) difusion en

agar, b) microdilucién en caldo, ¢} prueba E y d) elucién de discos en agar.
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Cada método ha sido probado en su utifidad, pero hasta ahora ninguno ha
sido bien estandarizado y se deben considerar sus ventajas y desventajas. Es
importante mencionar que para las micobacterias exigentes se pueden usar

medios enriquecidos al realizar las pruebas de susceptibilidad (14, 62).

* Difusién en agar. Se prepara una suspension de bacterias con una
concentracion equivalente al 0.5 de la escala de McFarand. Una vez
obtenida, es inoculada en placas de agar Mueller-Hinton suplementado con
acido oleico-albimina-dextrosa 5%. A continuacién se colocan los discos de
antibiotico y las placas son leidas después de 72 h de incubacion a 30°C. El
metodo es de facil realizacion, permite observar la morfologia colonial v
detectar la presencia de cultivos contaminados. Sin embargo, dentro de sus
desventajas se debe mencionar que la técnica para evaluar antibidticos
nuevos como fluororguinolonas, claritromicina e imipenem no ha sido
validada, ademas de que no se disponen discos de todos los antibidticos (e.g.,
sulfametoxazol y doxiciclina) v cuando la concentracion del farmaco esta
cerca a la concentracion minima inhibitoria {MIC} -entre el rango de
susceptibilidad y resistencia- existen problemas de interpretacion al observar
zonas de inhibicidn parciales. Debido a lo anterior, las decisiones terapéuticas
no pueden ser realizadas basandose sélo en los resultados obtenidos con

este método (14).

* Microdilucién en caldo. Inicialmente, en una microplaca de 96 pozos, se

preparan diluciones dobles de cada farmaco en un caldo Mueller-Hinton
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suplementado con cationes. Por otra parte, se resuspenden varias colonias de
la micobacteria en un caldo tripticaseina soya o Mugller-Hinton hasta alcanzar
un turbidez equivalente al estandar 0.5 de McFarland. Los microorganismos
son inoculados en los pozos de la microplaca, y se incuban cubiertas a 30°C
por 3 dias. La MIC de todos los farmacos corresponde a la concentracion del
primer pozo en el que nor haya crecimiento; con excepcidén de las
sulfonamidas, que se considera cuando se observa una disminucidn
significativa del crecimiento en el pozo (80% de inhibicién). Existen pruebas
comerciales que pueden utilizarse, sin embargo no tienén las combinaciones

ni concentraciones que se deben evaluar (14).

* Prueba E. Esta técnica combina el método de difusién en agar con un
gradiente exponencial de diluciones del farmaco. Dentro de las desventajas
que tiene, se deben mencionar que no se cuenta con una cepa estandar o
coniro! que exhiba reproducibilidad en Jos resultados y resulta dificil establecer
los criterios de susceptibilidad, asi como la interpretacion y reproducibilidad de

los valores de MIC para las MCR (14).

+ Eilucion de discos en agar. Este método es muy utilizado en laboratorios
donde se evalian un nimero limitado de aislamientos yfo con poca
frecuencia. Se usan discos comerciales de susceptibilidad, de los cuales el
farmaco es eluido con 4cido oleico-alblimina-dextrosa y luego es mezclado

con agar fundido para abtener una concentracion especifica del farmaco. Las

placas de agar se inoculan con una suspension estandarizada que contenga
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de 100 a 400 UFC/mL (14}. La técnica utiliza discos comerciales y materiales
que se preparan segun la demanda. Es importante senalar que existe la
posibilidad de que la distribucién del fa&rmaco en el agar sea iregular,
permitiendo el crecimientc de microorganismos susceptibles en areas donde
la concentracién del farmaco es menor; ademas algunas concentraciones no
pueden alcanzarse por la cantidad de farmaco en los discos comerciales. Es
recomendable no almacenar las placas por mas de tres dias porque los
farmacos se degradan, y la suspension del indculo debe ajustarse con
cuidado para evitar falsos positivos. Cabe mencionar que no hay estudios que
validen los resultados obtenidos con este método para los nuevos
antimicobacterianos (fluoroquinclonas, imipenem, linezdlido y caritromicina), y
aigunos resultados para erifromicina y ciertos macrdlidos, pueden ser mal
interpretados como resistentes debido a que las cepas gue son susceptibles
producen colonias disgonicas o a que el efecto bactericida del farmaco es

lento (14).

Los estudios de suscepiibilidad deben repetirse si se contindan obteniendo
cultivos positivos para micobacterias después de tres meses de tratamiento o

si se reactiva la enfermedad (51).

Para detectar la susceptibilidad también pueden utilizarse métodos
moleculares gue buscan mutaciones que originan resistencia a los farmacos;

clinicamente, la rifampicina es el Unico fammaco para el que se realizan

andlisis genotipicos, ya que la falta de susceptibilidad esta definida por una
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mutacién en una seccidén pequefia del gen de la subunidad [} de la RNA

polimerasa (ropB) (121).

Recientemente se ha implementado en algunos laboratorios un andlisis
complementario para detectar resistencia a fluoroquinolonas, consiste en la
basqueda de mutaciones en las regiones que determinan la resistencia a
quinolonas en los genes de la DNA girasa (gyrA v gyB), permitiendo
diferenciar entre MCR, M. kansasii, M. gastri, M. szufgai y M. malmoense, M.
avium, M. intracelflulare, M. gordonae y M. aurum, 1o que con otros métodos no

es posible {(29).

No existe un método o guias aceptadas universalmente para realizar las
pruebas de susceptibilidad, pero hay recomendaciones acerca de algunas

especies como (122):

MAC. Los aislamientos se deben evaluar si tienen alguna de las siguientes

caracteristicas:

= El paciente ha desarrollado bacteremia o experimentado recaida mientras

recibia terapia preventiva con macrélidos.

=+ Proceden de muestras con significancia clinica de pacientes con terapia de

macrolidos, ya que aunque vidualmente todas las cepas de MAC son

106




susceptibles a este grupo de antibidticos, pueden desarrollar resistencia
después de unos meses de monoterapia con eslos farmacos debido a una

mutacion puntual en el dominio V del gen del ARNr 238.

= Los aislamientos provienen de muestras de sangre o tsjidos de pacientes

con enfermedad diseminada o con enfermedad pulmonar.

=> Si el paciente no muestra una mejoria, o tiene una detenoracion clinica y
aun se reportan cultivos positivos, las pruebas de susceptibilidad deben
repetirse tres o seis meses después para pacientes con enfermedad

diseminada ¢ con enfermedad cronica pulmonar respectivamente.

Los farmacos que deben evaluarse son azitromicing y claritromicina, cabe
subrayar que los resultados para claritromicina predicen los de azitromicina,
farmaco para el cual la realizacion de la prueba resulta problemética debido a
su baja solubilidad. En cuanio & los otros farmacos utilizados para el
tratamiento (etambutol, rifampicina y clofazimina), los estudios no han

mostrado correlacion entre los resultados de suscepiibilidad y los terapéuticos.

Las pruebas deben realizarse con métodos que utilicen medios liquidos con
un pH de 6.8 a 7.4. Para la interpretacion, el Comité Nacional para Estandares
del Laboratorio Clinico (NCCLS) recomienda los criterios que se muestran en

la tabla 6 (122).
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Tabla 6. Interpretacion de resultados de pruebas de susceptibilidad
para el complejo M. avium
MIC {pg/mL) para cada categoria

Farmaco pH - - -
Susceptible | intermedio | Resistente
Claritromicina 6.8 <16 32 =64
7.3-7.4 <4 B-16 >32
Azitromicina 6.8 <128 256 =512

M. kansasii. Los farmacos que deben evaluarse son |a rifampicina, etambutol
e isoniazida, en especial si |a terapia no ha funcionado o cuande se tiene una
respuesta baja. Si la cepa es resistente a rifampicina, s conveniente valorar
también la susceptibilidad a estreptomicina, claritromicina, amikacina,

ciprofloxacina y trimetoprim sulfametoxazol {122).

M. marinum. Las pruebas de rutina para esta especie no son recomendadas
porgue es susceptible a la mayoria de los agentes terapéuticos utilizados v el
riesgo de adquirir resistencia por una mutacién es minimo. Sin embargo, se
debe considerar su realizacién si el paciente no muestra respuesta clinica
después de meses de terapia y continda teniendo resultados de cultivo
positivos. Bajo este contexto, se recomienda utilizar todos los métodos porque

no se cuenta con estudios que avalen el uso de alguno en especifico (122}

Especies de crecimiento lento. Para especies como M. {errae, M.

nonchromogenicum, M.xenopi y M. simiae, se recomienda hacer lo indicado
para M. kansasii, aunque no es posible recomendar un método especifico.
Algo similar ocurre para especies exigentes como M. haemophilum, M.

genavense, M. malmoense y M. ulcerans (122).
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Especies de crecimiento rapido. E! NCCLS recomienda e método de

microdilucion en caldo para probar la susceptibilidad de las MCR {Grupo M.
fortuitum, M. chelonae, M. abscesssus, Grupo M. smegmatis y M
mucogenicurr), ¥ propone los criterios en la tabla 7 para interpretar los

resultados que se obtengan (14, 122).

A pesar de que el procedimiento es sencillo, la interpretacion de os resultados
para estas micobacterias no siempre es facil, por io que se debe desarrollar

habilidad para realizarla adecuadamente (122).

Tabla 7. Interpretacién de resuitadas de prusbas de susceptibilidad para MCR
{Microdilucion en caldo)

Farmaco MIC (Hg!mL) para cafla categ_oria
Susceptible Intermedio Resistente

Famacos de evaluacion

recomendada
Amikacina <16 32 >64
Cefoxitina <16 3264 =128
Ciprofloxacina <1 2 =4
Claritromicina <2 4 =8
Doxiciclina <1 2-8 =16
Imipenem <4 8 >16
Sulfametoxazol <32 - =64
Tobramicina <4 8 >16
Farmacos de evaluacion
secundaria
Cefmetazol <16 32 =64
Gatifloxacina <2 4 =8
Levofloxacina <2 4 =8
Linezdlido <8 16 =32
Moxifloxacina <1 2 >4
Vancomicina <4 8-16 232
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Las siguientes son observaciones relevantes sobre las pruebas de

susceptibilidad para MCR {14}

= La evaluacion de tobramicina solo es recomendada para M. chelonas;

cuyos resultados han sido validados por estudios interlaboratorio.

k= Se recomienda repetir la evaluacién para cualquier aislamiento de M.
abscesuss con una MIC para amikacina =64 pg/mL yfo ser enviado a un
laboratorio de referencia, ya que la resistencia al farmaco no es usual a

menos que haya ocurrido una mutacidn en el gen del ARNr 165.

r= Los valores de MIC para imipenem de especies como M. chelonae y M.
abscessus no deben reportarse porgue no son reproducibles, por 1o que

tampoco debe repetirse la prugba.

15 La prueba de resistencia a sulfonamidas no es necesaria si se trata de
una cepa de M. fortuitum, puesto que la especie es resistente a este

grupo de farmacos.

= Si los resultados del cultivo continian siendo positivos después de seis
meses de terapia, se deben repetir las pruebas de susceptibilidad asi

como las de identificacion de especie (122).
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V. ASPECTOS ASOCIADOS AL TRATAMIENTO

En general, las principales estrategias terapéuticas para las enfermedades
producidas por MNT son el tratamiento quirdrgico v el uso de antibiticos,
aunado a una nutricién e hidratacién adecuada para mantener o reestablecer
un buen estado nufricional; siendo particularmente importante en pacientes
con enfermedad pulmonar y diseminada, quienes presentan pérdida de peso

moderada o severa (4, 62).

La PROFILAXIS es utilizada en pacientes con SIDA, se basa en el uso de
antibicticos como rifabutina, claritromicina o azitromicina con et fin de prevenir
y retrasar el desarrollo de enfermedad diseminada. El tratamiento
antirretroviral de alta eficacia (HAART) que también utilizan los pacientes con

SIDA, disminuye e riesgo de padecer ia enfermedad diseminada (62, 84).

El TRATAMIENTO QUIRURGICO es recomendado para el manejo de la
linfadenitis  cervical, algunas infecciones localizadas originadas por
micobacterias resistentes como M. scrofulaceum y en el caso de la

enfermedad pulmonar al realizar la reseccidn parcial del pulmén (36, 62).
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La cirugia también se utiliza cuando se ha acumulado pus, el tejido se ha
necrosado, en infecciones debidas a M. fortuitum, M. chelonae y en algunos
casos por M. marinum y M. ulcerans. Para estas especies se han utilizado
otras opciones terapéuticas como la aplicacion de calor {hasta 40°C) al area
involucrada, crioterapia, electrodesecacion e irradiacién, pero no se ha tenido

tanta efectividad (36, 62).

Las opciones de fratamiento con ANTIBIOTICOS son limitadas debido a que
la terapia resulta dificil, larga y en ocasiones inefectiva porque los farmacos
producen efectos secundarios significativos y aproximadamente 20 especies
de las MNT de importancia clinica tienen patrones de susceptibilidad
diferentes, de manera que la eleccién de los farmacos a utilizar se debe basar
en los resultados obtenidos en pruebas o perfiles de susceptibilidad, en
especial si se trata de una MCR, las cuales son resistentes a los tratamientos

estandar (36, 62, 111).

Es importante mencionar que el tratamiento debe combinar de tres a cinco
farmacos -segln ta gravedad del caso- para evitar la seleccién de mutantes

resistentes (62).

Como acciones iniciales, se recomienda el aislamiento de la MNT y utilizar
durante dos semanas la terapia antituberculosis (ATT), en la que se incluyen
farmacos de primera linea, es decir aquellos que son muy eficaces y cuya

toxicidad es baja como: isoniazida (actGa como antimetabolito de nicotinamida
112




y pindoxal e inhibe la sintesis de &cidos micolicos), rifampicina (ver
rifamicinas), etambutol (bloquea la enzima arabinosil transferasa involucrada
en la sintesis de la pared celular) y pirazinamida (es metabolizado a acido

pirazinoico pero su mecanismo de accidn se desconoce) (62).

A continuacion se mencionan algunos aspectos relevantes de los farmacos
que se utilizan para el tratamiento de los padecimientos causados por MNT (4,

t4, 18, 36, 52, 53, 62, 69, 83, 84):

= Rifamicinas (ej.: rifabutina). Tienen como sitio de accién la subunidad B de
la ARN polimerasa de la micobacteria, formando un complejo estable con la
enzima que impide la iniciacion de la cadena en la sintesis de ARN, pero no
su elongacidn. La rifampicina se distribuye en muchos Arganos y fluidos,

incluyendo el liquido cefalorraquideo.

= Macrélidos (e.: claritromicina, azitromicina). Estan formados por una
macrolactona de 15 miembros a la que se unen desoxiazdcares. Inhiben la
sintesis de proteinas al unirse reversiblemente a la subunidad 505 del
ribosoma. Se absorben rapidamente después de su administracion oral y
alcanzan altas concentraciones intracelulares. Son los Unicos agentes
antimicrobianos cuya comelacidn entre la susceptibilidad in vifro y respuesta

clinica ha sido demostrada en estudios clinicos controlados.
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« Fluoroguinolonas (ej: ciprofioxacina, levofloxacina, moxifloxacing,
gatifloxacina). Son derivados del &cido nalidixico con un atomo de fldor en la
posicion 6 del anillo de quinclona. Se unen a las subunidades Ay B de |a
girasa -enzima que produce el superenrcllamiento del ADN-, inhibiendo la

replicacion del ADN.

= Aminoglucésidos (sj.: amikacina, tobramicina, kanamicina, estreptomicina).
Son aminoazicares ligados por enlaces glucosidicos a un anilo de
aminociclitol (una ciclohexosa con grupos amino). Afectan la sintesis de
proteinas al unirse a la subunidad ribosémica 308 e interfieren su comienzo al
fijar el complejo 308-50S al codén de inicio (AUG). También ocasionan la
lectura errdnea del ARNm causando lag ferminacion prematura de la
traduccion. Ademas, se debe considerar que todos los aminoglucosidos son
policationes, por Io que se unen a los sitios con carga negativa en la parte

externa de 1a membrana bactertana alierando también su integridad.

= Cefalosporinas (ej.. cefoxiting). Son antibidticos -lactamicos formados por
un anillo de dihidrotiazina. Se unen a las proteinas de unién a penicilinas

(PBP) afectando |a sintesis de la pared celular.

« Carbapenems (g].: imipenem-cilastatina, meropenem). Estos antibidticos se

unen covalentemente a las PBP que estan involucradas en la biosintesis de la
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pared celular. La cilastatina se asocia comunmente con imipenem porgue

hloguea su metabolismo.

= Tetraciclinas (gj.. minocicling, doxiciclina). Se unen a la subunidad 308 del
ribosoma blogqueando la unién del ARNt, lo que impide la elongacion de los

péphidos y por lo tanto la sintesis de proteinas.

= Oxazilidinonas (ej.. linezolido). Actian uniéndose a la subunidad 505 del
ribosoma impidiendo la formacion del complejo de iniciacion para la sintesis

de proteinas.

« Ketdlidos (gj.: telitromicina). Los ketdlidos se relacionan guimicamente con
los macrdlidos y afectan la sintesis de proteinas al unirse a dos sitios de la
subunidad ribosomal 50S con mayor afinidad. La telitromicina es un derivado

de la eritromicina A.

= Etionamida. Es un andlogo estructural de la isoniazida; al igual que ésta, se

une a la enzima InhA, afectando la biosintesis de los acidos micolicos.

= Clofazimina. Es una fenazina que parece unirse con preferencia al ADN de
las micobacterias -rico en guanina y citosina- inhibiendo la replicacion y

transcripcion; también tiene un efecto antiinflamataorio.
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« Trimetoprim sulfametoxazol (TMP-SMX). El TMP Inhibe especificamente
la enzima dihidrofolato reductasa y por lo tanto la formacion del acido
tetrahidrofélico, que se necesita para |a transferencia del C1 durante la
sintesis de la timina y las purinas necesarias para la division celular. El SMX
es un analogo estructural del Aacido p-amino benzoico, inhibe
competitivamente a la enzima dihidropteroato sintasa, impidiendo i1a formacion

de dihidrofolato.

Las estreptograminas como la quinupristina y dalfopristing, son otre grupoe de
farmacos que han resultado mas efectivos contra ciertas micobacterias como
M. marinum, pero todavia no se han implementado en la terapéutica (11, 62).
Estos farmacos actuan inhibiendo la sintesis de proteinas al unirse a la
subunidad 508 del ribosoma; la quinupristina previene la elongacion de la

cadena peptidica y la daifopristina inhibe la peptidiltransferasa (52).

En la tabla 8 se muestran algunas caracteristicas de los farmacos
mencionados que deben tomarse en consideracién para el tratamiento de las

afecciones producidas por MNT.
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Las guias de la ATS dan una base de la farmacoterapia a seguir en caso de

infeccion por ciertas MNT (consultar |2 Tabla 9) (4).

Tabla 9. Farmacoterapia recomendada por la ATS (4).

Especie o - )
complejo Régimen de eleccién
MAC Claritromicina + etambutol con o sin rifabuting,

ciprofloxacina o levofloxacina
M. kansasii Isoniazida + rifampicina + etambutol
M. haemophilum | Rifampicina + claritromicina + ciprofloxacina
Infecciones superficiales: etambutol + rifampicina o
M. marinum uno o dos de los siguientes: claritromicina,
minociclina/doxiciclina, TMP-SMX
M. genavense | Claritromicina + etambutol con o sin rifabutina
M. maimpense | Rifampicina + etambutol
M. uicerans Claritromicina + rifampicina + etambutol
M. scrofulaceum | Etambutol + rifampicina con o sin claritromicina
Enfermedad puimonar: Claritromicina + doxiciclina,
TMP-SMX o levofloxacina
Infeccidn por catéter: Cefoxitina + amikacina con o
sin claritromicina
Enfermedad cutdnea: Claritromicina + ciprofloxacina
M. chelonae Enfermedad sistémica: Claritromicina + imipenem +
tobramicina
M. abscessus | Claritromicina + amikacina + cefoxitina

M. fortuitum

Se sugiere que la duracion los tratamientos sea de 12 a 24 meses, lo que se
ha establecido basandose en los indices de recaldas si la administracion se

termina tempranamente (4).

A continuacién, se hace referencia a algunos aspectos gue se recomienda
considerar para el tratamiento especifico de las enfermedades cuyos agentes

etioldgicos son MNT.
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Enfermedad diseminada. Para el tratamiento inicial se pueden utilizar
rifampicina, azitromicina, fluorequinolonas, aminoglicésidos, doxiciclina, TMP-
SMX, cefoxitina o imipenem-cilastatina. Se debe observar la desaparicidn de
los sintomas, asi como resultados negativos del cultivo para muestras que

inicialmente eran positivas (4).

Enfermedad pulmonar. Cuando el organismo estd identificado, la
farmacoterapia estd basada en el régimen recomendado para tratar al
microorganismo especifico, aunque se deben hacer ajustes cuando se tengan

disponibles los resultados de susceptibilidad {4, 84).

En casos debidos a M. abscessus, la cura sélo se logra con cirugia,
transplantes o bien se requiere mucho tiempo de tratamiento con antibitticos.
Ademas, al llevar a cabo un transplante se debe considerar que la terapia
inmunosupresiva que se utiliza después de la cirugia, incrementa el riesgo de
infecciones oportunistas, incluyendo aquellas causadas por micobacterias (4,

93).

Adenitis. Cuando se sospecha de linfadenitis por micobacterias, se utiliza
empiricamente la ATT hasta que se confirme el agente etioldgico. En muchos
casos la extirpacion quinirgica ha aumentado el indice de curacion y resulta la
opcidn de tratamiento, pero frecuentemente no es posible debido al riesgo de

dafar estructuras vecinas ¢ drenar inadvertidamente 1os nodulos, causando la

reactivacién de la enfermedad. Asi, cuando la extirpacion total no es posibie,
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usualmente se utiliza una terapia triple que consiste en un macrélido de nueva
generacion, una rifamicina y etambutol por un periodo mayor a 6 meses, tal
vez durante 12 a 24 meses, aunque se debe efectuar la determinacion de la

sensibilidad a los farmacos que se pretenden utilizar (4, 84).

La eficacia del tratamiento farmacolégico postoperatoric es objeto de
discusion entre varios autores, ya que algunos creen gue deberia limitarse
solo a aquellos casos en los que la cirugia total no fue posible o si se presenta

una infeccion residual (91).

Infecciones en piel, hueso y tejidos blandos. Las guias para el tratamiento
de estas enfermedades no estan bien establecidas. Las recomendaciones que
existen, no estdn basadas en estudios clinicos adecuados debido a la
naturaleza esporadica de estas enfermedades, por 16 que se han extrapolado

de terapias utilizadas para oftras infecciones més comunes (4, 36).

Existen diferentes esquemas de tratamientos con varios farmacos con una
actividad in vifro @ceptable como amikacina, minociclina, claritromicina,
cefoxiting, doxiciclina y ciprofloxacina, siendo éstos dos Ultimos los mas
utilizados. En pacientes inmunodeprimidos se recomienda ef usa de tres

farmacos (83).

La duracién de la terapia se aproxima a los pericdos més prolongados que

usualmente se recomiendan y deben monitorearse diferentes parametros para
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evaluar la respuesta al tratamiento; si la infeccién es lacal, los farmacos deben
administrarse por 3 a 6 meses, o hasta que las lesiones desaparezcan, y si
estan involucrados tejidos profundos, la cirugia es necesaria para el control

adecuado de la infeccién (4, 36).

Otras infecciones. Para tratar la queratitis cronica cominmente se elige
amikacina, y si se trata de una infeccion producida por M. fortuitum, se ha
propuesto el uso de claritromicina. Algunos autores sugieren que el uso de
moxifloxacina reduce ta morbilidad de la queratitis por MNT, pero se requieren
estudios clinicos para determinar la actividad in vivo, ya que a pesar de las
alternativas de tratamiento, la infeccién puede no responder a los farmacos o

la cirugia (2).

El tratamiento de las infecciones derivadas por el uso de catéteres incluye la
remocion del catéter, escision quirlrgica y drenado si es necesario, asi como

la administracién de antibidticos durante 2 a 4 meses (4).

En el caso de la enfermedad de Crohn, se recomienda el usc de azitromicina
y claritromicina, pero la terapia debe incluir varios farmacos dado que la
infeccion por M. paratuberculosis es dificil de erradicar porque esta especie es

resistente a los agentes artituberculosos comanmente utilizados (19).

Es conveniente mencionar gque existen algunas recomendaciones de

tratamiento para ciertas especies, las cuales se describen a continuacion:
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»MAC. Es resistente a la mayoria de los agentes antimicobacterianos y los
pacientes frecuentemente sufren recaidas después de la terapia (36, 104).
Las recomendaciones para el tratamiento de la infeccidn por MAC se han
derivado de estudios en pacientes con SIDA y enfermedad diseminada (4). Se
necesitan varios fArmacos para erradicar la infeccidén, ¥ en casos donde es

limitada, la escision quirirgica es lo indicado {386).

Se recomienda que la duracion del tratamiento sea de 18 a 24 meses, hasta
gue se tengan cultivos negativos por un afio (4, 36). El tratamiento debe
continuar indefinidamente en pacientes con SIDA en estado avanzado, pero
puede ser discontinuado de forma segura después de 12 meses si el paciente
ha sido tratado con HAART y presenta reconstitucion inmune; ésta Ultima
definida como una cuenta de linfocitos CD4>100/mm> por al menos 6 meses

(84).

Los macrolidos son esenciales en el tratamiento de ias infecciones por MAC,
ya que permiten disminuir o eliminar la bacteremia y otros sintomas. Una
enfermedad de mayor gravedad requiere adicionar un tercer farmaco, como
ciprofloxacina o rifabutina, as/ como una corta administracion de amikacina ©
estreptomicina {4, 52). Otras formas de tratamiento que han resuitado
efectivas son la inmunoterapia y cirugla, aunque su eficiencia aln debe ser

determinada (56).
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Los estudios en los que se combinan altas dosis de rifabutina con macrdlidos,
han mostrado muiltiples efectos adversos, entre los que se mencionan:
disminucion en el numero de células blancas, sintomas gastrointestinales,
funcion anormal del higado, poliartralgias y uveitis anterior (inflamacion del
ins y el cuerpo ciliar) (56). La amikscing debe administrarse por un periodo de
dos o tres meses y es importante monitorear al paciente para evitar la

toxicidad renal y del oido (52).

Aunado a los efectos adversos, se debe considerar la maltiple interaccion
entre los farmacos debido a la induccién del sistema del citocromo P450, lo
que aumenta su metabolismo hepdtico y afecta la biodisponibilidad,
metabolismo o excrecion de alguno de ellos, de manera que la administracion
de una terapia compleja debe ser consultada con otros especialistas. Esta
situacion se observd en un estudio donde las interacciones entre los farmacos
utilizados causaron la discontinuacion del tratamiento en un 46% de los

pacientes (52, 84).

Para infecciones cutdneas, se han obtenido buenos resultados con la escisién
quirdrgica y el uso de etambutol y claritromicing; la duracion optima se

‘ desconoce, pero usualmente se utilizan por 6 a 12 meses (83).

» M. kansasii. Los farmacos de primera linea para esta micobacteria son los

utilizados en la ATT, con excapcidn de la pirazinamida, ya que no tiene
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actividad contra esta especie. La rifampicina es el farmaco crucial para el
tratamiento de la enfermedad pulmonar producida por M. kansasii, solo se han

reportada 1% de resultados desfavorables en diversos estudios (4).

La claritromicina, ciprofloxacina, levofloxacina y TMP-SMX pueden remplazar
la isoniazida y el etambutol usados en la ATT, especialmente si se establece
la resistencia o no se observa mejoria. Se recomienda que la duracién del

tratamiento sea al menocs de 18 meses (4).

»MCR. La quimioterapia para estas especies varia dependiendo de la
naturaleza de la enfermedad, a diferencia de la que se usa para la mayoria de
las micobacterias de crecimiento lento. Se puede utilizar sole un farmaco con
minimo riesgo de producir mutaciones que originen resistencia si la afeccién
es localizada; pero si se trata de una enfermedad diseminada (cutdnea o
pulmenar), usualmente se necesita la administracién de varios

antimicrobianos por via oral e intravenosa (14).

Se debe hacer notar que las MCR son resistertes a todos los farmacos
antituberculosos de primera linea y son susceptibles a algunos de segunda
linea® como fluoroquinclonas, amikacina, cefoxitina e imipenem; por 1o que es

conveniente evaluar la susceptibilidad a linezolido, SMX, doxiciclina o

% Farmacos menos activos que producen mas efectos secundarios.
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minociclina, ciprofloxacina y gatifloxacina. En el caso de M. fortuitum y M.

chefonae este Gltimo farmaco es mas activo (4),

Generalmente, para las infecciones de piel, tefido blando o huesos, la
duracion del tratamiento con cualquiera de los farmacos es de 4 meses 0 6 si
es grave, si se utilizan agentes de administracion i.v., se limita a un tiempo de
2 a 6 semanas para minimizar el costo y la toxicidad. Para la enfermedad
pulmonar, el tratamiento dura por lo menos 12 meses, pero si el agente
etioldgico es M. abscessus |a curacion no es posible atin con un tratamiento

prolongado (14},

Dentro de este grupo, M. abscessus causa cuatro de cada cinco casos de
infeccion puimonar debida a MCR, posiblemente sea la micobacteria mas
resistente a la terapia farmacoidgica, puesto que solo algunos antibidticos
como la claritromicina, amikacing, cefoxitina y azitromicina tienen actividad
consistente en contra de este microorganismo. Como régimen inicial, durante
las primeras 2 a & semanas, se recomienda el uso de claritromicina,
amikacina y cefoxitina (o imipenem), medicinas de administracion i.v. cuyo uso
es limitado por el costo, toxicidad y la necesidad de administracion frecuente.
La mayoria de los pacientes mejoran con la administracién parenteral por 2 a
4 semanas, pero pocos toleran los farmacos por periodos prolongados v Ia
enfermedad no se cura totalmente, por lo que es adecuado dar
administraciones intermitentes para el control o supresién de la enfermedad.

Si la enfermedad es localizada, solo la reseccion quinirgica ha demostrado la
126




resolucion completa de los sintomas de los pacientes infectados con M.

abscesuss (4, 14).

Por otra parte, M foruitum causa el 20% de los casos de enfermedad
pulmonar producidos por MCR. Este microorganismo es mas susceptible a la
terapia que M. abscessus; la duracién del tratamiento es de 6 a 12 meses ¥
frecuentemente se logra la cura, inclusive la infeccion localizada en individuos
inhunooompetentes se puede aliviar sin el uso de farmacos &n B 6 12 meses.
Las infecciones suaves en la piel deben tratarse con claritromicina y un
antibidtico  oral (doxiciclina, TMP-SMX, ciprofioxacina, levofloxacina,
minociclina) durante 2 meses; para aquellas que involucran dreas mayores o
tejidos profundos, se recomienda ia terapia i.v. con amikacina, cefoxitina o
imipenem por 4 a 6 meses; en los casos de infecciones refractarias, se han
obtenido buenos resultados utilizado claritromicina, cefoxitina y amikacina con

IFN-y como adyuvante (4, 36).

Para las infecciones por M. chelonae se recomienda tobrsmicina e imipenem
via iv. en combinaciéon con claritromicina para minimizar el desarrollo de
resistencia al macrolido. Los autores reportan que un cuare de los
aislamientos de esta especie son susceptibles a doxiciclina y ciprofloxacing,
por lo que uno de estos farmacos puede ser utilizado con claritromicina. No se
recomienda el uso de cefoxitina porque la mayoeria de los afslamientos son

resistentes (14, 36).
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» M. haemophilum. No existen estudios que establezcan una terapiza estandar
para fratar las infecciones diseminadas o cutdneas producidas por esie

microorganismo (4, 38).

En las ditimas revisiones de casos, se han descrito terapias con dos o tres
farmacos que incluyen la rifampicina, claritromicina, amikacina ¥
ciprofloxacina. La duracién de la terapia en pacientes inmunocompetentes o
con reconstitucion inmune es de 6 a 9 meses, pero en individuos
mmunosuprimidos debe ser mayor o incluso indefinida ya que los indices de

respuesta son variables (4, 36),

»M. xenopi. Para el tratamiento de las enfermedades producidas por esta
micobacteria, se tienen reportes con resultados exitosos utilizando
claritromicina combinada con rifampicina y etambutol. La ATS recomienda
estos farmacos para la terapia inicial de la infeccion pulmonar, aunque hay
mucha inconsistencia entre los resultados de susceptibilidad in vifro y la
respuesta clinica. Se recomienda que la duracién de |z terapia sea de 18 a 24
meses; si se realiza la reseccion quirdrgica, el tratamiento posterior con

antibidticos debe tener una duracién minima de 18 meses (4, 8).

» M. malmoense. El tratamiento de la enfermedad pulmonar y su duracion es
similar al de M. xenopi, aunque también se han obtenido buenos resultados

con los regimenes utilizados para MAC. En un estudio, se comparo
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rifampicina y etambutol, con o sin isoniazida; observandose mejoria en 90%
de los pacientes tratados, aungue la cura solo se logrd en un 42% y la

mortalidad alcanzd el 34% (4, 62).

»M marinum. Las infecciones cutaneas que esta especie produce en
pacientes inmunocompetentes se resuelven sin tratamiento en 2 afios, pero la
terapia ayuda a resolver la infeccion con prontitud. Como régimen de eleccion
se ha considerado el uso de claritromicina con etambutol o rifampicina durante
3 a 6 meses, aungue el tratamiento debe eslablecerse para cada caso en
base a las pruebas de susceptibilidad; también puede utilizarse una terapia
con 1 6 2 farmacos como claritromicina, minociclina, doxiciclina o TMP-SMX,
Cuando se tienen casos resistentes o diseminados, la cirugia puede
combinarse con rifampicina y etambutol, pero la duracion del fratamiento

depende de la respuesta clinica v puede llegar hasta 12 meses (4, 62, 83).

»M. ulcerans. El tratamiento primario de la enfermedad preducida por esta
micobacteria es la cirugia, puesto que no se han obtenido resultados
favorables con la farmacoterapia. La enfermedad temprana puede responder
a un régimen con claritromicina, rifampicina y etambutol, pero la duracion

optima de la terapia no se conoce (4).
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ALTERNATIVAS EN ESTUDIO

La gran resistencia de las micobacterias 2 los farmacos disponibles resalta la
importancia de continuar con la investigacién para encontrar nuevas
herramientas terapeuticas efectivas. A continuacién se describen slgunas

opciones de fratamiento que se encuentran en desarrolio.

Mefloquina. Es un farmaco utilizado ampliamente para la profilaxis de la
malaria, pero se ha observado que tiene actividad in vivo en contra de M.
aviurn. En un estudio can ratones, 1a administracion de mefioguina junto con
moxifloxacina y etambutol mostré resultados favorables, muy similares a los
que se registran utilizando un régimen con macrdlidos, to que se atribuye a
que la mefloquina puede tener como sitio “blance” algun punto de la sintesis

de la pared celular (7).

Terapia con fagos. Los fagos pueden encontrarse en cualquier ambiente gue
haya sido colonizado por bacterias, existe una gran diversidad y su infeccion
es especifica de cada microorganismo. Los fagos no pueden pasar a través
de la membrana, por lo que se requieren estrategias para que llegue al

patdgeno intracelular (15, 74).

La terapia con fagos es utilizada en Europa y paises de la ex-Union Soviética
para el tratamientc de infecciones por Staphylococcus, Pseudomonas,

Escherichia, Klebsiella y Salmonelfa (74).
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Los fagos que infectan a las micobacterias (micobacteriofagos) fueron
identificados en 1946, pero no han sido muy estudiados. La mayoria tienen
ADN de doble cadena y, a diferencia de otros bacteriéfagos, no se han
identificado en ellos genes que codifiquen para toxinas, lo que resulta una

ventaja para su uso (74).

Los modelos experimentales en los que utiliza M. smegmatis infectado con el
fago TM4 para tratar macrdfagos infectados con M. avium, demuestran que el
virus infecta y destruye a las bacterias patégenas, disminuyende el nimero de
micobacterias después de 4 dias, siendo este efecto similar o mejor al

obtenido con los macrolidos que se usan terapéuticamente {15).

Es posible que este tipo de terapia sea utiizada en un futuro para el
tratamiento de la tlcera de Buruli, donde el sitio de infeccién es accesible; sin

embargo, aun se requieren estudios que la avalen (74).

Inmunoterapia. La manipulacién de la respuesta inmune del hospedero ha
sido considerada como opcion para el tratamiento de las enfermedades por
micobacterias. Los principales puntos en los que se ha enfocado el estudio
para el control de estas enfermedades son las cifocinas, tales como IL-2,

IFN-y, IFN=ct, IL-12, TNF-c. y GM-CSF (55).
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¢ Interleucina 2 (IL-2). Es un heterodimero secretado principalmente por los
macrofagos en respuesta a un estimulo inflamatorio coma la ingestion de la
micobacteria. Tiene un papel central en el control de las enfermedades
micobacterianas a través de la expansion clonal de los linfocitos T. Bajo la
influencia de la IL-2 y otros estimulos como la IL-12, las células T producen
IFN-y y activan al macrdfago infectade para matar al microorganismo
intracelular. En estudios in vifro realizados con células NK {natural killer) y
monocitos infectados con MAC, |os resultados muestran que la lisis de éstos
aumenta cuando las células NK son expuesias a IL-2, y el efecto es sinérgico

at utilizar I1.-2 y TNF-o. (1, 55).

* IL-12. Es un heterodimero producido principalmente por macréfagos y
células denditricas. Esta citocina tiene aclividad antimicobacteriana in vivo e in
vifro; algunos autores reportan su utilidad para el tratamiento de la
enfermedad pulmonar refractaria a IFN-y producida por M. abscessus, aunque

su uso terapeutico no se ha desarrollade (1, 55).

* Interferén gamma {IFN-y). Es un homodimero preducido por los linfocitos
NK, CD4" y CD8" en respuesta a IL-12 o al reconocimiento antigénico (1).
Activa los neutrdfilos y macréfagos para producir EROS y NO-, aumenta la
expresitn del complejo principal de histocompatibilidad y de los receptores Fc,
disminuye el pH lisosomal e incrementa la concentracién intracelular de

ciertos antibidticos (55).
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Tiene muchos efectos en la fagocitosis, pero no se conoce el mecanismo a
traves del cual actua para controlar a las micobacterias y su participacion en la
regulacion del crecimiento micobacteriana es controversial, ya que los
resultados al estudiar sus efectos en células humanas son inconsistentes; se
ha sugerido que el IFN-y tiene una actividad bactericida y bacteriostatica al
acidificar las vesiculas donde se encuentran las micobacterias, pero otros

resultados muestran que favorece el crecimiento en los macrofagos (55).

El primer estudio que utilizd IFN-y para el tratamiento de la enfermedad
diseminada por MAC —en paciehtes con SIDA- obtuvo buenos resultades sélo
combinandolo con el uso de farmacos. No se sabe con exactitud como actia,
pero se ha observado que tanto el IFN«y como el TNF-u incrementan
considerablemente la concentracion intracelular de los macrolidos utilizados

(55).

Otros autores han administrado, con resultados muy favorables, el IFN-y via
subcutanea para tratar la enfermedad diseminada por MAC y otras infecciones
por MNT en pacientes con produccion deficiente de IL-12. El tratamiento tuvo
una duracion de un afio o més si era evidente la persistencia de la
enfermedad o su agravamienio. De 23 pacientes, solo tres presentaron
recaida después de la discontinuacion del tratamiento y los indices de

curacion fueren del 60% (55, 56).
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También se ha evaluado el uso de IFN-y aerolizado para tratar la enfermedad
pulmonar; los mejores resultados se obtuvieron en los casos donde no se
existieran cavernas que comprometieran |a entrada de |a citocina al pulmén,

pero at interrumpir el tratamiento, los efectos se revirtieron (55).

* Factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF). Es una glicoproteina producida por los linfocitos T, macréfagos
activados, células NK y neutrdfilos. Estimula la hematopoyesis y activa la
produccién de superdxido. Un estudio en pacientes con SIDA a los que se les
administré6 GM-CSF via subcuténea y azitromicina por 6 semanas, mostréd
disminucién en la cuenta de micobacterias, resultados similares a los

reportados al administrar GM-CSF a ratones infectados con MAC (1, 55).

* Factor de necrosis tumoral (TNF-a). Es el principal mediador de la
respuesta para controlar a las micobacterias, es secretado primordialmente
por los fagocitos mononucleares activados. Algunos autores reportan que al
neutralizar la citocina con anticuerpos, se impide |a respuesta granulomatosa
y que los animales deficienies en el receptor para TNF-¢ son mas
susceptibles a la infeccidn. Su utilidad terapeutica ha sido evaluada en
ratones, siendo eficaz cuando es administrado junto con farmacos
antimicobacterianos e IL-2, ya que ayuda a incrementar |a concentracién del
farmaco en el interior del macréfago; sin embargo, aun es necesario realizar

mas estudios para evaluar su potencial terapéutica (1, 55).
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L.os resultados de las diversas allernativas terapéuticas demuestran la

necesidad de realizar estudios controlados que permitan establecer la mejor

opcidn de tratamiento, asi como sistemas de liberacién que favorezcan la

respuesta en los diferentes grupos de pacientes.
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CONCLUSIONES

a) Las micobacterias no tuberculosas (MNT) muestran una distribucion muy

b)

c)

amplia en ia naturaleza y, si bien a una buena parte de ellas se le
considera come saprofitas, numerosas cepas figuran como oportunistas o
patdgenas consistentes, destacando las integrantes del MAC, asi como M,

kansasii, M. ulcerans, M. abscessus, M. chelonae y M. forfuitum.

Los padecimientos producidos por MNT pueden afectar varios érganos y
tejidos, evidenciando un gran espectro de manifestaciones clinicas,
dependiendo de la regién anatomica afectada. Los de mayor frecuencia
son la enfermedad diseminada, infecciones pulmonares y las

enfermedades cuténeas como la Glcera de Burul,

Actualmente, las infecciones causadas por MNT representan el 0.5 a 30%
de las enfermedades producidas por micobacterias, afectando

predominantemente a las personas inmunocomprometidas.

Los factores de virulencia de las MNT incluyen componentes de la
envoltura celular, enzimas y otras moléculas que actdan como

moduladores de la respuesta inmune. Su funcién global consiste en
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€)

g)

n}

favorecer la colonizacidn, proliferacion v supervivencia micobacteriana en

diversos tejidos del hospedero,

Las metodologias de laboratorio utilizadas para llevar a cabo 1la
identificacién de estos patogenos incluyen técnicas de indole
microbiologica, cromatografica y molecular. Las de esta (ltima categoria
son mas rdpidas y proporcionan resuitados mas confiables, aunque

resultan considerablemente mas cosiosas.

En general, el diagndstico molecular fiene coma “bianco” principal a ciertas
secuencias de ARNr y a los genes que codifican para sus respectivas

sintesis.

La terapéutica de las enfermedades producidas por MNT se basa
fundamentalmente en intervenciones quirdrgicas y en la administracién de
antibidticos  (principalmente macrolidos), aunque ta eleccidbn debe

considerar at agente causal y si la enfermedad es localizada o diseminada.
El empleo de antibidticos requiere de lapsos prolongados, es complicado y
en ocasiones resultz inefectivo, debido a los altos indices de resistencia y

3 sus efectos adversos en los pacientes.

Es necesario continuar estudiando e identificando a las diversas cepas de

MNT ya que, ademas de seguir avanzando en el reconocimiento de un
137




namero mayar de potenciales patdgenos, podran desarrollarse nuevas y

mejores estrategias para el tratamiento y la profilaxis de las enfermedades

implicadas.
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LISTA DE ABREVIATURAS

°C

ug
ACP*
ADN
ARN
ARNmM
ARNr
ARNt
ATS*
BAAR
CaM
CaMkli*
CCF

cD

CGL
CLAR
DC-SIGN
dUTP
EEA1™
ERN
EROS
FISH* -
FL-CLAR
FRET*

g
GM-CSF*
GPL

h
HAART*
IFN-y

iL

i.m.

ITS*

iv.

kb

kDa

kg
LAMSs
LMs

Grados centigrados

Microgramos

Proteina transportadora de grupos acilo
Acido desoxirribonucieico

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Acido ribonucleico ribosomal

Acido ribonucieico de transferencia
Sociedad Toracica Americana

Bacilos alcohol acido resistentes
Calmoduiina

Proteincinasa |l dependiente de calmodulina
Cromatografia en capa fina

Grupo de diferenciacion

Cromatografia gas-liquido

Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Receptor de la célula dendritica lectina especifico tipo-C
Desoxiuridin trifosfato

Early andosomal antigen 1

Especies reactivas de nitrdgeno

Especies reactivas de oxigeno

Hibridacion in situ fluorescente

CLAR que utiliza fluorescencia
Transferencia de energia de resonancia fluorescente
Gramos

Factor estimulador de colonias de granulocitos-macrifages
Glicopeptidolipidos

Horas

Terapia antiretroviral altamente activa
Interferdn gamma

Interleucina

Intramuscular

Espaciadores internos gue se transcriben
Intravenosa

Kilo base

Kilo Dalton

Kilogramos

Lipoarabinomanana

Lipomanana

* por sus siglas en inglés
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MAC* Complejo Mycobacterium avium

ManlL.AMs Lipoarabinomanana con residuos de manosa
MCR Micobacterias de crecimiento rapido

mg Miligramos

MIC* Concentracidén minima inhibitoria

mL Mililitro

MNT Micobacterias no tuberculosas

MOTT Mycobacteria other than tubercle bacilli

MR* Receptor de manasa

NCCLS* Comité Nacional para Estandares del Laboratorio Clinico
nm Nandmetros

PANSs Péptidos de acidos nucleicos

PGE1 Prostaglandina E1

pb Pares de bases

PBP* Proteinas de union a penicilinas

PCR* Reaccidn en cadena de Ja polimerasa

PILAM* Lipoarabinomanana con fosfoinositol

Pit* Fosfatidil-mio-inositol dimanosido

PI3K* Fosfoinositol-3-cinasa

PI3P* Fosfoinositol-3-fosfato

Pkn Serinftreonin protein cinasas

Plc* Fosfolipasa

PPD-T* Derivado proteico purificado de M. fuberculosis
QRDRs™ Regiones que determinan la resistencia a quinolonas
RD1 Reqgién de diferencia 1

Rf* Factor de retencidn

RFLP* Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
SC Semicuantitativa

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SOD Superédxido dismutasa

TCH* Hidrazida del acido tiofen-2-carboxilico

TE Termoestable a 68°C

TLR* Receptores tipo toll

TMP-SMX Trimetoprim-sulfametoxazol

TNF-* Factor de nacrosis tumoral

UrC Unidades formadoras de colonias

UV-CLAR CLAR que utiliza absorcion al UV

*por sus siglas en inglés
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