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James H. Diaz, MD, MPH and TM, PhD, Professor of Public Health and Preventive Medicine and Head, Environmental and Occupational Health Sciences, School of Public Health; Professor of Anesthesiology, School of Medicine, Louisiana State University Health Sciences Center, New Orleans, Louisiana




Introducción a las enfermedades ectoparasitarias; Piojos (pediculosis); Sarna; Miasis y tungiasis; Garrapatas, incluidas las parálisis por garrapatas; Ácaros, incluidos los trombicúlidos




Carl W. Dieffenbach, PhD, Director, Division of AIDS, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Mecanismos innatos (generales o inespecíficos) de defensa del huésped




Jules L. Dienstag, MD, Carl W. Walter Professor of Medicine and Dean for Medical Education, Harvard Medical School; Attending Physician, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Hepatitis viral crónica




Raphael Dolin, MD, Maxwell Finland Professor of Medicine (Microbiology and Molecular Genetics), Harvard Medical School; Attending Physician, Beth Israel Deaconess Medical Center and Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Fármacos antivirales (distintos de los antirretrovirales); Vacunas contra la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana 1; Paramixovirus zoonóticos: virus Nipah, Hendra y Menangle; Norovirus y otros calicivirus; Astrovirus y picobirnavirus




Scott H. Donaldson, MD, Associate Professor of Medicine, Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, University of North Carolina at Chapel Hill School of Medicine, Chapel Hill, North Carolina




Fibrosis quística




J. Peter Donnelly, PhD, Coordinator of Studies in Supportive Care, Department of Haematology, Radboud University Nijmegen Medical Centre, Nijmegen, The Netherlands




Infecciones en huéspedes inmunocomprometidos: principios generales




Michael S. Donnenberg, MD, Professor of Medicine and Professor of Microbiology and Immunology, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, Maryland




Enterobacteriaceae




Gerald R. Donowitz, MD, Edward W. Hook Professor of Medicine and Infectious Diseases, University of Virginia School of Medicine; Vice-Chair for Education, Department of Medicine, University of Virginia Health System, Charlottesville, Virginia




Linezolid y otras oxazolidinonas; Neumonía aguda




Philip R. Dormitzer, MD, PhD, Senior Director and Senior Project Leader, Viral Vaccine Research, Novartis Vaccines and Diagnostics, Cambridge, Massachusetts




Rotavirus




James M. Drake, MB BCh, MSc, Professor of Surgery, University of Toronto Faculty of Medicine; Neurosurgeon in Chief and Harold Hoffman Shopper’s Drug Mart Chair in Pediatric Neurosurgery, Division of Neurosurgery, Hospital for Sick Children, Toronto, Ontario, Canada




Infecciones de las derivaciones de líquido cefalorraquídeo




J. Stephen Dumler, MD, Professor, Department of Pathology, Division of Medical Microbiology, Johns Hopkins University School of Medicine; Professor, Department of Molecular Microbiology and Immunology, Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health; Associate Director, Medical Microbiology, Department of Pathology, Johns Hopkins Hospital, Baltimore, Maryland




Rickettsia typhi (tifus murino); Ehrlichia chaffeensis (ehrlichiosis monocitotrópica humana), Anaplasma phagocytophilum (anaplasmosis granulocitotrópica humana) y otros miembros de la familia Anaplasmataceae




J. Stephen Dummer, MD, Professor of Medicine and Surgery and Chief, Transplant Infectious Diseases, Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, Tennessee




Factores de riesgo y abordaje de las infecciones en los receptores de trasplantes; Infecciones en los receptores de trasplantes de órganos sólidos




Herbert L. DuPont, MD, Professor of Epidemiology and Director, Center for Infectious Diseases, University of Texas School of Public Health; Vice Chairman, Department of Medicine, Baylor College of Medicine; Chief, Internal Medicine Service, St. Luke’s Episcopal Hospital, Houston, Texas




Género Shigella (disentería bacilar)




David T. Durack, MB, DPhil, Consulting Professor of Medicine, Duke University School of Medicine, Durham, North Carolina; Senior Vice President, Beckton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey




Fiebre de origen desconocido; Prevención de la endocarditis infecciosa




Marlene L. Durand, MD, Assistant Professor, Harvard Medical School; Director, Infectious Disease Service, Massachusetts Eye and Ear Infirmary; Physician, Infectious Disease Unit, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Endoftalmitis; Uveítis de etiología infecciosa; Infecciones perioculares




Paul H. Edelstein, MD, Professor of Pathology and Laboratory Medicine, University of Pennsylvania School of Medicine; Director of Clinical Microbiology, Hospital of the University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania




Legionella




Michael B. Edmond, MD, MPH, MPA, Professor of Internal Medicine, Epidemiology, and Community Health and Chair, Division of Infectious Diseases, Virginia Commonwealth University School of Medicine; Hospital Epidemiologist, Virginia Commonwealth University Medical Center, Richmond, Virginia




Organización para el control de las infecciones; Aislamiento




John E. Edwards, Jr., MD, Professor of Medicine, David Geffen School of Medicine at UCLA, Los Angeles; Chief, Division of Infectious Diseases, Harbor-UCLA Medical Center, Torrance, California




Género Candida




Morven S. Edwards, MD, Professor of Pediatrics, Section of Infectious Diseases, Baylor College of Medicine; Attending Physician, Texas Children’s Hospital, Houston, Texas




Streptococcus agalactiae (estreptococos del grupo B)




George M. Eliopoulos, MD, Professor of Medicine, Harvard Medical School; Staff Physician, Division of Infectious Diseases, Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, Massachusetts




Principios del tratamiento antiinfeccioso




N. Cary Engleberg, MD, Professor, Department of Microbiology and Immunology, University of Michigan Medical School, Ann Arbor, Michigan




Síndrome de fatiga crónica




Joel D. Ernst, MD, Professor, Departments of Medicine, Pathology, and Microbiology, and Director, Division of Infectious Diseases, New York University School of Medicine, New York, New York




Mycobacterium leprae




Rick M. Fairhurst, MD, PhD, Chief, Malaria Pathogenesis and Human Immunity Unit, Laboratory of Malaria and Vector Research, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Género Plasmodium (malaria)




Jessica K. Fairley, MD, Fellow, Division of Infectious Diseases and HIV Medicine, Case Western Reserve University School of Medicine, Cleveland, Ohio




Cestodos (tenias)




Stanley Falkow, PhD, Robert W. and Vivian K. Cahill Professor of Microbiology and Immunology and Professor of Medicine, Stanford University School of Medicine, Stanford, California




Perspectiva molecular de la patogenicidad microbiana




Ann R. Falsey, MD, Professor of Medicine, University of Rochester School of Medicine and Dentistry; Attending Physician, Rochester General Hospital, Rochester, New York




Metapneumovirus humano




Anthony S. Fauci, MD, Director, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Inmunología de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




Stephen M. Feinstone, MD, Chief, Laboratory of Hepatitis Viruses, Center for Biologics Evaluation and Research, U.S. Food and Drug Administration, Bethesda, Maryland




Virus de la hepatitis A




Thomas Fekete, MD, Professor of Medicine and Chief, Section of Infectious Diseases, Temple University School of Medicine, Philadelphia, Pennsylvania




Otras especies de Bacillus distintas de Bacillus anthracis y géneros relacionados




Paul D. Fey, PhD, Associate Professor, Department of Pathology and Microbiology, University of Nebraska Medical Center College of Medicine, Omaha, Nebraska




Staphylococcus epidermidis y otros estafilococos coagulasa-negativos




Steven M. Fine, MD, PhD, Assistant Professor of Medicine, University of Rochester School of Medicine and Dentistry; Attending Physician, Division of Infectious Diseases, University of Rochester Medical Center, Rochester, New York




Virus de la estomatitis vesicular y vesiculovirus relacionados




Sydney M. Finegold, MD, Emeritus Professor of Medicine and Emeritus Professor of Microbiology, Immunology, and Molecular Genetics, David Geffen School of Medicine at UCLA; Staff Physician, Infectious Diseases Section, West Los Angeles Veterans Affairs Medical Center, Los Angeles, California




Cocos anaerobios




Neil O. Fishman, MD, Associate Professor of Medicine, University of Pennsylvania School of Medicine; Director, Department of Healthcare Epidemiology and Infection Prevention and Control, Hospital of the University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania




Responsabilidad en el uso de los antimicrobianos




Daniel W. Fitzgerald, MD, Associate Professor of Medicine, Weill Cornell Medical College, New York, New York




Mycobacterium tuberculosis




Anthony R. Flores, MD, PhD, MPH, Postdoctoral Fellow, Pediatric Infectious Diseases, Baylor College of Medicine, Houston, Texas




Faringitis




Vance G. Fowler, Jr., MD, MHS, Associate Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, Duke University School of Medicine, Durham, North Carolina




Endocarditis e infecciones intravasculares




David O. Freedman, MD, Professor of Medicine and Epidemiology, Gorgas Center for Geographic Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Alabama at Birmingham School of Medicine; Director, University of Alabama at Birmingham Travelers Health Clinic, University of Alabama at Birmingham Health System, Birmingham, Alabama




Protección del viajero; Infecciones al regreso de viajes




Arthur M. Friedlander, MD, Adjunct Professor of Medicine, Uniformed Services University of the Health Sciences F. Edward Hébert School of Medicine, Bethesda; Senior Scientist, U.S. Army Medical Research Institute of Infectious Diseases, Frederick, Maryland




Bacillus anthracis (carbunco)




John N. Galgiani, MD, Professor, University of Arizona College of Medicine; Director, University of Arizona Valley Fever Center for Excellence; Chief Medical Officer, Valley Fever Solutions, Inc., Tucson, Arizona




Género Coccidioides




John I. Gallin, MD, Director, Clinical Center, National Institutes of Health; Senior Investigator, Laboratory of Host Defenses, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Evaluación del paciente con sospecha de inmunodeficiencia




Robert C. Gallo, MD, Director, Institute of Human Virology, and Professor, Department of Medicine, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, Maryland




Virus de la inmunodeficiencia humana




Wendy S. Garrett, MD, PhD, Instructor in Medicine, Harvard Medical School and Harvard School of Public Health; Dana-Farber Cancer Institute and Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Gangrena gaseosa y otras enfermedades asociadas con Clostridium; Géneros Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium (y otros bacilos anaerobios gramnegativos destacados desde el punto de vista médico)




Jeffrey A. Gelfand, MD, Clinical Professor of Medicine, Harvard Medical School; Attending Physician, Infectious Diseases Division, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Género Babesia




Steven P. Gelone, PharmD, Associate Professor of Community Medicine and Preventive Health, Drexel University College of Medicine, Philadelphia; Vice President, Clinical Development, Virolharma Inc., Exton, Pennsylvania




Antibacterianos tópicos




Anne A. Gershon, MD, Professor of Pediatrics and Director, Division of Pediatric Infectious Diseases, Columbia University College of Physicians and Surgeons, New York, New York




Virus del sarampión; Virus de la rubéola




David N. Gilbert, MD, Professor of Medicine, Oregon Health & Science University School of Medicine; Chief, Infectious Diseases, Providence Portland Medical Center, Portland, Oregon




Aminoglucósidos




Peter H. Gilligan, PhD, Professor of Microbiology, Immunology and Pathology, and Laboratory Medicine, University of North Carolina at Chapel Hill School of Medicine, Chapel Hill, North Carolina




Fibrosis quística




Michael S. Glickman, MD, Associate Member, Division of Infectious Diseases, Immunology Program, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, New York




Defensa contra la infección mediada por células




Ulf B. Göbel, MD, PhD, Professor of Clinical Microbiology, Humboldt University of Berlin; Director, Institut für Mikrobiologie und Hygiene, Charité Universitätsmedizin Berlin, Berlin, Germany




Stenotrophomonas maltophilia y complejo Burkholderia cepacia




Deborah Goldstein, MD, Fellow, Division of Infectious Diseases, Department of Medicine, Georgetown University Hospital, Washington DC




Diagnóstico de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




Ellie J.C. Goldstein, MD, Clinical Professor of Medicine, David Geffen School of Medicine at UCLA; Director, Infection Control, Kindred Hospital–Los Angeles, Los Angeles; Director, R. M. Alden Research Laboratory, Santa Monica, California




Mordeduras




Fred M. Gordin, MD, Professor of Medicine, George Washington University School of Medicine and Health Sciences; Chief, Infectious Diseases, Veterans Affairs Medical Center, Washington, DC




Complejo Mycobacterium avium




Eduardo Gotuzzo, MD, Professor of Medicine and Principal Investigator, Alexander von Humboldt Tropical Medicine Institute, Cayetano Heredia University; Chief, Department of Infectious Diseases and Tropical Medicine, National Hospital Cayetano Heredia, Lima Peru




Vibrio cholerae




Paul S. Graman, MD, Professor of Medicine, University of Rochester School of Medicine and Dentistry; Attending Physician and Clinical Director, Infectious Diseases Division, Strong Memorial Hospital, Rochester, New York




Esofagitis




Margot Graves, BS, Public Health Microbiologist and Supervisor, Microbial Diseases Laboratory, Center for Infectious Disease, California Department of Public Health, Richmond, California




Capnocytophaga




Patricia M. Griffin, MD, Chief, Enteric Diseases Epidemiology Branch, Division of Foodborne, Bacterial, and Mycotic Diseases, National Center for Zoonotic, Vectorborne, and Enteric Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Toxiinfección alimentaria




David E. Griffith, MD, Professor of Medicine and William A. and Elizabeth B. Moncrief Distinguished Professor, University of Texas Health Science Center at Tyler, Tyler, Texas




Fármacos antimicobacterianos




Richard L. Guerrant, MD, Thomas H. Hunter Professor of International Medicine; Director, Center for Global Health, Division of Infectious Diseases and International Health, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, Virginia




Principios y síndromes de infección entérica; Náuseas, vómitos y diarrea no inflamatoria; Enteritis inflamatorias; Fiebre entérica y otras causas de síntomas abdominales asociados a fiebre




David A. Haake, MD, Professor of Medicine in Residence, David Geffen School of Medicine at UCLA; Staff Physician, Veterans Affairs Greater Los Angeles Healthcare System, Los Angeles, California




Género Leptospira (leptospirosis)




David W. Haas, MD, Associate Professor, Departments of Medicine, Microbiology, and Immunology, Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, Tennessee




Mycobacterium tuberculosis




Caroline Breese Hall, MD, Professor of Pediatrics and Medicine, University of Rochester School of Medicine and Dentistry, Rochester, New York




Laringotraqueobronquitis aguda (crup); Bronquiolitis; Virus respiratorio sincitial




Scott Halperin, MD, Professor, Departments of Pediatrics and Microbiology and Immunology, Dalhousie University Faculty of Medicine; Head, Division of Pediatric Infectious Diseases, Dalhousie University and IWK Health Centre, Halifax, Nova Scotia, Canada




Bordetella pertussis




Margaret R. Hammerschlag, MD, Professor of Pediatrics and Medicine, State University of New York Downstate College of Medicine; Director, Division of Pediatric Infectious Diseases, State University of New York Downstate Medical Center, Brooklyn, New York




Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae




H. Hunter Handsfield, MD, Senior Research Leader, Battelle Centers for Public Health Research and Evaluation; Clinical Professor of Medicine, University of Washington Center for AIDS and Sexually Transmitted Diseases, Seattle, Washington




Neisseria gonorrhoeae




Rashidul Haque, MD, PhD, International Scientist, Laboratory Sciences Division, International Centre for Diarrheal Diseases Research, Dhaka, Bangladesh




Género Entamoeba, incluida la amebiasis




Barry J. Hartman, MD, Clinical Professor of Medicine, Weill Cornell Medical College; Attending Physician, New York–Presbyterian Hospital, New York, New York




Género Acinetobacter




Roderick J. Hay, DM, Honorary Professor, Clinical Research Unit, London School of Hygiene and Tropical Medicine, London; Emeritus Professor, Queens University, Belfast, United Kingdom




Dermatofitosis y otras micosis superficiales




Frederick G. Hayden, MD, Stuart S. Richardson Professor of Clinical Virology and Professor of Internal Medicine and Pathology, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, Virginia




Fármacos antivirales (distintos de los antirretrovirales)




Craig W. Hedberg, PhD, Division of Environmental Health Sciences, University of Minnesota School of Public Health, Minneapolis, Minnesota




Principios epidemiológicos




David K. Henderson, MD, Deputy Director for Clinical Care, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Preparación hospitalaria ante las enfermedades infecciosas emergentes y muy contagiosas: preparación ante las epidemias o pandemias futuras; Infecciones causadas por dispositivos intravasculares percutáneos; Virus de la inmunodeficiencia humana en el entorno sanitario; Infecciones nosocomiales causadas por virus del herpes




J. Owen Hendley, MD, Professor of Pediatrics, University of Virginia School of Medicine.; Attending Physician, Division of Pediatric Infectious Diseases, University of Virginia Health System, Charlottesville, Virginia




Epiglotitis




Erik L. Hewlett, MD, Professor of Medicine and Pharmacology, Department of Medicine, Division of Infectious Diseases and International Health, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, Virginia




Toxinas




Kevin P. High, MD, MS, Professor of Medicine and Chief, Section on Infectious Diseases, Wake Forest University School of Medicine, Winston-Salem, North Carolina




Nutrición, inmunidad e infecciones




Adrian V.S. Hill, DPhil, DM, Professor of Human Genetics, Wellcome Trust Centre for Human Genetics, University of Oxford, Oxford, United Kingdom




Genética humana e infección




David R. Hill, MD, DTM&H, Honorary Professor, London School of Hygiene and Tropical Medicine; Director, National Travel Health Network and Centre, University College London Hospitals National Health Service Foundation Trust, London, United Kingdom




Giardia lamblia




Alan R. Hinman, MD, MPH, Adjunct Professor of Epidemiology and Global Health, Rollins School of Public Health, Emory University, Atlanta; Senior Public Health Scientist, Task Force for Global Health, Decatur, Georgia




Inmunización




Martin S. Hirsch, Professor of Medicine, Harvard Medical School; Infectious Diseases Unit, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Tratamiento antirretroviral de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




Steven M. Holland, MD, Chief, Laboratory of Clinical Infectious Diseases, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Evaluación del paciente con sospecha de inmunodeficiencia




Edward W. Hook, III, MD, Professor of Medicine, Epidemiology and Microbiology, University of Alabama at Birmingham School of Medicine and University of Alabama at Birmingham School of Public Health, Birmingham, Alabama




Treponematosis endémicas




David C. Hooper, MD, Professor of Medicine, Harvard Medical School; Chief, Infection Control Unit, and Associate Chief, Division of Infectious Diseases, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Quinolonas; Fármacos para el tracto urinario: nitrofurantoína y metenamina




Thomas M. Hooton, MD, Professor of Clinical Medicine and Director, Institute for Women’s Health, University of Miami Miller School of Medicine, Miami, Florida




Infecciones urinarias nosocomiales




C. Robert Horsburgh, Jr., MD, MUS, Professor of Epidemiology, Biostatistics, and Medicine and Chairman, Department of Epidemiology, Boston University School of Public Health; Attending Physician, Boston Medical Center, Boston, Massachusetts




Complejo Mycobacterium avium




Duane R. Hospenthal, MD, PhD, Professor of Medicine, Uniformed Services University of the Health Sciences F. Edward Hébert School of Medicine, Bethesda, Maryland; Chief, Infectious Disease Service, San Antonio Military Medical Center and Brooke Army Medical Center, Fort Sam Houston, Texas




Microorganismos causantes de cromoblastomicosis; Microorganismos causantes de micetomas; Hongos poco frecuentes y Prototheca




James M. Hughes, MD, Professor of Medicine (Infectious Diseases), Emory University School of Medicine; Professor of Public Health (Global Health), Rollins School of Public Health, Emory University, Atlanta, Georgia




Riesgos infecciosos emergentes y reemergentes; Toxiinfección alimentaria




Molly A. Hughes, MD, PhD, Assistant Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases and International Health, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, Virginia




Toxinas




Christopher D. Huston, MD, Assistant Professor, Division of Infectious Diseases, University of Vermont College of Medicine; Attending Physician, Fletcher Allen Health Care, Burlington, Vermont




Adherencia microbiana




Jonathan R. Iredell, MB BS, PhD, Associate Professor, University of Sydney Faculty of Medicine, Sydney; Senior Staff Specialist, Centre for Infectious Diseases and Microbiology, Westmead Hospital, Westmead, New South Wales, Australia




Género Nocardia




J. Michael Janda, PhD, Chief, Microbial Diseases Laboratory, Center for Infectious Disease, Division of Communicable Disease Control, California Department of Public Health, Richmond, California




Capnocytophaga




Eric C. Johannsen, MD, Assistant Professor of Medicine, Harvard Medical School; Associate Physician, Division of Infectious Diseases, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Virus de Epstein-Barr (mononucleosis infecciosa, neoplasias asociadas al virus de Epstein-Barr y otras enfermedades)




Warren D. Johnson, Jr., MD, B. H. Kean Professor of Tropical Medicine and Director, Center for Global Health, Weill Cornell Medical College; Attending Physician, New York–Presbyterian Hospital and Weill Cornell Medical Center, New York, New York




Género Borrelia (fiebre recurrente)




Angela D.M. Kashuba, PharmD, Associate Professor, Eshelman School of Pharmacy; Director, Clinical Pharmacology and Analytical Chemistry Core, Center for AIDS Research, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, North Carolina




Farmacocinética y farmacodinámica de los medicamentos antiinfecciosos




Dennis L. Kasper, MD, Professor of Microbiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School; William Ellery Channing Professor of Medicine, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Infecciones por anaerobios: conceptos generales




Donald Kaye, MD, Professor of Medicine, Drexel University College of Medicine, Philadelphia, Pennsylvania




Polymyxins (Polymyxin B and Colistin); Urinary Tract Infections




Keith S. Kaye, MD, MPH, Professor of Medicine, Wayne State University School of Medicine; Corporate Director, Hospital Epidemiology and Antimicrobial Stewardship, Detroit Medical Center, Detroit, Michigan




Polimixinas (polimixina B y colistina)




Kenneth M. Kaye, MD, Associate Professor, Department of Medicine, Harvard Medical School; Attending Physician, Division of Infectious Diseases, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Virus de Epstein-Barr (mononucleosis infecciosa, neoplasias asociadas al virus de Epstein-Barr y otras enfermedades); Herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (virus herpes humano de tipo 8)




James W. Kazura, MD, Professor of International Health, Medicine, and Pathology, Case Western Reserve University School of Medicine; Attending Physician, University Hospitals Case Medical Center, Cleveland, Ohio




Nematodos tisulares: triquinelosis, dracunculiasis y filariasis




George E. Kenny, PhD, Professor Emeritus, Department of Global Health, University of Washington School of Public Health, Seattle, Washington




Micoplasmas genitales: Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis y género Ureaplasma




Jay S. Keystone, MD, MSc, Professor of Medicine, University of Toronto Faculty of Medicine; Tropical Disease Unit, Toronto General Hospital; Medisys Travel Health, Toronto, Ontario, Canada




Cyclospora cayetanensis, Isospora belli, género Sarcocystis, Balantidium coli y Blastocystis hominis




Rima F. Khabbaz, MD, Director, National Center for Preparedness, Detection, and Control of Infectious Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Riesgos infecciosos emergentes y reemergentes




Charles H. King, MD, MS, Professor of International Health, Case Western Reserve University School of Medicine, Cleveland, Ohio




Cestodos (tenias)




Louis V. Kirchhoff, MD, MPH, Professor, Departments of Internal Medicine (Infectious Diseases) and Epidemiology, University of Iowa Carver College of Medicine; Staff Physician, Medical Service, Department of Veterans Affairs Medical Center, Iowa City, Iowa




Género Trypanosoma (tripanosomiasis americana, enfermedad de Chagas): biología de los tripanosomas; Agentes de la tripanosomiasis africana (enfermedad del sueño)




Jerome O. Klein, MD, Professor of Pediatrics, Boston University School of Medicine; Consultant in Pediatrics, Maxwell Finland Laboratory for Infectious Diseases, Boston Medical Center, Boston, Massachusetts




Otitis externa, otitis media y mastoiditis




Bettina M. Knoll, MD, PhD, Infectious Diseases Fellow, Mayo Clinic, Rochester, Minnesota




Endocarditis sobre válvulas protésicas




Kirk U. Knowlton, MD, Professor of Medicine and Chief, Division of Cardiology, University of California, San Diego, School of Medicine, La Jolla, California




Miocarditis y pericarditis




Stephan A. Kohlhoff, MD, Assistant Professor of Pediatrics and Medicine, State University of New York Downstate College of Medicine; Co-Director, Division of Pediatric Infectious Diseases, State University of New York Downstate Medical Center, Brooklyn, New York




Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae




Eija Könönen, PPS, PhD, Professor, Institute of Dentistry, University of Turku, Turku; Department of Infectious Disease Surveillance and Control, National Institute for Health and Welfare, Helsinki, Finland




Bacilos anaerobios grampositivos no esporulantes




Dimitrios P. Kontoyiannis, MD, Adjunct Professor, Baylor College of Medicine; Professor, Department of Infectious Diseases, University of Texas M. D. Anderson Cancer Center, Houston, Texas




Microorganismos causantes de mucormicosis y entomoftoramicosis




Igor J. Koralnik, MD, Associate Professor of Neurology, Harvard Medical School; Director, Human Immunodeficiency Virus/Neurology Center, Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, Massachusetts




Enfermedades neurológicas causadas por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 e infecciones oportunistas; Virus JC, BK y otros poliomavirus; leucoencefalopatía multifocal progresiva




Anita A. Koshy, MD, Postdoctoral Fellow, Departments of Internal Medicine and of Microbiology and Immunology, Division of Infectious Diseases, Stanford University School of Medicine; Clinical Instructor, Department of Neurology, Stanford University Hospital, Stanford, California




Amebas de vida libre




Camille Nelson Kotton, MD, Assistant Professor, Harvard Medical School; Clinical Director, Transplant and Immunocompromised Host Infectious Diseases, Infectious Diseases Division, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Zoonosis




Joseph A. Kovacs, MD, Head, Acquired Immunodeficiency Syndrome Section, Critical Care Medicine Department, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Toxoplasma gondii




Phyllis Kozarsky, MD, Professor of Medicine/Infectious Diseases and Co-Director, Travel and Tropical Medicine, Emory University School of Medicine; Expert Consultant, Division of Global Migration and Quarantine, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Cyclospora cayetanensis, Isospora belli, género Sarcocystis, Balantidium coli y Blastocystis hominis




Margaret James Koziel, MD, Associate Professor of Medicine, Harvard Medical School; Attending Physician, Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, Massachusetts




Virus de la hepatitis B y virus de la hepatitis delta




John N. Krieger, MD, Professor of Urology, University of Washington School of Medicine; Chief of Urology, Veterans Affairs Puget Sound Health Care System; Attending Urologist, University of Washington Medical Center, Harborview Medical Center, and Seattle Children’s Hospital, Seattle, Washington




Prostatitis, epididimitis y orquitis




Matthew J. Kuehnert, MD, Director, Office of Blood, Organ, and Other Tissue Safety, Division of Healthcare Quality Promotion, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Hepatitis nosocomial y otras infecciones transmitidas en transfusiones y trasplantes




James W. LeDuc, PhD, Professor, University of Texas Medical Branch School of Medicine; Deputy Director, Galveston National Laboratory, University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas




Riesgos infecciosos emergentes y reemergentes




Laura M. Lee, BSN, RN, Special Assistant to the Deputy Director for Clinical Care, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Preparación hospitalaria ante las enfermedades infecciosas emergentes y muy contagiosas: preparación ante las epidemias o pandemias futuras




James E. Leggett, MD, Associate Professor of Medicine, Oregon Health & Science University School of Medicine; Assistant Director, Medical Education, Providence Portland Medical Center, Portland, Oregon




Aminoglucósidos




Andres G. Lescano, PhD, Director, Public Health Training, Naval Medical Research Center Detachment, Lima, Peru




Investigación de brotes




Paul N. Levett, PhD, Assistant Clinical Director, Saskatchewan Disease Control Laboratory, Regina, Saskatchewan, Canada




Género Leptospira (leptospirosis)




Donald P. Levine, MD, Professor of Medicine, Wayne State University School of Medicine; Vice-Chief of Medicine, Detroit Receiving Hospital, Detroit, Michigan




Infecciones en adictos a drogas por vía parenteral




Matthew E. Levison, MD, Professor of Public Health, Drexel University School of Public Health; Adjunct Professor of Medicine, Drexel University College of Medicine, Philadelphia, Pennsylvania




Peritonitis y abscesos intraperitoneales




Russell E. Lewis, PharmD, Associate Professor, University of Houston College of Pharmacy; Adjunct Assistant Professor, University of Texas M. D. Anderson Cancer Center, Houston, Texas




Microorganismos causantes de mucormicosis y entomoftoramicosis




W. Conrad Liles, MD, PhD, Vice-Chair and Professor of Medicine and Canada Research Chair in Infectious Diseases and Inflammation, University of Toronto Faculty of Medicine; Director, Division of Infectious Diseases; Senior Scientist, McLaughlin-Rotman Centre for Global Health; and Senior Scientist, Toronto General Research Institute, University Health Network, Toronto, Ontario, Canada




Inmunomoduladores




Aldo A.M. Lima, MD, PhD, Professor, Federal University of Ceará School of Medicine, Fortaleza, Ceará, Brazil




Enteritis inflamatorias




Nathan Litman, MD, Professor of Pediatrics, Albert Einstein College of Medicine of Yeshiva University; Director of Pediatrics and Pediatric Infectious Diseases, Children’s Hospital at Montefiore, Bronx, New York




Virus de la parotiditis




Bennett Lorber, MD, Thomas M. Durant Professor of Medicine and Professor of Microbiology and Immunology, Temple University School of Medicine, Philadelphia, Pennsylvania




Absceso pulmonar bacteriano; Listeria monocytogenes




Larry I. Lutwick, MD, Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, State University of New York Downstate Medical Center College of Medicine; Director, Division of Infectious Diseases, Department of Medicine, Veterans Affairs New York Harbor Healthcare System—Brooklyn Campus, Brooklyn, New York




Infecciones en pacientes asplénicos




Rob Roy MacGregor, MD, Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Pennsylvania School of Medicine; Attending Physician, Hospital of the University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania




Corynebacterium diphtheriae




Philip A. Mackowiak, MD, MBA, Professor and Vice Chairman, Department of Medicine, University of Maryland School of Medicine; Chief, Medical Care Clinical Center, Veterans Affairs Maryland Health Care System, Baltimore, Maryland




Regulación de la temperatura y patogenia de la fiebre; Fiebre de origen desconocido




Lawrence C. Madoff, MD, Professor of Medicine, University of Massachusetts Medical School; Director, Division of Epidemiology and Immunization, Massachusetts Department of Public Health and University of Massachusetts Memorial Medical Center, Division of Infectious Disease and Immunology, Worcester, Massachusetts




Infecciones hepáticas y del sistema biliar; Infecciones pancreáticas; Absceso esplénico; Apendicitis; Diverticulitis y tiflitis




Alan J. Magill, MD, Associate Professor of Preventive Medicine and Biometrics and Associate Professor of Medicine, Uniformed Services University of the Health Sciences F. Edward Hébert School of Medicine, Bethesda; Director, Division of Experimental Therapeutic, Walter Reed Army Institute of Research, Silver Spring, Maryland




Género Leishmania: leishmaniasis visceral (kala-azar), cutánea y mucosa




James H. Maguire, MD, MPH, Professor of Medicine, Harvard Medical School; Senior Physician, Division of Infectious Disease, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Introducción a las infestaciones por helmintos; Nematodos intestinales (nematelmintos); Trematodos (esquistosomas y otras especies)




Frank Maldarelli, MD, PhD, Staff Clinician, Host-Virus Interaction Branch, and Head, In Vivo Biology Group, HIV Drug Resistance Program, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Diagnóstico de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




Lionel A. Mandell, MD, Professor of Medicine, McMaster University Faculty of Health Sciences; Attending Physician, Hamilton Health Sciences, Hamilton, Ontario, Canada




Ácido fusídico; Nuevos antibióticos




Barbara J. Mann, PhD, Associate Professor of Medicine and Microbiology, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, Virginia




Adherencia microbiana




Lewis Markoff, MD, Chief, Laboratory of Vector-Borne Virus Diseases, Office of Vaccines, Center for Biologics Evaluation and Research, U.S. Food and Drug Administration, Bethesda, Maryland




Alfavirus




Jeanne M. Marrazzo, MD, MPH, Associate Professor of Medicine, Division of Allergy and Infectious Diseases, University of Washington School of Medicine, Seattle, Washington




Neisseria gonorrhoeae




Thomas J. Marrie, MD, Dean, Dalhousie University Faculty of Medicine, Halifax, Nova Scotia, Canada




Coxiella burnetii (fiebre Q)




Thomas Marth, MD, Chief, Division of Internal Medicine, Krankenhaus Maria Hilf, Daun, Germany




Enfermedad de Whipple




Gregory J. Martin, MD, Associate Professor of Medicine and Associate Professor of Preventive Medicine, Uniformed Services University of the Health Sciences F. Edward Hébert School of Medicine; Attending Physician, National Naval Medical Center, Bethesda, Maryland




Bacillus anthracis (carbunco)




Georg Maschmeyer, MD, PhD, Academic Clinical Instructor, Charité University of Medicine, Berlin; Director, Department of Hematology and Oncology, Klinikum Ernst von Bergmann, Potsdam, Germany




Stenotrophomonas maltophilia y complejo Burkholderia cepacia




Henry Masur, MD, Chief, Critical Care Medicine Department, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Tratamiento de las infecciones oportunistas asociadas a la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




Alison Mawle, PhD, Associate Director for Laboratory Science, National Center for Immunization and Respiratory Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Inmunización




Kenneth H. Mayer, MD, Professor of Medicine and Community Health and Director, Brown University AIDS Program, Warren Alpert Medical School of Brown University; Attending Physician, Miriam Hospital, Providence, Rhode Island




Sulfamidas y trimetoprima




John T. McBride, MD, Professor of Pediatrics, Northeastern Ohio Universities Colleges of Medicine and Pharmacy, Rootstown; Vice Chair, Department of Pediatrics, Akron Children’s Hospital, Akron, Ohio




Laringotraqueobronquitis aguda (crup); Bronquiolitis




William M. McCormack, MD, Distinguished Teaching Professor of Medicine and of Obstetrics and Gynecology, State University of New York Downstate Medical Center College of Medicine; Chief, Infectious Diseases Division, State University of New York Downstate Medical Center, Brooklyn, New York




Uretritis; Vulvovaginitis y cervicitis




Kenneth McIntosh, MD, Professor of Pediatrics, Harvard Medical School; Professor, Department of Immunology and Infectious Diseases, Harvard School of Public Health; Emeritus Chief, Division of Infectious Diseases, Children’s Hospital Boston, Boston, Massachusetts




Coronavirus, incluido el coronavirus asociado al síndrome respiratorio agudo grave (SRAG)




Paul S. Mead, MD, MPH, Chief, Epidemiology and Surveillance Activity, Bacterial Disease Branch, National Center for Zoonotic, Vector-Borne, and Enteric Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Fort Collins, Colorado




Género Yersinia, incluida la peste




Daniel K. Meyer, MD, Assistant Professor of Medicine, University of Medicine and Dentistry of New Jersey—Robert Wood Johnson Medical School; Program Director, Division of Infectious Diseases, Cooper University Hospital, Camden, New Jersey




Otras bacterias corineformes y rodococos




Burt R. Meyers, MD, Clinical Professor, Department of Medicine/Infectious Diseases, Mount Sinai School of Medicine, New York; Attending Physician, New York Medical College, Valhalla, New York




Tetraciclinas y cloranfenicol; Metronidazol




Mark A. Miller, MD, Associate Professor, McGill University Faculty of Medicine; Staff Physician, Jewish General Hospital, Montreal, Quebec, Canada




Prebióticos, probióticos y simbióticos




Samuel I. Miller, MD, Professor, Department of Immunology, University of Washington School of Medicine, Seattle, Washington




Género Salmonella, incluida Salmonella Typhi




David H. Mitchell, MB BS, Clinical Senior Lecturer, Department of Infectious Diseases, University of Sydney Faculty of Medicine, Sydney; Senior Staff Specialist, Centre for Infectious Diseases and Microbiology, Westmead Hospital, Westmead, New South Wales, Australia




Género Nocardia




John F. Modlin, MD, Chair, Department of Pediatrics, Dartmouth-Hitchcock Medical Center; Infectious Disease and International Health, Children’s Hospital at Dartmouth, Lebanon, New Hampshire




Introducción a los enterovirus y parechovirus; Poliovirus; Coxsackievirus, virus ECHO, enterovirus más recientes y parechovirus




Robert C. Moellering, Jr., MD, Shields Warren-Mallinckrodt Professor of Medical Research, Harvard Medical School; Staff Physician, Division of Infectious Diseases, Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, Massachusetts




Principios del tratamiento antiinfeccioso




Susan Moir, PhD, Staff Scientist, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Inmunología de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




Joel M. Montgomery, PhD, Epidemiologist, Influenza Division, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Investigación de brotes




José G. Montoya, MD, Associate Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases and Geographic Medicine, Stanford University School of Medicine; Attending Physician, Stanford University Medical Center; Director, Toxoplasma Serology Laboratory, Palo Alto Medical Foundation, Stanford, California




Toxoplasma gondii




Thomas A. Moore, MD, Clinical Professor, Department of Medicine, University of Kansas School of Medicine–Wichita Campus, Wichita, Kansas




Fármacos activos frente a parásitos y Pneumocystis




Philippe Moreillon, MD, PhD, Professor and Vice-Rector for Research, and Director of the Department of Fundamental Microbiology, University of Lausanne, Lausanne, Switzerland




Staphylococcus aureus (incluido el síndrome del shock tóxico)




Dean S. Morrell, MD, Clinical Associate Professor, University of North Carolina at Chapel Hill School of Medicine; Director of Residency Training Program, Pediatric Dermatology, University of North Carolina Health Care, Chapel Hill, North Carolina




El enfermo agudo con fiebre y exantema




J. Glenn Morris, Jr., MD, MPHTM, Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Florida College of Medicine; Director, University of Florida Emerging Pathogens Institute, Gainesville, Florida




Enfermedades humanas asociadas a la floración de algas nocivas




Caryn Gee Morse, MD, MPH, Assistant Clinical Investigator, Laboratory of Immunoregulation, Clinical Research Section, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Nutrición, inmunidad e infecciones




Robin Moseley, MAT, Associate Director for Program Integration, National Center for Preparedness, Detection, and Control of Infectious Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Riesgos infecciosos emergentes y reemergentes




Robert R. Muder, MD, Professor of Medicine, University of Pittsburgh School of Medicine; Chief, Infectious Disease Section, Veterans Affairs Pittsburgh Healthcare System, Pittsburgh, Pennsylvania




Otras especies de Legionella




Robert S. Munford, MD, Senior Clinician, Laboratory of Clinical Infectious Diseases, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Sepsis, sepsis grave y shock séptico




Edward L. Murphy, MD, MPH, Professor, Departments of Laboratory Medicine and Epidemiology/Biostatistics, University of California, San Francisco, School of Medicine; Senior Investigator, Blood Systems Research Institute, San Francisco, California




Virus linfotrópicos T humanos tipos I y II




Timothy F. Murphy, MD, University of Buffalo Distinguished Professor, Departments of Medicine and Microbiology, and Chief, Infectious Diseases, State University of New York at Buffalo School of Medicine and Biomedical Sciences, Buffalo, New York




Moraxella catarrhalis, Kingella y otros cocos gramnegativos; Género Haemophilus (incluidos H. influenzae y chancroide)




Barbara E. Murray, MD, J. Ralph Meadows Professor of Medicine and Director, Division of Infectious Diseases, University of Texas Medical School at Houston, Houston, Texas




Glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina), estreptograminas (quinupristina-dalfopristina) y lipopéptidos (daptomicina); Género Enterococcus, grupo Streptococcus bovis y género Leuconostoc




Clinton K. Murray, MD, Associate Professor, Uniformed Services University of the Health Sciences, Bethesda, Maryland; Clinical Associate Professor, University of Texas Health Science Center at San Antonio; Program Director, Infectious Disease Fellowships, San Antonio Uniformed Services Health Education Consortium, San Antonio, Texas




Quemaduras




Patrick R. Murray, PhD, Chief, Microbiology Service, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




El clínico y el laboratorio de microbiología




Daniel M. Musher, MD, Professor of Medicine, Baylor College of Medicine; Chief, Infectious Disease, Michael E. DeBakey Veterans Affairs Medical Center, Houston, Texas




Streptococcus pneumoniae




Esteban C. Nannini, MD, Assistant Professor, Division of Infectious Diseases, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario; Attending Physician, Sanatorio Parque, Rosario, Argentina




Glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina), estreptograminas (quinupristina-dalfopristina) y lipopéptidos (daptomicina)




Theodore E. Nash, MD, Head, Gastrointestinal Parasites Section, Laboratory of Parasitic Diseases, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Giardia lamblia; Larva migratoria visceral y otras infestaciones infrecuentes por helmintos




William M. Nauseef, MD, Professor of Medicine and of Microbiology, Department of Medicine, University of Iowa Carver College of Medicine; Attending Physician, Iowa City Veterans Affairs Medical Center, Iowa City, Iowa




Fagocitos granulocíticos




Marguerite A. Neill, MD, Associate Professor of Medicine, Warren Alpert Medical School of Brown University, Providence; Attending Physician, Division of Infectious Disease, Memorial Hospital of Rhode Island, Pawtucket, Rhode Island




Otros vibrios patogénicos




Judith A. O’Donnell, MD, Professor of Clinical Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Pennsylvania School of Medicine; Hospital Epidemiologist and Director, Department of Infection Prevention and Control, Penn Presbyterian Medical Center, Philadelphia, Pennsylvania




Antibacterianos tópicos




Christopher A. Ohl, MD, Associate Professor of Medicine, Wake Forest University School of Medicine; Medical Director, Center for Antimicrobial Utilization, Stewardship, and Epidemiology, Wake Forest University Baptist Medical Center, Winston-Salem, North Carolina




Artritis infecciosa de las articulaciones nativas




Pablo C. Okhuysen, MD, Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Texas Medical School at Houston; Medical Staff, Memorial Hermann Hospital–Texas Medical Center; Medical Staff, Lyndon B. Johnson General Hospital, Houston, Texas




Sporothrix schenckii




Andrew B. Onderdonk, PhD, Professor of Pathology, Harvard Medical School; Director, Clinical Microbiology, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Gangrena gaseosa y otras enfermedades asociadas con Clostridium; Géneros Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium (y otros bacilos anaerobios gramnegativos destacados desde el punto de vista médico)




Steven M. Opal, MD, Professor of Medicine, Warren Alpert Medical School of Brown University, Providence; Chief, Division of Infectious Diseases, Memorial Hospital of Rhode Island, Pawtucket, Rhode Island




Mecanismos moleculares de resistencia antimicrobiana en las bacterias




Walter A. Orenstein, MD, Deputy Director for Vaccine-Preventable Diseases, Integrated Health Solutions Development, Global Health Program, Bill and Melinda Gates Foundation, Seattle, Washington




Inmunización




Douglas R. Osmon, MD, MPH, Associate Professor, Division of Infectious Diseases, Mayo Clinic College of Medicine; Consultant, Mayo Clinic, Rochester, Minnesota




Osteomielitis




Michael T. Osterholm, PhD, MPH, Professor, Division of Environmental Health Sciences, University of Minnesota School of Public Health; Adjunct Professor, University of Minnesota Medical School, Minneapolis, Minnesota




Principios epidemiológicos




Stephen M. Ostroff, MD, Director, Bureau of Epidemiology, and Acting Physician General, Pennsylvania Department of Health, Harrisburg, Pennsylvania




Riesgos infecciosos emergentes y reemergentes




Michael N. Oxman, MD, Professor of Medicine and Pathology, University of California, San Diego, School of Medicine, La Jolla; Staff Physician (Infectious Diseases), Veterans Affairs San Diego Healthcare System, San Diego, California




Miocarditis y pericarditis




Andrea V. Page, MD, Clinician-Scientist Training Program, Department of Medicine, University of Toronto Faculty of Medicine; Clinical Associate, Divisions of Internal Medicine and Infectious Diseases, University Health Network, Toronto, Ontario, Canada




Inmunomoduladores




Tara N. Palmore, MD, Deputy Hospital Epidemiologist, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Infecciones nosocomiales causadas por virus del herpes




Eric G. Pamer, MD, Professor of Medicine, Weill Cornell Medical College; Chief, Infectious Diseases, Memorial Hospital, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, New York




Defensa contra la infección mediada por células




Peter G. Pappas, MD, Professor of Medicine and Tinsley Harrison Clinical Scholar, University of Alabama at Birmingham School of Medicine, Birmingham, Alabama




Neumonía crónica




Mark S. Pasternack, MD, Associate Professor of Pediatrics, Harvard Medical School; Chief, Pediatric Infectious Disease Unit, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts




Celulitis, fascitis necrosante e infecciones del tejido subcutáneo; Miositis y mionecrosis; Linfadenitis y linfangitis




Thomas F. Patterson, MD, Chief, Division of Infectious Diseases; Professor of Medicine; and Director, San Antonio Center for Medical Mycology, University of Texas Health Science Center at San Antonio; Attending Physician, South Texas Veterans Health Care System, San Antonio, Texas




Género Aspergillus




Deborah Pavan-Langston, MD, Professor of Ophthalmology, Harvard Medical School; Attending Physician, Massachusetts Eye and Ear Infirmary, Boston, Massachusetts




Conjuntivitis microbiana; Queratitis microbiana




David A. Pegues, MD, Professor of Clinical Medicine, David Geffen School of Medicine at UCLA; Hospital Epidemiologist and Attending Physician, Ronald Reagan UCLA Medical Center, Los Angeles, California




Género Salmonella, incluida Salmonella Typhi




Robert L. Penn, MD, Professor of Medicine, Louisiana State University Health Sciences Center in Shreveport School of Medicine; Chief, Section of Infectious Diseases, Louisiana State Health Sciences Center–University Hospital, Shreveport, Louisiana




Francisella tularensis (tularemia);




John R. Perfect, MD, Professor of Medicine, Duke University School of Medicine and Duke University Medical Center, Durham, North Carolina




Cryptococcus neoformans




Stanley Perlman, MD, PhD, Professor of Microbiology and Pediatrics, University of Iowa Carver College of Medicine, Iowa City, Iowa




Coronavirus, incluido el coronavirus asociado al síndrome respiratorio agudo grave (SRAG)




C.J. Peters, MD, Professor, Department of Microbiology and Immunology; Professor, Department of Pathology; and John Sealy Distinguished University Chair in Tropical and Emerging Virology, University of Texas Medical Branch, Galveston; Adjunct Graduate Faculty, Texas A&M University, College Station, Texas




Fiebres hemorrágicas por los virus Marburg y Ébola; Encefalitis de California, síndrome pulmonar por Hantavirus y fiebres hemorrágicas producidas por Bunyavirus; Virus de la coriomeningitis linfocítica, virus de Lassa y fiebres hemorrágicas de Sudamérica




Phillip K. Peterson, MD, Professor of Medicine; Director, Division of Infectious Diseases and International Medicine; and Co-Director, Center for Infectious Diseases and Microbiology Translational Research, University of Minnesota Medical School, Minneapolis, Minnesota




Infecciones en el anciano




William A. Petri, Jr., MD, PhD, Wade Hampton Frost Professor of Epidemiology; Professor of Medicine, Microbiology, and Pathology; and Chief, Division of Infectious Diseases and International Health, University of Virginia School of Medicine; Attending Physician, University of Virginia Health System, Charlottesville, Virginia




Adherencia microbiana; Introducción a las enfermedades causadas por protozoos; Género Entamoeba, incluida la amebiasis




Cathy A. Petti, MD, Associate Professor of Pathology and Medicine, University of Utah School of Medicine, Salt Lake City, Utah




Grupo Streptococcus anginosus




Larry K. Pickering, MD, Professor of Pediatrics, Emory University School of Medicine; Executive Secretary, Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP), and Senior Adviser to the Director, National Center for Immunization and Respiratory Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Inmunización




Gerald B. Pier, PhD, Professor of Medicine (Microbiology and Molecular Genetics), Harvard Medical School; Microbiologist, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Pseudomonas aeruginosa




Satish K. Pillai, MD, Instructor in Medicine, Harvard Medical School; Staff Physician, Division of Infectious Diseases, Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, Massachusetts




Principios del tratamiento antiinfeccioso




Peter Piot, MD, PhD, Professor of Global Health and Director, Institute for Global Health, Imperial College London, London, United Kingdom




Perspectivas globales sobre la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana y el síndrome de inmunodeficiencia adquirida




Susan F. Plaeger, PhD, Director, Basic Sciences Program, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Mecanismos innatos (generales o inespecíficos) de defensa del huésped




Ronald E. Polk, PharmD, Professor of Pharmacy and Medicine, Virginia Commonwealth University School of Pharmacy, Richmond, Virginia




Responsabilidad en el uso de los antimicrobianos




Aurora Pop-Vicas, MD, Assistant Professor of Medicine, Warren Alpert Medical School of Brown University, Providence; Infectious Disease Physician, Memorial Hospital of Rhode Island, Pawtucket, Rhode Island




Mecanismos moleculares de resistencia antimicrobiana en las bacterias




John H. Powers, MD, Assistant Clinical Professor of Medicine, George Washington University School of Medicine, Washington, DC; Assistant Clinical Professor of Medicine, University of Maryland School of Medicine, Baltimore; Senior Medical Scientist, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Interpretación de los resultados de los ensayos clínicos sobre agentes antimicrobianos




Antonello Punturieri, MD, PhD, Program Director, Division of Lung Diseases, National Heart, Lung, and Blood Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Enfermedad pulmonar obstructiva crónica y exacerbaciones agudas




Yok-ai Que, MD, PhD, Instructor and Researcher, University of Lausanne School of Medicine; Attending Physician, Department of Critical Care Medicine, Centre Hospitalier Universitaire Vaudois Lausanne, Lausanne, Switzerland




Staphylococcus aureus (incluido el síndrome del shock tóxico)




Ronald P. Rabinowitz, MD, Assistant Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Maryland School of Medicine; Attending Physician, R. Adams Cowley Shock Trauma Center, Baltimore, Maryland




Oxígeno hiperbárico




Shervin Rabizadeh, MD, MBA, Instructor, David Geffen School of Medicine at UCLA; Staff Physician, Department of Pediatrics, Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, California




Prebióticos, probióticos y simbióticos




Reuben Ramphal, MD, Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Florida College of Medicine, Gainesville, Florida




Pseudomonas aeruginosa




Didier Raoult, MD, PhD, Professor and President, Marseille School of Medicine; Director, Clinical Microbiology Laboratory for the University Hospitals; Founder, WHO Collaborative Center; President, Université de la Méditerranée in Marseille, Marseille, France




Introducción a las rickettsiosis, las ehrlichiosis y las anaplasmosis; Rickettsia akari (rickettsiosis pustulosa o viruela rickettsiósica); Coxiella burnetii (fiebre Q); Rickettsia prowazekii (tifus epidémico o transmitido por piojos); Orientia tsutsugamushi (tifus de los matorrales)




Jonathan I. Ravdin, MD, Dean and Executive Vice President, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, Wisconsin




Introducción a las enfermedades causadas por protozoos




Stuart C. Ray, MD, Associate Professor of Medicine, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland




Hepatitis C




Annette C. Reboli, MD, Professor of Medicine, University of Medicine and Dentistry of New Jersey—Robert Wood Johnson Medical School; Deputy Chief of Medicine for Administration, Head of Infectious Diseases Division, and Hospital Epidemiologist, Cooper University Hospital, Camden, New Jersey




Otras bacterias corineformes y rodococos; Erysipelothrix rhusiopathiae




Pavani Reddy, MD, Assistant Professor, Division of Infectious Diseases, Northwestern University Feinberg School of Medicine; Director of Antimicrobial Stewardship, Northwestern Memorial Hospital, Chicago, Illinois




Clostridium tetani (tétanos); Clostridium botulinum (botulismo)




Richard C. Reichman, MD, Emeritus Professor of Medicine, University of Rochester School of Medicine and Dentistry; Attending Physician, University of Rochester Medical Center, Rochester, New York




Papilomavirus




Marvin S. Reitz, Jr., PhD, Professor, Institute of Human Virology and Department of Medicine, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, Maryland




Virus de la inmunodeficiencia humana




David A. Relman, MD, Professor of Medicine and Professor of Microbiology and Immunology, Stanford University School of Medicine, Stanford; Chief, Infectious Diseases, Veterans Affairs Palo Alto Health Care System, Palo Alto, California




Perspectiva molecular de la patogenicidad microbiana




Cybèle A. Renault, MD, DTM&H, Clinical Assistant Professor, Department of Internal Medicine, Division of Infectious Diseases, Stanford University School of Medicine, Stanford; Attending Physician, Veterans Affairs Palo Alto Health Care System, Palo Alto, California




Mycobacterium leprae




Angela Restrepo, PhD, Senior Researcher and Scientific Director, Corporación para Investigaciones Biológicas, Medellin, Colombia




Paracoccidioides brasiliensis




John H. Rex, MD, Adjunct Professor of Medicine, University of Texas Medical School at Houston, Houston, Texas; Infection Clinical Vice President, AstraZeneca Pharmaceuticals, Macclesfield, United Kingdom




Fármacos antifúngicos sistémicos; Sporothrix schenckii




Herbert Y. Reynolds, MD, Emeritus Professor of Medicine, Penn State University College of Medicine, Milton S. Hershey Medical Center, Hershey, Pennsylvania; Adjunct Professor of Medicine, Uniformed Services University of the Health Sciences F. Edward Hébert School of Medicine; Medical Officer, Division of Lung Diseases, National Heart, Lung and Blood Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Enfermedad pulmonar obstructiva crónica y exacerbaciones agudas




Elizabeth G. Rhee, MD, Fellow, Department of Medicine, Harvard Medical School; Division of Viral Pathogenesis, Department of Medicine, Beth Israel Deaconess Medical Center; Attending Physician, Division of Infectious Diseases, Department of Medicine, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Adenovirus




Kyu Y. Rhee, MD, PhD, Assistant Professor of Medicine, Microbiology, and Immunology and William Randolph Hearst Foundation Clinical Scholar in Microbiology and Infectious Diseases, Weill Cornell Medical College; Assistant Attending Physician, New York–Presbyterian Hospital and Weill Cornell Medical Center, New York, New York




Género Borrelia (fiebre recurrente)




Kathryn L. Ruoff, PhD, Associate Professor, Dartmouth Medical School, Hanover; Associate Director, Clinical Microbiology Laboratory, Dartmouth-Hitchcock Medical Center, Lebanon, New Hampshire




Clasificación de los estreptococos




Mark E. Rupp, MD, Professor, Department of Internal Medicine, Division of Infectious Diseases, University of Nebraska Medical Center College of Medicine; Director, Department of Healthcare Epidemiology, Nebraska Medical Center, Omaha, Nebraska




Mediastinitis; Staphylococcus epidermidis y otros estafilococos coagulasa-negativos




Charles E. Rupprecht, VMD, PhD, Section Lead, Rabies, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia




Rabdovirus




Thomas A. Russo, MD, Professor of Medicine and Microbiology, Division of Infectious Diseases, State University of New York at Buffalo School of Medicine and Biomedical Sciences; Staff Physician, Veterans Affairs Western New York Health Care System, Buffalo, New York




Microorganismos causantes de actinomicosis




William A. Rutala, PhD, MPH, Professor of Medicine and Director, Statewide Program in Infection Control and Epidemiology, University of North Carolina at Chapel Hill School of Medicine; Director, Hospital Epidemiology, Occupational Health and Safety Program, University of North Carolina Health Care System, Chapel Hill, North Carolina




El enfermo agudo con fiebre y exantema; Desinfección, esterilización y control de los residuos hospitalarios




Mirella Salvatore, MD, Assistant Professor, Department of Public Health, and Assistant Professor, Department of Medicine/Infectious Diseases, Weill Cornell Medical College; Assistant Attending Physician, New York–Presbyterian Hospital, New York, New York




Tetraciclinas y cloranfenicol; Metronidazol




Frank T. Saulsbury, Professor, Department of Pediatrics, Division of Immunology and Rheumatology, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, Virginia




Síndrome de Kawasaki




Maria C. Savoia, MD, Vice Dean for Medical Education and Professor of Medicine, University of California, San Diego, School of Medicine, La Jolla, California




Miocarditis y pericarditis




Paul E. Sax, MD, Associate Professor of Medicine, Harvard Medical School; Clinical Director, Division of Infectious Diseases and Human Immunodeficiency Virus Program, Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts




Manifestaciones pulmonares de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana




W. Michael Scheld, MD, Gerald L. Mandell–Bayer Professor of Infectious Diseases and Professor of Medicine, University of Virginia School of Medicine; Clinical Professor of Neurosurgery and Director, Pfizer Initiative in International Health, University of Virginia Health System, Charlottesville, Virginia




Endocarditis e infecciones intravasculares; Meningitis aguda




Joshua T. Schiffer, MD, MS, Senior Fellow, University of Washington School of Medicine and Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, Washington




Virus del herpes simple




David Schlossberg, MD, Professor of Medicine, Temple University School of Medicine; Adjunct Professor of Medicine, University of Pennsylvania School of Medicine; Medical Director, Tuberculosis Control Program, Philadelphia Department of Public Health, Philadelphia, Pennsylvania




Chlamydophila (Chlamydia) psittaci (psitacosis)




Thomas Schneider, MD, PhD, Professor of Infectious Diseases, Charité University Hospital, Benjamin Franklin Campus, Berlin, Germany




Enfermedad de Whipple




Jane R. Schwebke, MD, Professor of Medicine, University of Alabama at Birmingham School of Medicine, Birmingham, Alabama




Trichomonas vaginalis




Cynthia L. Sears, MD, Professor of Medicine, Divisions of Infectious Diseases and Gastroenterology, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland




Prebióticos, probióticos y simbióticos




Carlos Seas, MD, Associate Professor of Medicine and Principal Investigator, Alexander von Humboldt Tropical Medicine Institute, Cayetano Heredia University; Attending Physician, National Hospital Cayetano Heredia, Lima, Peru




Vibrio cholerae




Kent A. Sepkowitz, MD, Professor of Medicine, Weill Cornell Medical College; Vice-Chairman of Medicine and Director, Hospital Infection Control, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, New York




Hepatitis nosocomial y otras infecciones transmitidas en transfusiones y trasplantes




Edward J. Septimus, MD, Affiliate Professor and Distinguished Senior Fellow, School of Public Policy, George Mason University, Fairfax, Virginia; Medical Director, Infection Prevention, HCA Healthcare System, Nashville, Tennessee




Derrame pleural y empiema




George K. Siberry, MD, MPH, Medical Officer, Pediatric, Adolescent, and Maternal Acquired Immunodeficiency Syndrome Branch, Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland




Infección por el virus de la inmunodeficiencia humana en los niños




Costi D. Sifri, MD, Assistant Professor of Medicine, Division of Infectious Diseases and International Health, University of Virginia School of Medicine; Attending Physician, Department of Medicine, University of Virginia Health System, Charlottesville, Virginia




Infecciones hepáticas y del sistema biliar; Apendicitis; Diverticulitis y tiflitis
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Prólogo a la Primera Edición




Gerald L. Mandell, M.D., R. Gordon Douglas, Jr., M.D., John E. Bennett, M.D.





Las enfermedades infecciosas traspasan los límites habituales establecidos por las especialidades médicas. Pueden afectar a todos los sistemas orgánicos y todos los médicos asistenciales pueden tener que enfrentarse a pacientes infecciosos. El formato de este libro se escogió con la intención de que contuviera la información necesaria para ayudar al médico en la comprensión, el diagnóstico y el tratamiento de los procesos infecciosos. Por ello, internistas, médicos de familia, pediatras, cirujanos, obstetras, ginecólogos, urólogos, residentes y médicos que se forman en subespecialidades, estudiantes de Medicina, personal hospitalario de control de infecciones y microbiólogos clínicos deberían encontrar en el texto un punto de referencia de utilidad.


Al planificar este libro, los editores consideraron varios patrones organizativos diferentes. El sistema adoptado permite que el lector enfoque al paciente infeccioso de tres formas distintas: a) desde el síndrome clínico fundamental, b) desde el microorganismo etiológico específico y c) desde las características del huésped en los pacientes afectados.


Enfermedades infecciosas. Principios y práctica consta de cuatro partes principales. Puede leerse en su totalidad, o bien se pueden examinar los capítulos de forma individual cuando el lector esté interesado en un problema específico. La parte I trata los principios básicos necesarios para una comprensión clara de los conceptos de diagnóstico y tratamiento del proceso infeccioso. Aquí se incluyen los capítulos referidos a los factores de virulencia microbiana, los mecanismos de defensa del huésped, la epidemiología de las enfermedades infecciosas y las pruebas de laboratorio clínicas y microbiológicas. Además, se ofrece una exhaustiva descripción de la quimioterapia antiinfecciosa.


La parte II trata los síndromes clínicos principales, tras cuya descripción se presenta un análisis de los posibles agentes etiológicos, la evaluación de los posibles diagnósticos diferenciales y un resumen del tratamiento empírico. En esta parte del libro se describen todas las enfermedades infecciosas fundamentales.


La parte III describe todos los microorganismos patógenos relevantes para el ser humano y las enfermedades que provocan. El patógeno se clasifica y se describe, se analiza la epidemiología, se enumeran las manifestaciones clínicas y se presenta la información específica sobre tratamiento y prevención. Se puede encontrar la explicación más detallada de cada enfermedad si se lee tanto el apartado del agente etiológico como el del síndrome clínico. Por ello, el tratamiento detallado de la neumonía neumocócica podría encontrarse en las secciones apropiadas de los capítulos referidos a neumonía aguda y a Streptococcus pneumoniae. Se ha intentado elaborar de forma completa los capítulos referidos a los agentes etiológicos y los que recogen los síndromes, por lo que es inevitable cierta repetición.


La parte final, la IV, trata los problemas especiales de las enfermedades infecciosas: infecciones nosocomiales, infecciones en huéspedes comprometidos, inmunizaciones y protección del viajero.


Los editores agradecemos la ayuda de nuestros expertos colaboradores. Estos médicos son los líderes mundiales en sus campos y han elaborado de forma eficaz unos capítulos escritos con cuidado, bien documentados y actuales. Nuestras secretarias atendieron con habilidad y meticulosidad todas las dificultades a la hora de compilar Enfermedades infecciosas. Principios y práctica. John de Carville, editor ejecutivo de John Wiley & Sons, animó y aconsejó a los autores acerca de los pasos formativos durante todo el proceso hasta su finalización. Por último, y quizá lo fundamental, agradecemos a nuestras esposas e hijos su tolerancia ante las interminables labores y reuniones editoriales.










Prólogo a la séptima edición




Gerald L. Mandell, M.D., John E. Bennett, M.D., Raphael Dolin, M.D.





Resulta curioso comparar la primera edición de Enfermedades infecciosas. Principios y práctica con esta nueva, que ya es la séptima. Desde 1979, año en el que se publicó la primera edición, se han descubierto numerosos antibióticos nuevos y varias enfermedades y patógenos que se han identificado por primera vez: legionelosis, enfermedad de Lyme, sarcoma de Kaposi, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)/síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), tuberculosis multirresistente, colitis por Clostridium difficile, leucoencefalopatía multifocal progresiva, síndrome respiratorio agudo grave (SRAG) y la nueva gripe H1N1, por mencionar tan solo unos cuantos. Al comparar ésta con la sexta edición, publicada en 2004, se observa un incremento de nuestros conocimientos sobre enfermedades, microorganismos y fármacos de reciente descubrimiento. Los avances en ciencias básicas han sido asombrosos, con nuevas técnicas genómicas que permiten en la actualidad un diagnóstico rápido y un tratamiento eficaz.


Enfermedades infecciosas. Principios y práctica difiere de otras fuentes de información, como muchos recursos presentes en internet, por el hecho de estar editado de forma cuidadosa y porque sus contenidos están contextualizados por expertos en enfermedades infecciosas. Esta nueva edición combina los conocimientos y la experiencia de especialistas de reconocimiento mundial con la revisión cuidadosa de todos los capítulos por parte de los tres editores.


Esta edición está orientada y diseñada para médicos (especialistas en enfermedades infecciosas, internistas, médicos de familia, especialistas en medicina del viajero, investigadores en VIH/SIDA), farmacólogos, expertos en salud pública, microbiólogos y científicos de áreas básicas. Los lectores que consulten los volúmenes que constituyen la obra pueden encontrar con rapidez la información clínica clave que les ayude a diagnosticar y tratar a sus pacientes. El texto contiene información actualizada e incluye muchas referencias de los últimos años. Se han añadido nuevos capítulos y todos los demás se han sometido a una revisión exhaustiva, con actualización de tablas, figuras y referencias.


Los 323 capítulos que constituyen la obra permiten una cobertura excelente de temas tales como la patogenia microbiana, infecciones en pacientes oncológicos, infecciones emergentes, nuevos fármacos antimicrobianos, resistencia a antibióticos, medicina del viajero, vacunas e infecciones relacionadas con mascotas exóticas.


La versión en internet del libro contiene toda la obra, con la posibilidad de realizar búsquedas por todo el texto, seleccionar texto y archivarlo, y añadir notas y guardarlas.


Este libro no habría sido posible sin la ayuda y la inmensa paciencia de nuestras mujeres, Judy Mandell, Shirley Bennett y Kelly Dolin, que han resistido con estoicismo las innumerables horas que sus maridos han pasado en casa sin hablar con ellas, inmersos en el trabajo que supone escribir una nueva edición de este tratado. También queremos agradecer a Janet Morgan su impagable ayuda al Dr. Dolin.
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Parte I


Principios básicos en el diagnóstico y tratamiento de las enfermedades infecciosas









Sección A


Factores de virulencia microbiana










1 Perspectiva molecular de la patogenia microbiana




David A. Relman*, Stanley Falkow,
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Desde el mismo momento del nacimiento, el ser humano queda colonizado por una enorme cantidad de microorganismos que se agrupan en comunidades estereotipadas y complejas creando así una flora microbiana indígena muy beneficiosa. El resultado es un «superorganismo» en el que los simbiontes microbianos son 10 veces más abundantes que las propias células del organismo. La mayor parte de la información existente en la actualidad acerca de la flora microbiana indígena humana se refiere al componente bacteriano; a pesar de que las bacterias no son de ninguna manera los únicos miembros importantes de dicha flora, van a constituir el objetivo de este capítulo.


A diferencia de lo que ocurre con los encuentros relativamente infrecuentes y peligrosos con microorganismos patógenos, las relaciones entre el ser humano y los microorganismos en las que tanto el primero como los segundos se benefician sin causarse perjuicios (relaciones de comensalismo), así como las relaciones en las que ambos se benefician entre sí (relaciones de mutualismo), son las formas dominantes de interacción y tienen una importancia fundamental para la biología del ser humano. La coevolución, la coadaptación y la codependencia son características de la relación que mantenemos con nuestra flora microbiana indígena1. La flora microbiana del ser humano facilita la adquisición de nutrientes y la extracción de energía a partir de los alimentos, estimula la diferenciación terminal (posnatal) de la estructura y la función de las mucosas y potencia los sistemas inmunitarios tanto innato como adaptativo. A través de estas funciones, tiene utilidad para mantener la función de barrera epitelial y la integridad del epitelio, así como también para «educar» a nuestros mecanismos innatos de defensa inmunitaria, ofrecer una «resistencia a la colonización» frente a la infiltración por patógenos y proporcionar cantidades pequeñas de factores de crecimiento accesorios para el ser humano2. Las normas y las características de esta relación de simbiosis tienen una importancia fundamental, aunque hasta el momento todavía no han sido dilucidadas con detalle3. Durante el periodo neonatal el proceso de establecimiento de la comunidad entre el ser humano y la flora microbiana es especialmente dinámico y está influido por la exposición al entorno existente en ese momento (concretamente, el materno) y por efectos de tipo estocástico. La composición de la flora microbiana indígena evoluciona generalmente de manera ordenada a medida que la dieta, el entorno hormonal, otros contactos con el ambiente y diversas perturbaciones ocasionales de carácter ecológico inducen sus efectos sobre un contexto genético humano específico y diverso.


La diversidad bacteriana en las distintas comunidades indígenas de la flora microbiana del cuerpo humano es sorprendente debido a su riqueza en especies y en cepas específicas, así como también en relación con el limitado número de géneros que se suelen observar. A pesar de la exposición a más de 100 géneros bacterianos existentes en el entorno, el hábitat humano está dominado por los géneros Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria y Fusobacteria, lo que sugiere la existencia de intensas fuerzas y mecanismos de diversificación selectivos que han evolucionado a lo largo de cientos de miles de años en su relación con el huésped humano. En lo que se refiere al dominio Archaea, la diversidad existente en el cuerpo humano se limita a un puñado de especies metanógenas: Methanobrevibacter smithii se observa con frecuencia en el intestino distal sano, mientras que las especies relacionadas con Methanobrevibacter aparecen en el surco subgingival inflamado en algunos pacientes con periodontitis crónica moderada o intensa. Es interesante el hecho de que los patrones de la diversidad bacteriana en el ser humano muestran características específicas individuales. A pesar de que hay pruebas de la existencia de capacidades funcionales compartidas entre las comunidades microbianas intestinales de los diferentes seres humanos sanos, el acervo genético del huésped es una causa importante de variación en la constitución de la flora microbiana indígena del ser humano4.


La infección es simplemente el establecimiento de un microorganismo en el interior o el exterior de un huésped, y puede tener una duración breve. Las infecciones son con mucha frecuencia asintomáticas y, a pesar de que se pueden acompañar de signos poco aparentes de alteraciones fisiopatológicas, generalmente el huésped mejora tras su encuentro con el microorganismo. Ésta es la evolución habitual de la mayor parte de las interacciones entre el huésped y los microorganismos. El término de enfermedad infecciosa se aplica cuando la interacción de un huésped con un microorganismo causa alteraciones en el primero y dichas alteraciones o las modificaciones fisiológicas resultantes se manifiestan a través de signos o síntomas clínicos de enfermedad. En general, un patógeno se define como un microorganismo con capacidad para causar enfermedad. Sin embargo, ésta es una definición de tipo médico, no de tipo biológico, y, ciertamente, no todos los patógenos poseen la misma capacidad para causar enfermedad. El concepto de virulencia ofrece una medida cuantitativa de la patogenicidad o de la probabilidad de que un microorganismo cause enfermedad. Por ejemplo, los neumococos encapsulados son más virulentos que los neumococos no encapsulados, mientras que las cepas de Escherichia coli que expresan toxinas de tipo Shiga son más virulentas que las cepas de esta misma bacteria que no expresan dichas toxinas. Los factores de virulencia son las propiedades (p. ej., los productos genéticos) que permiten a un microorganismo establecerse y replicarse en el exterior o el interior de un huésped, y también las que incrementan el potencial de un microorganismo para causar enfermedad.


Tiene utilidad diferenciar los patógenos «principales», que causan regularmente enfermedad en una cierta proporción de individuos susceptibles con sistemas de defensa aparentemente intactos, de otros posibles microorganismos patogénicos como Pseudomonas aeruginosa. Este microorganismo no suele causar enfermedad en los individuos con sistemas de defensa intactos, al tiempo que puede dar lugar a una enfermedad de carácter devastador en muchos pacientes inmunocomprometidos. Muchos microorganismos con capacidad para multiplicarse de forma sostenida en el ser humano, incluyendo los miembros de la flora microbiana indígena, pueden causar enfermedad con mayor facilidad en las personas que sufren enfermedades crónicas o en las que muestran algún otro tipo de problema de salud. Esta categoría también se puede incluir en el concepto habitual de patógenos oportunistas.


Un concepto emergente en lo relativo a la etiología de las enfermedades microbianas y que procede del campo de la ecología es el correspondiente a la «comunidad como patógeno», en el que son las características genéricas de la comunidad microbiana que se han conservado las que contribuyen a la patología, más que cualquier miembro o componente específicos de la propia comunidad. Este concepto puede ser relevante respecto a una amplia gama de procesos inflamatorios crónicos que afectan a la piel y a las mucosas, como la enfermedad intestinal inflamatoria y la periodontitis crónica. Dicho concepto indica que en los estudios a realizar acerca de la patogenia se deben considerar las propiedades generales de las comunidades microbianas, como la resistencia, o las interacciones funcionales conservadas como el sintropismo, más que la función de los microorganismos individuales, especialmente en lo que se refiere al desarrollo de nuevas estrategias para el mantenimiento o el restablecimiento de la salud.


Por tanto, la dificultad radica en que la diferenciación entre los patógenos comensales, oportunistas y «principales» puede quedar oscurecida en algunos momentos, debido en parte a que algunos patógenos comensales causan enfermedades (si bien generalmente en los individuos inmunocomprometidos) y también a que algunos de los patógenos más temidos pueden persistir en el ser humano durante todo su ciclo vital sin causar por ello síntomas de enfermedad, además del hecho de que en la patogenia microbiana están implicadas sinergias entre los propios microorganismos (así como también entre los productos genéticos de los microorganismos), de manera que cada microorganismo podría ser insuficiente para causar enfermedad por sí mismo en la mayor parte de los contextos. Por ejemplo, varios miembros de la flora microbiana nasofaríngea humana (incluyendo Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae tipo B y Streptococcus pyogenes) causan de manera habitual enfermedades bien definidas en el ser humano. La vacunación frente a estos microorganismos no solamente es un elemento de protección frente a la enfermedad, sino que también evita (a través de un mecanismo con especificidad antigénica) que dichos microorganismos puedan colonizar al huésped (revisado en Segal y Pollard5). Estos «patógenos comensales» persisten en una proporción significativa de la población humana, la mayor parte de la cual está constituida por individuos que son portadores asintomáticos. ¿Son microorganismos patógenos o bien son miembros de la flora microbiana indígena que han evolucionado hasta alcanzar localizaciones peligrosas en asociación con el tejido linfoide del tracto respiratorio, en donde entran regularmente en contacto con elementos del sistema inmunitario que les mantienen controlados la mayor parte del tiempo pero que en ocasiones dejan de hacerlo y ello da lugar a una enfermedad?


No es necesario el conocimiento de la definición de un patógeno cuando un clínico se enfrenta a un paciente infectado que requiere tratamiento. Sin embargo, si queremos conocer con detalle los microorganismos asociados a la enfermedad y descubrir los tratamientos eficaces frente a ellos, vamos a tener que definir los aspectos fundamentales de su biología y del contexto ecológico en el que se mantienen en su nicho. También es importante tener en cuenta que los antibióticos no siempre actúan frente a muchos de los patógenos (de hecho, cada vez lo hacen menos), que conllevan un coste (en términos de resistencia y de efectos secundarios) y que todavía carecemos de vacunas efectivas frente a una enorme cantidad de microorganismos que aparecen de manera cotidiana en la práctica médica.


Así, la capacidad de ciertos microorganismos para causar enfermedad en el huésped humano sano y con un sistema inmunitario normal debe reflejar la existencia de diferencias biológicas fundamentales en sus capacidades de virulencia, en el espectro que se inicia con los microorganismos oportunistas y comensales que raramente o nunca causan enfermedad. En los apartados siguientes vamos a abordar esta cuestión y a detallar la forma con la que han sido aplicados los conocimientos de la patogenia a la práctica de la medicina moderna relacionada con las enfermedades infecciosas.
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¿Cuáles son las características que diferencian a los microorganismos que residen en el ser humano? Un patógeno o un comensal deben realizar las tareas siguientes para tener éxito en su objetivo: 1) introducirse en el huésped humano; 2) establecerse; 3) conseguir nutrientes; 4) evitar o sortear las defensas innatas del huésped y su potente sistema inmunitario; 5) por encima de todo, replicarse; 6) diseminarse, si fuera necesario hacia su localización más apropiada, y, finalmente, 7) ser transmitido a un nuevo huésped susceptible.


Tanto si es un patógeno como si es un comensal, el microorganismo también debe poseer un grupo interactivo de propiedades genéticas complementarias, en ocasiones correguladas, que le permitan su interacción con el huésped humano. Para un microorganismo dado, los rasgos genéticos definen atributos específicos que le permiten llevar a cabo la secuencia común de pasos necesarios para causar una infección o bien, en algunos casos, una enfermedad subsiguiente a la infección6,7.


Las técnicas moleculares y genéticas actuales permiten identificar, aislar y caracterizar de manera sencilla y elegante muchos de los genes y sus productos. También poseemos en la actualidad las secuencias genómicas completas de la práctica totalidad de las especies bacterianas patógenas. Esta información tiene una gran importancia para conocer las posibilidades de que un microorganismo cause enfermedad, al tiempo que nos permite diseñar nuevas estrategias experimentales para el conocimiento tanto de los patógenos como de los comensales8. La disponibilidad de la secuencia del genoma del huésped (p. ej., el ser humano) también permite la aplicación de múltiples estrategias de carácter sinérgico para el conocimiento de la virulencia, incluyendo la identificación de los rasgos de susceptibilidad del huésped, la valoración de la respuesta del huésped desde el punto de vista de todo el genoma y el conocimiento de los mecanismos de defensa del huésped y de los mecanismos de contradefensa del patógeno9.


Estos análisis genómicos han subrayado en última instancia la hipótesis de trabajo que se ha mantenido durante casi 50 años de investigación, es decir, la determinación de que las características diferenciadoras de los microorganismos que causan enfermedad de manera regular es un conjunto de rasgos genéticos especiales que les aportan la capacidad de violar las barreras anatómicas, celulares o bioquímicas del huésped, y que habitualmente impiden la entrada de otros microorganismos en el interior de estructuras tisulares estériles. Así, los patógenos «llegan a donde no lo hacen otros microorganismos». Además, muchos patógenos, como Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Salmonella typhi y Helicobacter pylori, tienen capacidad para causar una infección persistente (generalmente, asintomática) en el huésped humano y han desarrollado también una capacidad extraordinaria para sobrevivir a nuestras defensas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Así, una diferencia entre los patógenos primarios y los microorganismos oportunistas es el hecho de que los primeros poseen una capacidad inherente para violar las barreras del huésped que generalmente no son violadas por otros microorganismos, mientras que los segundos necesitan la existencia de algún defecto o alteración (genético, ecológico [alteración de la flora microbiana] o secundario a una enfermedad subyacente) en las defensas del huésped para establecerse en un nicho habitualmente privilegiado del propio huésped. Claramente, el estado del huésped desempeña una función importante en lo que se refiere al efecto final inducido por el patógeno10.


El paso inicial del patógeno debe ser el de acceder al huésped en cantidades suficientes. Este acceso requiere que el microorganismo no solamente establezca contacto con una superficie adecuada, sino que también alcance su nicho o microambiente específico en la superficie externa o en el interior del huésped. Este requerimiento no es trivial. Algunos patógenos deben sobrevivir durante períodos de tiempo diversos en el ambiente externo. Otros han desarrollado medios eficaces y adecuados de transmisión. Para alcanzar este objetivo, el microorganismo infectante puede utilizar la motilidad, sus propiedades quimiotácticas y sus estructuras de adhesión (o adhesinas), que intermedian su unión a receptores celulares eucariotes específicos o bien a otros microorganismos (v. cap. 2)11-13. Los patógenos que persisten en la superficie de la piel o las mucosas necesitan poseer generalmente múltiples adhesinas y mecanismos de adherencia redundantes. Si la adhesina es inmunógena, su expresión suele estar regulada; por otra parte, pueden aparecer variantes antigénicas (v. el apartado siguiente, Regulación de la patogenicidad bacteriana). Los microorganismos preexistentes (la flora microbiana indígena) representan un elemento de competición que se opone al establecimiento del recién llegado; por otra parte, el nuevo microorganismo se debe adaptar —al menos temporalmente— al entorno nutricional concreto en el que se encuentra ahora. Por ejemplo, Neisseria gonorrhoeae intracelular utiliza su membrana celular Opa externa para capturar piruvato cinasa activa del huésped, que necesita para su crecimiento intracelular14.


Los mecanismos de defensa normales del huésped representan el conjunto más difícil de obstáculos para los patógenos y los comensales en su objetivo de establecerse en el interior de un huésped. Para cualquier conjunto de defensas específicas del huésped, un patógeno individual debe poseer una contraestrategia específica y exclusiva. Algunos de los mecanismos mejor conocidos de los utilizados por los microorganismos patógenos para contrarrestar las defensas del huésped son el uso de una cápsula antifagocitaria y la elaboración de toxinas y de enzimas que actúan sobre las células inmunitarias del huésped o que destruyen las barreras anatómicas. Los microorganismos también aplican mecanismos bioquímicos de carácter sutil para evitar, debilitar o incluso modificar las defensas del huésped. Estas estrategias son la elaboración de proteasas específicas para las inmunoglobulinas, los mecanismos de secuestro del hierro y el recubrimiento de los propios microorganismos con proteínas del huésped para confundir su sistema de vigilancia inmunitaria o inducir la elaboración de señales inadecuadas por parte de las células del huésped, con disregulación de las defensas e incluso con muerte celular. Son ejemplos de estos mecanismos la producción de proteasas para la inmunoglobulina A1 por parte de los meningococos, el uso de receptores para la transferrina y la lactoferrina humanas saturadas con hierro por parte de N. gonorrhoeae y la cobertura de Treponema pallidum con fibronectina soluble humana. Yersinia, Mycobacterium y Bordetella hacen que las células del huésped elaboren interleucina-10 (una potente citocina inmunosupresora), lo que debilita elementos importantes de las defensas inmunitarias innatas. La variación antigénica y la invasión intracelular son otras estrategias utilizadas con frecuencia por los patógenos para evitar su detección por parte de las defensas inmunitarias15,16. La intimidad de las relaciones existentes entre los patógenos víricos y el huésped queda reflejada en la frecuencia con la que estos patógenos incorporan moléculas y mecanismos del huésped para soslayar las defensas del propio huésped (v. Subversión de los procesos celulares y las defensas inmunitarias del huésped)17-20.


La capacidad de multiplicación es una característica de todos los organismos vivos. Con independencia de que el nicho del patógeno en el huésped relevante sea intracelular o extracelular, mucoso o submucoso, o se localice en el interior del torrente sanguíneo o en alguna otra zona anatómica específica, los patógenos han desarrollado un conjunto muy específico de tácticas bioquímicas para conseguir su objetivo. Así, el éxito final de un patógeno y de cualquier microorganismo viene determinado por el grado con el que se puede multiplicar. El patógeno no solamente debe replicarse de manera suficiente para establecerse en un huésped y alcanzar su nicho específico, sino que lo debe hacer en un momento concreto de su ciclo vital que permita su trasmisión potencial a un nuevo huésped susceptible. La tasa de la multiplicación del patógeno es contemplada por el clínico en términos de un período de incubación característico que abarca desde el momento de la exposición hasta la aparición de los signos y los síntomas de la enfermedad.


El grado con el que el patógeno se perpetúa a sí mismo y la naturaleza de la relación que establece con su huésped definen la intensidad de las alteraciones en la fisiología y los tejidos del huésped. En cierto sentido, las enfermedades infecciosas son simplemente un efecto colateral del método y la localización seleccionados por los patógenos para su replicación y persistencia; la enfermedad en sí misma no es un parámetro que defina el éxito de los microorganismos. En parte, la enfermedad refleja el estado del huésped tanto como lo hacen las características de virulencia del microorganismo atacante. La muerte del huésped es afortunadamente un evento infrecuente que debe ser contemplado fríamente desde un punto de vista biológico como una consecuencia perjudicial para las dos partes implicadas. Las reglas más habituales del compromiso que se establece entre el huésped y el patógeno dan lugar con mayor frecuencia a la aparición de un vínculo: una multiplicación suficiente del patógeno para que sea posible su establecimiento en el huésped (infección transitoria o crónica) y para garantizar su trasmisión adecuada a un nuevo huésped susceptible, al tiempo que dicha multiplicación no debe ser superior a lo tolerado por el propio huésped, que debe incrementar su nivel de inmunidad frente a nuevas incursiones del mismo patógeno o de otros patógenos relacionados con él.


¿Por qué algunos patógenos causan enfermedad con mayor facilidad que otros? La estrategia que utilizan los patógenos para su multiplicación en la superficie o el interior del huésped (es decir, su capacidad para superar las barreras del huésped) define con frecuencia una serie de diferencias fundamentales entre los patógenos que causan a menudo sintomatología aguda de enfermedad y los que no lo hacen. Un microorganismo que puede alcanzar zonas anatómicas privilegiadas (lejos del ambiente competitivo de las superficies correspondientes a la piel y las mucosas) y multiplicarse en ellas tiene más posibilidades de alterar la homeostasis de huésped y causar enfermedad que otro microorganismo que utiliza una estrategia diferente. Si un microorganismo ha sido capaz de desarrollar medios para anular o destruir las células fagocitarias con objeto de poder multiplicarse con éxito, generalmente tiene más posibilidades de alcanzar estructuras profundas y dar lugar a una enfermedad aguda. Los microorganismos comensales y mutualistas se conforman con multiplicarse en grado suficiente en el contexto de la competencia establecida con la flora microbiana original, de manera que existen pero no alteran los mecanismos homeostásicos e inmunitarios innatos del huésped. Es importante insistir en el hecho de que un microorganismo preparado para multiplicarse de manera eficiente en el ser humano puede ser excepcional en el sentido biológico, pero convencional como patógeno en el sentido médico; estos microorganismos nunca causan enfermedad clínica o bien sólo lo hacen de manera infrecuente.


A pesar de su impresionante dotación de factores de virulencia, algunos microorganismos que afectan al ser humano —como P. aeruginosa— «sólo» son oportunistas. Estos factores de virulencia actúan adecuadamente en algunos huéspedes vegetales y también en predadores que existen en el ambiente. Sin embargo, en lo que se refiere a Pseudomonas, estos mismos determinantes patogénicos suelen fracasar frente a las defensas habituales del ser humano. Un microorganismo no presupone nada acerca del estado del huésped y de sus defensas. Con respecto a los patógenos oportunistas, el estado del huésped es el determinante principal en lo que se refiere a la posibilidad de que la evolución de su interacción con el huésped sea una enfermedad. Muchos agentes infecciosos oportunistas relacionados con el ser humano sano son simplemente pasajeros, «solamente están de paso». Sin embargo, esto no es así en las personas que muestran defectos en algún aspecto de sus mecanismos de defensa. Por ejemplo, los microorganismos comensales y mutualistas (que son la causa habitual de las infecciones oportunistas) pueden tener una gran habilidad para llevar a cabo la colonización; sin embargo, dadas su localización preferida para el crecimiento (p. ej., en las superficies mucosas) y sus condiciones favoritas de crecimiento (p. ej., un entorno microaerófilo), en una persona sin problemas de inmunocompromiso pueden tener oportunidades de crecimiento limitadas en el exterior de su nicho específico. Hace algo más de 50 años se consideraba en términos generales que los patógenos habían experimentado una evolución retrógrada y que daban lugar a enfermedad debido a que eran poco más que parásitos. Después, los patógenos fueron considerados como microorganismos que a menudo no se adaptaban a sus huéspedes y que elaboraban toxinas potentes u otros factores intensamente agresivos que daban lugar a la aparición de signos y síntomas de enfermedad. Sin embargo, la patogenicidad bacteriana ha sido redefinida a lo largo de los 25 últimos años a través del uso de herramientas de genética molecular. En la actualidad podemos abordar de manera directa la cuestión básica: ¿por qué hay algunas bacterias que son patógenas para el ser humano mientras que otras (estrechamente relacionadas con las anteriores) no lo son?


Sabemos en la actualidad que las bacterias patógenas son realmente microorganismos con una adaptación intensa que utilizan estrategias bioquímicas sofisticadas para interferir con las funciones normales de la célula huésped y manipularlas en su propio beneficio. Podrían ser contempladas como biólogos extraordinarios de la célula humana. También sabemos más allá de toda duda que estas propiedades bioquímicas sofisticadas que diferencian a los patógenos de los microorganismos no patógenos están fundamentadas en los genes especializados que poseen los primeros y que están ausentes en los segundos. La fuerza motriz para la herencia de los rasgos patogénicos no es la lenta adaptación al huésped, sino más bien un conjunto de procesos dinámicos de transferencia genética horizontal (lateral) a través de elementos genéticos móviles. Así, los genes correspondientes a muchos productos «bacterianos» especializados, como las toxinas y las adhesinas, se localizan realmente en los transposones («genes saltadores») y en virus bacterianos (bacteriófagos) (tabla 1-1). Entre las bacterias también se comparten paquetes mayores de información a través de la transferencia genética. La herencia lateral de grandes bloques de genes,denominados islas de patogenicidad, es a menudo el elemento clave en la expresión de la patogenicidad por parte de las bacterias. Muchos de estos determinantes de virulencia adquiridos mediante transferencia genética lateral poseen varias características (como la composición específica de nucleótidos en los cromosomas y la asociación con plásmidos) que sugieren que su ascendencia procede de un microorganismo no relacionado. Dadas las capacidades de expansión rápida y la disponibilidad de la secuenciación del genoma, es posible reconocer a través de la simple inspección de las secuencias genómicas los genes que proceden de la transferencia genética lateral. Un hallazgo sorprendente es el hecho de que la cantidad del ácido desoxirribonucleico (ADN) adquirido que está asociado a la virulencia de muchas bacterias puede ser sustancial. Por ejemplo, los tipos uropatógeno, enterohemorrágico y extraintestinal de E. coli muestran una estructura de genoma en mosaico con cientos de islas de genes que son específicas para cada tipo y que constituyen hasta el 40% del contenido genético global de cada una de estas cepas21. Cada tipo patógeno es diferente de los demás debido a que procede de una cepa de laboratorio no patógena de E. coli. Por el contrario, más de la mitad del conjunto de genes combinados es común a todas las cepas de E. coli. El concepto de «pangenoma» o de conjunto completo de genes de una especie está fundamentado en éste y en otros hallazgos similares. E. coli posee un pangenoma «abierto» en el sentido de que con cada nueva secuencia genómica se descubre un conjunto también nuevo de aproximadamente 300 genes específicos, lo que sugiere una evolución progresiva de esta especie a través de la adquisición de genes22. Por su parte, Bacillus anthracis y otros patógenos con un hábitat ambiental restringido muestran un pangenoma «cerrado» y una proporción mucho mayor de genes compartidos.


Tabla 1-1 Ejemplos de plásmidos y de determinantes de virulencia codificados por fagos






	Microorganismo

	Factor de virulencia

	Función biológica






	Virulencia codificada por plásmidos






	
Escherichia coli enteropatógeno

	Enterotoxinas con labilidad y estabilidad al calor

	Activación de la adenilato/guanilato ciclasa en el intestino delgado, con diarrea






	 

	CFA/I y CFA/II

	Factores de adherencia/colonización






	
E. coli extraintestinal

	Hemolisina

	Citotoxinas






	Género Shigella y E. coli enteroinvasivo

	Productos genéticos implicados en la invasión

	Induce la internalización por parte de las células epiteliales intestinales






	Género Yersinia


	Factores de adherencia y productos genéticos implicados en la invasión

	Adherencia/invasión






	Bacillus anthracis

	Factor de edema, factor letal y antígeno protector

	El factor de edema induce actividad de adenilato ciclasa; el factor letal es una metaloproteasa que actúa sobre las moléculas de señal del huésped






	Staphylococcus aureus

	Toxina exfoliativa

	Causa necrólisis epidérmica tóxica






	Clostridium tetani

	Neurotoxina tetánica

	Bloquea la liberación del neurotransmisor inhibidor, con espasmos musculares






	Virulencia codificada por fagos






	Corynebacterium diphtheriae

	Toxina de la difteria

	Inhibición de la síntesis de proteínas por parte de las células eucariotas






	Streptococcus pyogenes

	Toxina eritrogénica

	Erupción cutánea de la escarlatina






	Clostridium botulinum

	Neurotoxina botulínica

	Bloqueo sináptico de la liberación de acetilcolina, con parálisis flácida






	
E. coli enterohemorrágico

	Toxina de tipo Shiga

	Inhibición de la síntesis proteica por las células eucariotas






	Vibrio cholerae

	Toxina del cólera

	Estimula la adenilato ciclasa en las células del huésped







CFA, antígeno del factor de colonización (colonization factor antigen).


Datos tomados de Elwell LP, Shipley PL. Plasmid-mediated factors associated with virulence of bacteria to animals. Annu Rev Microbiol. 1980;34:465-496; y Cheetham BR, Katz ME. A role for bacteriophages in the evolution and transfer of bacterial virulence determinants. Mol Microbiol. 1995;18:201-208.


Por tanto, la conclusión es que en la mayor parte de los casos los patógenos adaptados al ser humano poseen genes de virulencia que no están presentes en los microorganismos no patógenos y que, además, la distribución de dichos genes sugiere que las bacterias se convierten en elementos patógenos a través de la adquisición de determinantes de virulencia y no a través de la pérdida gradual de genes. Esto no quiere decir que, con el transcurso del tiempo, algunos patógenos no llegan a prescindir de diversos genes que ya no tienen utilidad para su actividad patogénica, sino, más bien, que el estímulo evolutivo fundamental hacia la patogenicidad está fundamentado en la adquisición de genes. No es simplemente un mecanismo que utilizan los microorganismos para convertirse en patógenos, sino más bien una estrategia general para la especialización y el éxito respecto a la permanencia en diversos nichos ambientales de alta competitividad. Las razones por las que las bacterias han adoptado esta táctica con el objetivo de maximizar su diversidad e incrementar sus oportunidades para continuar su evolución reflejan con mayor probabilidad su estado haploide y su necesidad de conservación de las características fundamentales, como su capacidad para sobrevivir en una superficie mucosa, al tiempo que siguen siendo capaces de utilizar nuevas combinaciones de genes. El hecho de que microorganismos aparentemente dispares compartan genes y ocupen el mismo nicho ofrece a estos microorganismos un número prácticamente interminable de combinaciones de genes para la experimentación evolutiva en el interior de un nicho como puede ser el huésped humano. En conjunto, el número de experimentos de este tipo en el mundo bacteriano cuyo resultado haya sido la aparición de un patógeno parece haber sido muy escaso (v. La naturaleza clonal de los patógenos bacterianos). No obstante, cuando estos experimentos tienen éxito son sorprendentemente eficientes, al menos desde la perspectiva de los microorganismos.


Algunas enfermedades infecciosas evolucionan predominantemente en forma de brotes epidémicos de gran envergadura, en lo que representa un argumento contrario al desarrollo de una relación equilibrada entre el huésped y el parásito; sin embargo, en muchas epidemias dicha relación está influida por el alivio de las circunstancias relacionadas con la inmunidad del rebaño y con otras cuestiones sociales, económicas y políticas. Las denominadas enfermedades infecciosas emergentes reflejan diversas cuestiones indicativas de un desequilibrio en las relaciones entre el huésped, el patógeno y el ambiente23. Muchas de las enfermedades infecciosas más graves se deben a la infección del ser humano por microorganismos que prefieren otros huéspedes mamíferos y que están mejor adaptados a ellos. De hecho, la mayor parte de las enfermedades infecciosas emergentes que afectan al ser humano tiene un origen zoonósico24. Tal como podemos observar en muchas enfermedades zoonósicas, se produce una difuminación de las reglas de compromiso entre el huésped y el patógeno, a menudo con perjuicio de ambos. Es frecuente que el proceso finalice con la muerte de ambas partes.


Dadas la frecuencia cada vez mayor y la aparición inesperada de patógenos previamente no reconocidos, vale la pena que nos preguntemos cuál es nuestro grado de conocimiento de la diversidad y la distribución reales de los microorganismos que todavía existen y que pueden causar enfermedad en el ser humano. A pesar de que la mayor parte de los patógenos emergentes son zoonósicos y que, por tanto, ya están adaptados a un huésped diferente, la cuestión también se refiere a una incertidumbre más básica respecto a la frecuencia con la que se pueden originar mecanismos de virulencia frente al ser humano, así como también a los contextos filogenéticos y a los mecanismos relacionados con ello. La patogenicidad parece haberse originado en múltiples ocasiones a través del dominio Bacteria, pero solamente en una pequeña proporción de los géneros existentes. A pesar de que en la actualidad no existen patógenos tradicionales conocidos en el dominio Archaea, los metanógenos (a través de una interacción sinérgica con otros microorganismos, denominada sintropismo) pueden contribuir a la patología en ciertos contextos clínicos25-27.


Finalmente, antes de considerar con mayor detalle los diferentes aspectos de la patogenicidad, hay tres aspectos a tener en cuenta: 1) la detección y la identificación de los patógenos sigue siendo subóptima debido en parte a la dependencia que existe todavía respecto a los métodos de cultivo, lo que hace que no sea posible detectar ciertos patógenos nuevos28; 2) algunos patógenos potenciales pueden no haber tenido todavía el contacto adecuado con el ser humano como para ser reconocidos29, y 3) es posible que los conceptos dominantes respecto a la etiología de las enfermedades causadas por microorganismos (p. ej., el relativo a un único agente patógeno que actúa sobre un huésped susceptible) puedan ser demasiado restrictivos. Tal como se ha señalado previamente, algunas enfermedades causadas por microorganismos pueden requerir la participación de un conjunto de patógenos o bien de una «estructura comunitaria patogénica», lo que dificulta de manera importante la identificación de los patógenos individuales. Si definimos el éxito de un patógeno sin hacer referencia a su supervivencia a largo plazo, tenemos un número mucho mayor de microorganismos que pueden causar enfermedades humanas de carácter devastador, aunque tan sólo a través de un número limitado de generaciones. Estas cuestiones tienen una relevancia obvia en lo que se refiere al problema del bioterrorismo y al posible uso malicioso de los microorganismos y de la manipulación de sus genes.
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Según se ha indicado previamente, la patogenicidad no es un rasgo de los microorganismos que haya aparecido por azar. Más que ello, las diferentes cepas y especies microbianas han evolucionado hasta conseguir un conjunto muy específico de genes asociados a la virulencia. A través del análisis de la organización genética de las bacterias patógenas, oportunistas y no patógenas, podemos empezar a comprender los orígenes de la patogenicidad. Por otra parte, incluso en lo que se refiere a las especies patogénicas, necesitamos conocer las razones por las que algunas de ellas son más patogénicas o tienen más éxito que las demás.


Entre las técnicas utilizadas para el estudio de la proximidad genética están las comparaciones de las proteínas primarias o de las secuencias de ácidos nucleicos y los métodos de hibridación del ADN, incluyendo las estrategias fundamentadas en microarrays de ADN8. Algunas secuencias genéticas, como las del ácido ribonucleico (ARN) de las subunidades ribosómicas pequeñas y grandes, han sido utilizadas como relojes evolutivos fiables30,31. El análisis comparativo de estas secuencias permite inferir las relaciones filogenéticas entre todos los componentes conocidos de la vida celular, aunque estas secuencias solamente ofrecen una resolución limitada para diferenciar las distintas cepas y una información también limitada respecto a la biología y la función de los microorganismos. La facilidad cada vez mayor con la que es posible obtener información relativa a la secuencia genómica primaria, cuantificar las diferencias y compartir los datos, ha dado lugar a la introducción de métodos más precisos para la caracterización de las cepas, tal como la tipificación de secuencia multilocus (multilocus sequence typing)32. Hoy en día, con los revolucionarios avances que han tenido lugar en la tecnología de secuenciación del ADN, son cada vez más fiables las secuencias del genoma completo y el análisis de los polimorfismos con nucleótido único en todo el genoma y a gran escala, lo que ofrece una enorme cantidad de información acerca de las relaciones evolutivas y de la biología de las poblaciones constituidas por los microorganismos. Todas estas estrategias fundamentadas en la secuencia soslayan las comparaciones clásicas de los fenotipos (es decir, las características macroscópicas observables de un microorganismo), que pueden no ser fiables. Cuando utilizamos estas técnicas fundamentadas en la secuencia aparece un hallazgo constante que se refiere a la estructura de la población de los microorganismos: la mayor parte de las poblaciones naturales de los microorganismos están constituidas por diversos linajes clonales bien definidos33.


El hallazgo de una estructura de población clonal implica que las tasas de recombinación de los genes cromosómicos entre las diferentes cepas de la misma especie, y también entre las diferentes especies bacterianas, son muy bajas. El concepto de la organización clonal está apoyado por la concordancia observada entre los árboles evolutivos obtenidos de secuencias cromosómicas no relacionadas34. A pesar de que las bacterias poseen mecanismos de intercambio genético naturales y bien definidos, retienen su individualidad. Podríamos considerar que, a la vista del inconfundible intercambio de genes existente entre las bacterias, se debería haber producido una homogenización de las especies bacterianas, con disminución de la especialización. Sin embargo, lo que ha ocurrido es en realidad lo contrario. Las especies bacterianas han seguido siendo entidades taxonómicas bien definidas y diferenciadas entre sí35 debido a que el cromosoma bacteriano es una entidad altamente integrada y coadaptada que, en términos generales, se ha resistido al reordenamiento.


Es fascinante el hecho de que el análisis de las poblaciones naturales de microorganismos con potencial patogénico ha demostrado la prominente representación de un número relativamente pequeño de clones. De hecho, la mayor parte de las enfermedades graves podría ser debida a tan sólo unos pocos de los muchos clones existentes y que constituyen una especie bacteriana patogénica. Por ejemplo, podemos observarlo en la enfermedad meningocócica, en la que hay un predominio claro de un clon concreto en áreas muy extensas de todo el mundo. Por el contrario, en el caso del bacilo de la fiebre tifoidea solamente existe un clon importante en todo el mundo, aunque la resistencia a los antibióticos puede forzar la diversidad36. Así, en algunos casos extremos todos los miembros de una especie, como Shigella sonnei o Bordetella pertussis, pertenecen al mismo tipo clonal o a un pequeño grupo de tipos estrechamente relacionados entre sí. No todas las especies bacterianas patogénicas muestran este patrón de organización clonal. Dos excepciones notables son las constituidos por N. gonorrhoeae y Helicobacter pylori, que parecen utilizar la recombinación cromosómica para incrementar su diversidad genética. Es posible que microorganismos como N. gonorrhoeae y H. pylori, que muestran una gran especialización respecto a sus preferencias por las localizaciones anatómicas concretas en las que raramente se encuentran con otras especie relacionadas, deban recurrir a un proceso constante de recombinación y reagrupamiento genéticos para diseminar las mutaciones que se acumulan en sus poblaciones, incrementando así su diversidad. Por tanto, la variabilidad genética existente entre las cepas de gonococos aisladas en localizaciones geográficas concretas sugiere que este microorganismo es básicamente sexual.


El análisis clonal ha dado lugar a otras conclusiones importantes en lo relativo a la evolución de las especies bacterianas y de las cepas patógenas en particular. El estudio de las poblaciones de E. coli en el tracto intestinal humano indica que sólo persiste un pequeño número de linajes clonales, al tiempo que numerosas líneas celulares no relacionadas aparecen y desaparecen33. Las cepas de E. coli que son patogénicas para el tracto urinario y que causan enfermedad sintomática en el ser humano muestran una diversidad genética incluso menor que las cepas de E. coli que se localizan en la flora intestinal o que las cepas que dan lugar a una colonización asintomática del tracto urinario37. Quizá, la evolución de estas cepas de E. coli para residir en un nicho epitelial más especializado introduzca limitaciones en la recombinación que preserva su grado añadido de especialización. Los patógenos nos han enseñado incluso muchas cosas acerca de la prehistoria humana: el análisis de poblaciones fundamentado en secuencias de los patógenos bacterianos limitados y adaptados al ser humano, como H. pylori, nos ha aclarado aspectos importantes de las migraciones del ser humano y de la estructura de las poblaciones humanas38.
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La primera secuencia genómica completa de un microorganismo extracelular, H. influenzae, fue descrita en 199539. Desde entonces ha sido posible completar las secuencias genómicas de más de 840 bacterias y microorganismos Archaea, y esta información ha quedado recogida en bases de datos públicas (v. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi). A pesar del valor evidente de una plantilla genómica primaria, está cada vez más claro que las aproximaciones genética, genómica y epidemiológica ofrecen ventajas complementarias. Cada una de ellas contribuye a la búsqueda de nuevos determinantes cromosómicos de la virulencia.


Tal como se ha señalado previamente, las comparaciones entre los representantes patógenos y no patógenos de un único género o especie demuestran habitualmente que los no patógenos carecen relativamente de las secuencias genéticas funcionales que codifican el rasgo o los rasgos de la patogenicidad. Las variantes o porciones mutacionales inactivas de los genes asociados a la virulencia son infrecuentes en las cepas no patógenas de la misma especie. En general, a medida que las bacterias pasan de ser microorganismos extracelulares con múltiples hábitats y se convierten en patógenos obligados, microorganismos con restricción de huésped, endosimbiontes u organismos intracelulares obligados, parece que experimentan una disminución en el tamaño de su genoma o que acumulan genes inactivos o defectuosos (seudogenes)8,40. Por ejemplo, la evolución de B. pertussis como un patógeno con especificidad de huésped y adaptado al ser humano a partir de su ancestro de tipo Bordetella bronchiseptica se ha acompañado de unos niveles intensos de pérdida e inactivación de los genes (3.816 secuencias de codificación, frente a 5.007 en B. bronchiseptica; el 9,4% de las secuencias de codificación corresponde a seudogenes, en comparación con el 0,4% en B. bronchiseptica)41. En este caso, la existencia de un rango muy restringido de huéspedes ha significado la pérdida de diversidad genética. A diferencia de lo que ocurre con B. bronchiseptica, que puede infectar a múltiples huéspedes animales y que puede sobrevivir en el ambiente, B. pertussis muestra pocas variaciones en su contenido genético entre las diferentes cepas aisladas a lo largo de los 50 últimos años y en los diversos continentes42. Bacillus anthracis (que existe predominantemente en forma de una espora inactiva) y Mycobacterium tuberculosis (que existe principalmente en fase latente en los granulomas humanos) también muestran una diversidad genómica limitada. Mycobacterium leprae exhibe un grado extremo de decadencia genética43.


No es infrecuente que las secuencias específicas relacionadas con la virulencia estén rodeadas por segmentos repetidos de ADN, algunos de los cuales pueden representar elementos conocidos de inserción; ello sugiere que dichos genes de virulencia estuvieron asociados en algún momento a un elemento genético móvil o bien que estos genes ocuparon previamente alguna otra localización cromosómica en la misma especie o en otro microorganismo. La adquisición de una adhesina, una toxina o un factor de resistencia sérico podría hacer que un microorganismo previamente no patógeno causara enfermedad en un huésped que anteriormente no era susceptible.


Este concepto ha quedado apoyado por el descubrimiento de las denominadas «islas de patogenicidad»44. Las islas de patogenicidad contienen conjuntos de genes asociados a la virulencia que codifican sistemas de secreción especializados, moléculas efectoras segregadas, adhesinas y proteínas reguladoras. Se considera que Salmonella typhimurium inició su evolución en forma de un patógeno procedente de un ancestro común con E. coli hace aproximadamente 130 millones de años, a través de la adquisición secuencial de al menos dos islas de patogenicidad, una de las cuales intermedia la internalización del microorganismo en las células del huésped; la otra permite la supervivencia y la replicación del microorganismo en el interior de una vacuola intracelular45. Yersinia pestis representa un ejemplo manifiesto de la evolución a través de la adquisición y la pérdida de genes. Se ha estimado que Y. pestis se originó a partir del enteropatógeno Yersinia pseudotuberculosis hace tan sólo 2.000-20.000 años. Todas las especies patogénicas de Yersinia son portadoras de un plásmido de virulencia (pYV, virulence plasmid) de 70 kb que es necesario para su efecto patogénico y para superar los sistemas inmunitarios del huésped, aunque hay dos plásmidos específicos de Y. pestis que han sido adquiridos recientemente a través de la transferencia horizontal de genes. Uno de ellos codifica un activador del plasminógeno (una molécula de superficie que lleva a cabo funciones proteolíticas, de adherencia y de invasividad) y facilita la diseminación a partir de la localización intradérmica de la infección. El otro plásmido codifica un antígeno capsular (que bloquea la fagocitosis) y una toxina murina necesaria para la supervivencia del microorganismo en la pulga. Así, este microorganismo evolucionó hasta establecer un reservorio mamífero bien definido, garantizar su transmisión a través de la pulga y conseguir atributos que le permitieran diseminarse hacia zonas sistémicas en su huésped murino preferido, con posibilidad de causar efectos obvios y devastadores en el ser humano. En este proceso tuvo lugar un reordenamiento de sus cromosomas y de los genes inactivos que eran reliquias de su vida gastrointestinal previa. El hecho de que un microorganismo pueda llevar a cabo esta auténtica hazaña de la evolución en lo que representa prácticamente un «abrir y cerrar de ojos» en términos evolutivos representa toda una lección de prudencia respecto a lo que podemos aprender en el futuro respecto a cualquier entidad viva que actúe como un huésped para los microorganismos.


A pesar de que el análisis genómico nos ofrece una historia fascinante de la forma con la que los patógenos evolucionaron a través de la adquisición genética de sistemas de secreción especializados, así como de la función de estos sistemas en la propagación de los diversos genes que aportan al microorganismo propiedades extraordinarias que le permiten sobrevivir en un huésped específico, todavía desconocemos los orígenes precisos de estos y otros sistemas asociados a la virulencia. No obstante, parece probable que la patogenicidad sea un rasgo bacteriano antiguo y honroso cuya aparición pueda estar relacionada con la necesidad de evitar la destrucción de los microorganismos por otros organismos más sofisticados, tales como las amebas extracelulares, los nematodos y una amplia gama de otras criaturas igualmente invisibles que tienen a los microorganismos como alimento.
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Si un organismo posee productos genéticos especializados respecto a su virulencia, puede ser capaz de utilizarlos siempre que sea necesario, pero no va a malgastar su energía metabólica en producirlos sin un objetivo concreto ni va a ponerlos en riesgo antes de haber detectado y neutralizado las defensas del huésped. En consecuencia, la regulación de la expresión de los factores de virulencia es una tarea adicional, aunque esencial, en la vida del microorganismo patógeno46. El huésped muestra una serie de condiciones sorprendentemente distintas de las existentes en el ambiente exterior, condiciones que no es fácil reproducir en el laboratorio. De hecho, las condiciones en las que se llevan a cabo los cultivos de laboratorio introducen un sesgo en nuestros conocimientos relativos a la adaptación de los microorganismos a los ambientes naturales. Este sesgo se refleja en el concepto de «estado viable pero sin posibilidades de cultivo» respecto a las bacterias en su ambiente externo47. Por ejemplo, se considera que V. cholerae persiste en este estado en estuarios salobres y en otros entornos acuáticos salinos, asociado en ocasiones al citoesqueleto de quitina de diversos organismos marinos48. La transición desde este ambiente hasta el correspondiente a la luz del intestino delgado del ser humano se debe acompañar necesariamente de importantes eventos reguladores genéticos.


El microorganismo es una célula relativamente simple, aunque posee los mecanismos necesarios para detectar simultáneamente los cambios de temperatura, las condiciones iónicas, la concentración de oxígeno, el pH y las concentraciones de calcio, hierro y otros metales, en lo que podrían ser señales de carácter sutil, pero que son esenciales para la activación precisa de los determinantes de la virulencia. De la misma forma, las señales reguladoras del ambiente preparan al microorganismo para su transición desde un estado extracelular hasta un estado intracelular. Por ejemplo, el hierro es un componente clave en muchos procesos metabólicos celulares. Así, no es sorprendente que los animales utilicen proteínas de alta afinidad de fijación al hierro y proteínas para el almacenamiento del hierro con el objetivo de evitar que los microorganismos puedan acceder a este nutriente, especialmente en las superficies mucosas. A su vez, la mayor parte de los patógenos perciben la disponibilidad de hierro y, en función de ello, inducen o reprimen diversos sistemas de captación del hierro49. Así, muchos microorganismos poseen toxinas que están reguladas por el hierro, de manera que las concentraciones bajas de hierro desencadenan labiosíntesis de dichas toxinas. En lo que se refiere al patógeno gástrico H. pylori, el pH puede ser una señal crítica. La respuesta de H. pylori frente al pH bajo implica la aparición de modificaciones en la abundancia de transcritos respecto al 7% de sus genes y se asocia a un incremento de la motilidad, quizá como método para atravesar la mucosa gástrica50.


La regulación reversible de la expresión de los genes de virulencia por parte de la temperatura es una característica común a muchos patógenos, como E. coli enteropatógeno y uropatógeno (fimbrias K-88 y K-99, fimbrias pilus asociadas a pielonefritis y antígeno capsular K-1), el género Shigella (invasividad y toxina Shiga) y el género Yersinia (determinantes asociados a la virulencia, incluyendo la respuesta a la disminución de la concentración de calcio y las proteínas de la membrana externa). Las modificaciones en la topología del ADN, la conformación del ARN y —en el caso de la respuesta de shock por calor— la estabilidad de las proteínas intermedian la regulación térmica de estos diversos determinantes de la virulencia51.


El número de sistemas reguladores de la virulencia que han sido bien caracterizados está aumentando con rapidez debido en parte al desarrollo de métodos rápidos para la valoración de la expresión genética a nivel genómico (p. ej., con el uso de microarrays de ADN). Al mismo tiempo, sabemos relativamente poco acerca de las señales específicas del ambiente frente a las que responden estos sistemas in vivo y también respecto a la función precisa de dichas respuestas en el transcurso de la infección humana.


Un mecanismo frecuente para la transducción bacteriana de las señales del ambiente implica la participación de los sistemas reguladores de dos componentes que actúan sobre la expresión genética, generalmente a nivel de la transcripción52,53. Estos sistemas utilizan parejas de proteínas similares; una de las proteínas de la pareja abarca la membrana citoplásmica, contiene un dominio transmisor y puede actuar como un sensor de los estímulos del ambiente, mientras que la otra es una proteína citoplásmica («reguladora de la respuesta») con un dominio receptor que regula los genes o proteínas de respuesta. Las proteínas sensor son a menudo cinasas que experimentan autofosforilación en un residuo conservado de histidina. Después, estos elementos intermedios de energía elevada transfieren sus grupos fosfato a un residuo conservado de aspartato localizado en el dominio receptor de las proteínas reguladoras de la respuesta. Las desfosforilasas competitivas determinan un estado global de fosforilación de estos reguladores de la respuesta y, por tanto, su nivel de actividad. Muchos de dichos reguladores son proteínas que se unen al ADN y que regulan la transcripción de múltiples objetivos genéticos. Por ejemplo, los sistemas de este tipo controlan las propiedades de permeabilidad de la cubierta celular de E. coli en respuesta a los estímulos osmóticos (EnvZ/OmpR), las características motoras implicadas en la quimiotaxis de E. coli (CheA/CheY, CheB), el cambio desde el crecimiento vegetativo hasta la esporulación en el caso de Bacillus subtilis (KinA/SpoOF, SpoOA) e incluso la capacidad de la bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens para inducir tumores en células vegetales susceptibles, en respuesta a los fenoles existentes en el interior de los exudados de las heridas inferidas a la planta (VirA/VirG).


El control coordinado de la patogenicidad incorpora el importante concepto de regulón. Un regulón es un grupo de operones o de genes individuales controlados por un regulador común, generalmente un activador o represor de proteínas. En algunos casos, este regulador puede ser el segundo componente de un sistema de dos componentes. Un regulón proporciona un medio a través del cual muchos genes pueden responder de manera concertada frente a un estímulo concreto. En otras ocasiones, los mismos genes pueden responder de forma independiente a otras señales. Las redes reguladoras globales representan un elemento habitual tanto en lo que se refiere a la virulencia microbiana como a la fisiología básica de los microorganismos (tabla 1-2). La complejidad de la regulación de la virulencia de un patógeno microbiano único aparece magnificada por la coexistencia de múltiples sistemas de interacción («cruce de líneas») y por regulones en el interior de regulones. Por ejemplo, P. aeruginosa contiene genes para 53 sensores y 89 reguladores de respuesta, mientras que H. pylori contiene genes para cuatro sensores y siete reguladores de respuesta. Quizá, el número y los tipos más limitados de microambientes relacionados con el segundo microorganismo reducen a su vez el número de datos que puede o debe reconocer. Dada la limitada sensibilidad de los modelos in vitro, parece que algunos sistemas reguladores son esenciales para la virulencia, aunque no todos.




Tabla 1-2 Ejemplos de sistemas reguladores de la virulencia bacteriana
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La regulación de la expresión de los determinantes de la virulencia por parte de V. cholerae ilustra el uso de una proteína reguladora global que, en este caso, lleva a cabo una función doble. El producto del gen toxR es una proteína transmembrana de unión al ADN que regula la expresión de la toxina del cólera, los pili corregulados por toxinas y diversas proteínas específicas localizadas en la membrana externa. Se considera que la proteína ToxR percibe diversas señales reguladoras ambientales, incluyendo la osmolaridad, la concentración de aminoácidos, la temperatura y el pH. La proteína ToxR dirige de manera indirecta la expresión de estos genes al activar la transcripción de toxT, cuyo producto pertenece a la familia AraC de reguladores de la transcripción. En el nivel de la secuencia de aminoácidos, la proteína ToxR posee características tanto de sensor como de proteína reguladora a través de su sistema de transducción sensorial de dos componentes. La combinación de estas características en una sola proteína puede incrementar la especificidad del efecto. Los vibriones existentes en las heces de los pacientes con cólera pueden tener un grado elevado de infectividad y estar preparados para una trasmisión potenciada54. El perfil transcripcional de estos microorganismos que salen del cuerpo del paciente sugiere una privación reciente de nutrientes, la limitación respecto a la disponibilidad del hierro, la reducción de la modulación de la expresión de toxinas y la disminución de la actividad quimiotácica54,55.


La denominada percepción de quórum es un mecanismo a través del cual las bacterias regulan su densidad celular y su comportamiento en función de las circunstancias56. Está implicada de manera inextricable en la formación de estructuras comunitarias complejas denominadas biopelículas y formadas por bacterias localizadas en superficies del ambiente con persistencia a largo plazo y resistencia frente a las defensas del huésped. Los microorganismos gramnegativos segregan lactonas homoserina aciladas y responden a las mismas, en forma de un mecanismo de comunicación entre células. La producción de luz por parte de los vibriones marinos y de enzimas con capacidad de degradación tisular por parte de P. aeruginosa está activada por estos compuestos autoinducibles cuando alcanzan una concentración suficiente57. Los microorganismos grampositivos como S. aureus utilizan autoinductores y represores peptídicos para controlar la densidad celular y regular la expresión de las toxinas. La capacidad de los patógenos bacterianos para controlar su propio censo establece una coreografía precisa respecto a la producción de factores de virulencia en el transcurso del crecimiento del microorganismo en un huésped que permanece vigilante. Por ejemplo, en las fases iniciales del desarrollo de un absceso en los tejidos blandos, S. aureus activa toxinas antifagocitarias hasta el momento en el que la bacteria alcanza un número suficiente como para llamar la atención de los neutrófilos58. V. cholerae utiliza un mecanismo de percepción de quórum para regular la formación de la biopelícula en el plancton marino e intermedia su salida de estas estructuras de biopelícula para introducirse en un huésped humano59. Los factores de quórum muestran en ocasiones especificidad de cepa y podrían actuar como objetivos respecto a las estrategias inmunoprofilácticas novedosas60.


Algunos patógenos microbianos (p. ej., N. gonorrhoeae, Borrelia recurrentis y Trypanosoma brucei) modifican de manera periódica los componentes antigénicos de su superficie y, a través de ello, evitan la respuesta inmunitaria del huésped. Las variaciones antigénicas que tienen lugar en S. typhimurium y N. gonorrhoeae son ejemplos de mecanismos moleculares alternativos (es decir, reordenamientos del ADN) que intermedian la regulación de la expresión de los factores de virulencia. S. typhimurium modifica un antígeno inmunodominante a través de la alternancia en la expresión de dos genes distintos (H1 y H2) que codifican la proteína flagelina. El mecanismo correspondiente a esta forma de variación implica la inversión de una secuencia de ADN cromosómico de 995 pares de bases (pb) que contiene un promotor61. A través de la modificación de la expresión de la flagelina, S. typhimurium evita la respuesta de anticuerpos que elabora el huésped contra él.


Los pili son esenciales para la virulencia del gonococo en el huésped humano, posiblemente debido a la función que desempeñan en la adherencia a las mucosas62. También inducen una respuesta local y sistémica específica de anticuerpos por parte del huésped. La producción intermitente de pili, así como la variación en el tipo antigénico del pilus, pueden ser estrategias que utilizan los gonococos para evitar la respuesta inmunitaria del huésped. Los mecanismos moleculares que sustentan estas estrategias son complejos. En términos generales, la variación de fase y antigénica se debe a reordenamientos del ADN que desplazan secuencias relacionadas con la proteína pilina y que están dispersas en el cromosoma del gonococo (en loci pilS silentes) hasta la zona de expresión (locus pilE). Los derivados de una cepa única de N. gonorrhoeae pueden expresar numerosos tipos diferentes de pilus. Entre otros patógenos microbianos, los reagrupamientos del ADN explican la variación antigénica de las glucoproteínas de superficie de T. brucei63 y también la variación antigénica de las proteínas principales variables del género Borrelia64.


En la actualidad sabemos que la presentación adecuada en la superficie microbiana de ciertos productos genéticos asociados a la virulencia es tan importante para la patogenicidad como la expresión inicial de estos genes. La presentación conlleva la aplicación de mecanismos de exportación, la asociación con otros factores periplásmicos o de la superficie y, en ocasiones, el montaje macromolecular en la superficie, además de que también está sometida a regulación. Entre los patógenos bacterianos es aparente la homología compartida entre las familias de proteínas implicadas en estos procesos. Una de dichas familias está constituida por proteínas denominadas chaperones y ujieres (ushers); ambos conceptos fueron propuestos inicialmente en un modelo de montaje de los pili P de E. coli con adherencia al uroepitelio65. Los chaperones periplásmicos como PapD dirigen las subunidades proteicas desde el citoplasma hasta la membrana externa y participan en su plegamiento adecuado. Los ujieres de la membrana externa, como PapC, dirigen estos complejos hasta una zona de montaje en la superficie. Las actividades de plegamiento, transporte y montaje hacen que un microorganismo muestre una trama específica de moléculas de superficie que es necesaria para el tropismo, la intoxicación o la entrada en las células eucariotas6. La configuración precisa de las moléculas de superficie del microorganismo podría ser contemplada como un «complejo de ataque» cuyas propiedades no se encuentran en ninguno de sus componentes individuales.
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A pesar de su capacidad respecto al mantenimiento de una existencia extracelular, una amplia gama de patógenos bacterianos y protozoos han desarrollado medios para introducirse en las células eucariotas huésped y para sobrevivir, multiplicarse e incluso establecerse en ellas. De esta manera, un microorganismo evita las defensas inmunitarias del huésped y puede acceder a lo que son siempre nutrientes escasos. Estas ventajas imponen una intensa presión evolutiva selectiva que queda reflejada de manera muy evidente en las refinadas estrategias desarrolladas por los patógenos microbianos para sobrevivir en el interior de una célula huésped. Dichas estrategias son el mimetismo molecular, la coacción y la adaptación íntima a los procesos de las células eucariotas.


En gran medida, son los mecanismos utilizados por un microorganismo para adherirse a las células eucariotas los que determinan si dicho microorganismo se va a poder introducir en las células y también la manera con la que lo va a hacer, así como su evolución en el medio intracelular13. La mayor parte o la totalidad de los patógenos intracelulares poseen mecanismos múltiples de fijación y adherencia a la superficie de las células eucariotas; la combinación concreta de factores de adherencia microbiana y de receptores afines de la célula huésped favorece la selección de una de las diversas vías de entrada y determina así las características básicas de la vacuola intracelular. No obstante, en términos generales, aún no sabemos hasta qué punto los patógenos microbianos aceptan las vías y mecanismos preprogramados correspondientes a los receptores fagocitarios (p. ej., receptores del complemento y Fc) y no fagocitarios, ni tampoco hasta qué punto estos receptores pueden modificar o aprovechar dichas vías y mecanismos. Toxoplasma gondii se introduce y replica en el interior de todos los tipos de células nucleadas del mamífero. Tras su entrada en una de estas células a través de receptores no identificados, T. gondii reside en una vacuola parasitófora que es de manera permanente incapaz de experimentar fusión con otros orgánulos intracelulares, incluyendo los lisosomas. La supervivencia del parásito en el interior de estas vacuolas depende de la inexistencia de acidificación, de la exclusión del contenido lisosómico y de mecanismos específicos para la adquisición de nutrientes y para la percepción del entorno. Sin embargo, cuando este microorganismo pretende introducirse en las células eucariotas a través de una vía alternativa (es decir, la mediada por receptores de la región constante de la inmunoglobulina G, Fc), desaparece el bloqueo de la fusión de la vacuola66. Presumiblemente, las modificaciones introducidas por el parásito en la membrana vacuolar y la exclusión de ciertas proteínas del huésped durante las fases iniciales del proceso de entrada son factores que facilitan el establecimiento de las condiciones necesarias para el crecimiento y el desarrollo del patógeno.


Algunos microorganismos patógenos parecen regular el momento y el lugar en los que se introducen en la célula huésped utilizando para ello mecanismos de señal preexistentes del huésped13. Entre los receptores que reconocen los patógenos e intermedian su entrada en el interior de la célula están las integrinas (género Yersinia), las cadherinas del aparato de las uniones tensas (Listeria monocytogenes)67 y ZO-1 (H. pylori)68, los distroglucanos (arenavirus)69 y los receptores del factor de crecimiento (S. typhimurium). En algunos de estos casos los patógenos no dependen de una única familia de receptores para su entrada en la célula. Por otra parte, el tropismo respecto a las células y los órganos puede estar determinado por el reconocimiento de miembros diferentes de una misma familia.


Los acontecimientos de señal que tienen lugar en la superficie de la célula huésped, entre los patógenos del mismo tipo y también entre los patógenos y las células huésped, indican la existencia de un proceso complejo y altamente desarrollado de coadaptación y de incorporación6,15,56. Muchas de estas señales inducen la reordenación del citoesqueleto de la célula huésped para favorecer al patógeno. En un ejemplo especialmente demostrativo, E. coli enteropatógeno induce el borramiento de la arquitectura normal de la superficie celular epitelial y la formación de una estructura especializada que contiene actina reorganizada, que protruye en la superficie de la célula huésped y que se denomina «pedestal» o seudópodo (fig. 1-1). Los pedestales facilitan la adherencia íntima del microorganismo, pero no la entrada de E. coli enteropatógeno al interior de la célula huésped; la fijación está mediada por la adhesina bacteriana intimina y por un receptor, Tir, que es segregado por E. coli enteropatógeno en la célula huésped y que después se localiza en la membrana de dichas células (en la superficie apical del pedestal)70. Estos acontecimientos exigen la existencia de un sistema de secreción especializado (v. más adelante) que produce no solamente el receptor Tir, sino también proteínas efectoras que dan lugar a la fosforilación del receptor Tir en la célula huésped y que también activan otras vías de señal. Todos estos factores están codificados por genes que se localizan en el interior de una isla de patogenicidad denominada locus del borramiento de los enterocitos (locus for enterocyte effacement); esta isla cromosómica también se observa en algunas cepas de E. coli productor de toxina Shiga. El receptor Tir procedente de E. coli productor de toxina Shiga es inmunógeno en el ser humano y muestra diversidad de secuencia y antigénica en las diferentes cepas71.
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Figura 1-1 Micrografía electrónica de barrido en la que se observa un pseudópodo o una formación de tipo «pedestal» correspondiente a Escherichia coli enteropatógeno (ECEP), en su interacción con la superficie de una célula epitelial.


Esta forma de adherencia íntima requiere la presencia de la adhesina bacteriana intimina; un receptor de origen bacteriano —Tir— que es inyectado en la célula huésped, y una serie de eventos de señal iniciados por ECEP. La alteración de la función absorptiva normal da lugar a diarrea. Hay otros patógenos bacterianos que también son capaces de inducir la aparición de «pedestales» en las células epiteliales intestinales.


(De Rosenshine I, Ruschkowski S, Stein M y cols. A pathogenic bacterium triggers epithelial signals to form a functional bacterial receptor that mediates actin pseudopod formation. EMBO J. 1996;15:2613-2624. Por cortesía de BB Finlay. Rakesh)





Hay otras formas de reordenamiento del citoesqueleto que son esenciales en los procesos a través de los cuales Salmonella, Shigella y otros patógenos intracelulares se introducen en las células huésped. Salmonella induce el «fruncimiento» de la membrana de la célula huésped que, ahora, puede fagocitar la bacteria y conseguir su internalización a través de un proceso de macropinocitosis. Esta respuesta de las células no fagocitarias es similar a la que provocan los factores de crecimiento. Las proteínas Sip de Salmonella y las proteínas Ipa de Shigella (relacionadas con las anteriores) son segregadas en el interior de la célula huésped tras el contacto de superficie y ambas son necesarias para las respuestas del citoesqueleto de la célula huésped y para la entrada del patógeno.


Los patógenos microbianos que se han adaptado a un ambiente intracelular poseen estrategias diversas y específicas para su supervivencia y replicación. Algunos patógenos permanecen en el interior de una vacuola (p. ej., Toxoplasma, Salmonella) y otros dan lugar a la lisis de la membrana del fagosoma inicial con replicación en el interior del citoplasma de la célula huésped (Shigella, Listeria, Trypanosoma, algunas especies de Rickettsia). El mantenimiento de unas condiciones específicas y favorables en el interior de la vacuola puede conllevar la inhibición de la fusión fago-lisosoma y la acidificación (Toxoplasma), la asociación de los orgánulos de las células eucariotas con las vacuolas que contienen bacterias (Legionella, Salmonella) y la regulación del pH (Salmonella).


La salida temprana del interior de la vacuola es esencial para el crecimiento y la virulencia de algunos patógenos intracelulares. L. monocytogenes utiliza varias moléculas para la lisis del fagosoma inicial, incluyendo una hemolisina formadora de poros (listeriolisina O) y dos formas de fosfolipasa C. Una vez en el interior del citoplasma, Listeria se replica e induce su propio movimiento a través de un proceso de carácter singular de polimerización de la actina de la célula huésped y de la formación de microfilamentos en el interior de una cola con configuración de cometa. Shigella también induce la lisis de la vacuola fagosómica y la formación de estructuras similares para facilitar el movimiento intracitoplásmico y la propagación de célula a célula del microorganismo. En ambos casos han sido identificados los factores bacterianos y del huésped implicados en la polimerización de la actina72. De la misma forma que los patógenos microbianos muestran características diferentes en sus interacciones con las células fagocitarias, la evolución del parasitismo intracelular respecto a la célula huésped también varía considerablemente en relación con la célula huésped y el patógeno específicos implicados en el proceso.









[image: image] Subversión de los procesos de la célula huésped y de las defensas inmunitarias


Los patógenos se pueden diferenciar de los microorganismos comensales por su capacidad para debilitar los procesos de la célula huésped en su propio provecho13,15. La potenciación de la adherencia o la internalización del patógeno, la inhibición de la actividad antimicrobiana de la célula huésped, la alteración de las respuestas inflamatorias, la potenciación de la multiplicación y la muerte son posibles formas de evolución de la célula huésped, además de que también son objetivos para el patógeno. Tal como se ha señalado previamente, un mecanismo habitual a través del cual los patógenos bacterianos alteran o debilitan la célula huésped es el correspondiente a los sistemas especializados de secreción denominados vía de secreción de tipo III (o dependiente del contacto) y vía de secreción de tipo IV73,74. Los sistemas de secreción de tipo III correspondientes a diversos patógenos bacterianos comparten características estructurales y funcionales que sugieren la existencia de una relación evolutiva con el aparato flagelar bacteriano73. Estos sistemas están codificados por bloques de genes que generalmente se localizan en el interior de islas de patogenicidad. A través del uso de una estructura supramolecular que abarca toda la pared celular y que tiene una configuración similar a la de una jeringa hipodérmica75, los patógenos segregan moléculas efectoras que atraviesan directamente las membranas celulares. Mientras que Salmonella y Shigella utilizan sistemas de secreción de tipo III (isla de patogenicidad 1 de Salmonella [SPI-1, Salmonella pathogenicity island 1] y sistemas de plásmidos de invasión, respectivamente) para entrar en la célula huésped, Salmonella utiliza otra forma de sistema de tipo III (SPI-2) para su replicación en el interior de la vacuola intracelular; este segundo sistema solamente aparece expresado cuando el microorganismo ocupa este nicho privilegiado.


Las moléculas efectoras segregadas de tipo III intermedian tareas diversas. SopE, de Salmonella, es segregada por el sistema SPI-1 y se une directamente a los miembros de la familia de proteínas guanosina trifosfatasa Rho de peso molecular bajo en el citoplasma de la célula huésped; esta acción activa el proceso de fruncimiento de la membrana76. SopE también estimula las proteína cinasas activadas por mitógeno, así como las respuestas de transcripción nuclear mediadas por el factor nuclear κB (NF-κB) y por el activador proteico 1 (AP-1). La proteína efectora YopH de Yersinia es una potente fosfatasa de tirosina que actúa como factor de virulencia y como factor antifagocitario. YopJ induce la apoptosis en macrófagos activados, suprime la producción del factor de necrosis tumoral α y desempeña una función clave en la traslocación de Yersinia desde las placas de Peyer hasta el tejido linfoide, así como en la replicación del microorganismo en el bazo77. Hay varios patógenos, entre ellos Shigella, que pueden inducir la muerte celular de los macrófagos y las células dendríticas, pero no de las células epiteliales. A pesar de que la inducción de la muerte celular y la apoptosis manifiesta son estrategias compartidas por muchos patógenos, todos ellos los implementan a través de mecanismos distintos y mediante un programa temporal muy preciso y también diferente15,18.


La manipulación del destino de la célula huésped y de la orquestada coreografía de las respuestas inflamatorias es un denominador común en las estrategias de los patógenos microbianos. Debido a que estos microorganismos establecen relaciones de dependencia con las células huésped, los virus manipulan a menudo estas células de una forma muy llamativa. Los virus del papiloma humano y otros virus animales inducen la expansión de su nicho preferido en la célula huésped al interferir con los elementos de control clave del ciclo celular78. En una analogía interesante, Rickettsia rickettsii bloquea la apoptosis como estrategia defensiva de la célula huésped con objeto de prolongar la vida de la célula infectada y facilitar así la replicación de las ricketsias y su diseminación posterior a otras células huésped79. El virus del molluscum contagiosum protege a la célula huésped frente a la lesión oxidativa y la lesión inducida por radiación ultravioleta a través de la expresión de una selenoroteína de tipo glutatión peroxidasa que actúa como elemento de eliminación de los metabolitos tóxicos del oxígeno80. Otras estrategias oportunistas de los patógenos víricos son la supresión de la presentación de los antígenos víricos por parte de las células huésped y la interferencia con las actividades de las citocinas, el complemento y el interferón de la célula huésped17-20.


Los miembros de la familia de receptores de tipo oligomerización con unión a nucleótidos (NOD, nucleotide-binding oligomerization) reconocen una amplia gama de patógenos intracelulares y de sus componentes moleculares, lo que da lugar a la activación de un complejo proteico citosólico denominado «inflamasoma» y a la activación de la caspasa-1, una proteasa que, a su vez, estimula la activación de citocinas proinflamatorias y la muerte de la célula huésped81. El inflamasoma puede ser contemplado como una especie de vestigio atávico de la muy prolongada en el tiempo interacción entre los fagocitos y los microorganismos. El alcance y la sofisticación de los medios utilizados por los patógenos para eliminar las barreras que opone la célula huésped a su establecimiento, replicación, persistencia y salida y trasmisión subsiguientes hacia una nueva célula huésped pueden ser contemplados como uno de los ejemplos más impresionantes de la diversidad y la adaptación evolutivas. No pretendemos hacer justicia a ello en estas líneas, pero sí esperamos que su consideración haga que los clínicos valoren y respeten a sus adversarios microscópicos.









[image: image] Identificación y caracterización de los genes de virulencia


La caracterización de la patogenicidad microbiana a nivel molecular se ha iniciado tradicionalmente con la identificación de un fenotipo asociado a la virulencia. Esta identificación puede estar fundamentada en la observación clínica, en la investigación epidemiológica o en el uso de un modelo o sistema que reproduzca fiablemente el fenotipo microbiano de manera similar a lo que ocurre en una infección natural. Tradicionalmente, las cepas virulentas han sido comparadas con las variantes avirulentas naturales. Sin embargo, estas variantes pueden presentar modificaciones genotípicas complejas con afectación de locus genéticos múltiples. Hoy en día, el uso de herramientas de computación cada vez más sofisticadas y de secuencias genómicas completas (determinadas con una dificultad que es cada vez menor) ha dado lugar a predicciones del fenotipo y a la identificación de los genes de virulencia candidatos en la secuencia. El análisis de las secuencias genómicas correspondientes a cepas múltiples, cada una de ellas con fenotipos de virulencia diversos, representa un buen punto de partida para el proceso subsiguiente de comprobación de las hipótesis mediante cepas mutantes controladas específicas en los casos en los que las especies microbianas son susceptibles de modificación genética. No obstante, hoy en día sigue siendo imposible modificar genéticamente algunos microorganismos patógenos y muchos microorganismos comensales, que también son resistentes al cultivo en el laboratorio. En lo que se refiere a estos microorganismos, los métodos de análisis emergentes ofrecen la posibilidad de evaluar su comportamiento y sus supuestas propiedades directamente a partir de los especímenes clínicos, sin necesidad de su propagación en el laboratorio (v. Microbiología molecular a la cabecera del paciente: detección, descubrimiento y perfil genómico de los patógenos).


Algunas de las estrategias convencionales que se utilizan en la actualidad para identificar los genes asociados a la virulencia son el uso de elementos de inserción (p. ej., transposones) como elementos inductores de mutación para la generación de cepas mutantes isogénicas. Los transposones tienen la ventaja de que marcan el locus genético mutagenizado con un nuevo fenotipo predeterminado (generalmente, la resistencia a los antibióticos), pero también tienen la desventaja de inducir posibles efectos pleótropos sobre genes cotranscritos o sobre la viabilidad microbiana global. El desarrollo de vectores plásmidos de amplio espectro en el huésped portador de transposones bien definidos ha ampliado las posibilidades de utilización de este método de análisis para su uso en diversas especies patógenas respecto a las cuales anteriormente no existía ningún método de manipulación genética. A través del uso de elementos transposicionables con marcas genéticas específicas es posible aplicar la selección negativa a un conjunto de mutantes aleatorios en un modelo relevante de patogenia. Esta estrategia, denominada mutagénesis con marcaje mediante firma (signature-tagged mutagenesis) ha permitido identificar en bacterias gramnegativas y grampositivas diversos genes que son esenciales para la virulencia82,83.


Otros métodos utilizados para la identificación de los genes asociados a la virulencia están fundamentados en la regulación de dichos genes por parte de las transiciones entre los ambientes externo e interno del huésped por un lado y las células por otro. Hay dos estrategias que permiten la selección de genes y promotores expresados preferencialmente por un patógeno microbiano en el interior de una célula huésped o de un órgano del huésped. Estas estrategias están fundamentadas en vectores diseñados especialmente y en los que se lleva a cabo la clonación de una librería completa de genes cromosómicos de manera que cuando son activados los promotores de estos genes también se activa la expresión de factores que pueden ser seleccionados con facilidad, por ejemplo, a través de la expresión de antibióticos, de la complementación de una mutación inducida de atenuación del crecimiento en el microorganismo patógeno o de la expresión de una proteína fluorescente. En la primera estrategia, la aplicación de tecnología con expresión in vivo (in vivo expression technology) a V. cholerae y a S. typhimurium ha permitido definir las condiciones que encuentran los patógenos in vivo y también sus respuestas reguladoras84. Mediante la segunda estrategia, denominada inducción de fluorescencia diferencial (differential fluorescence induction), es posible identificar los promotores que son inducidos selectivamente en el interior de las células por los tejidos del huésped mediante la fusión de fragmentos aleatorios del genoma de un patógeno con el gen que codifica la proteína de fluorescencia verde, con aplicación final de la citometría de flujo activada mediante fluorescencia a un conjunto de microorganismos recombinantes que son portadores de estas fusiones de genes85.


En la actualidad son posibles las estrategias no selectivas y de base genérica para el análisis del genoma completo y de los genes expresados que contiene mediante las tecnologías de hibridación subtractiva, secuenciación del genoma completo y microarrays del ADN. Los métodos fundamentados en las técnicas de hibridación subtractiva permiten la detección de diferencias útiles entre dos poblaciones de ADN o ARN; después, estas diferencias pueden ser amplificadas mediante la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction)86. Los microarrays de ADN son rejillas de densidad elevada constituidas por sondas que se disponen sobre una superficie sólida; en una superficie de 1 cm2 se pueden disponer decenas o cientos de miles de sondas. A través de la disposición en un microarray de sondas correspondientes a todos los genes de un patógeno concreto y mediante la tecnología de hibridación del ADN genómico o complementario marcados, podemos definir el contenido completo de genes o el perfil de expresión, respectivamente, correspondientes al patógeno evaluado. El análisis mediante hibridación genómica comparativa de cepas múltiples de patógenos revela la existencia de regiones localizadas con ganancia y pérdida frecuentes de genes («regiones de diferencia», equivalentes en muchos casos a las islas de patogenicidad) y nos ofrece información tanto en lo que se refiere a la evolución de los patógenos como a los mecanismos novedosos de virulencia42. Mediante estas estrategias es posible evaluar los genes y sus productos a través de la relación que tienen con el proceso patológico asociado. Sin embargo, la prueba final de un gen se asocia a una forma concreta de patogenicidad y requiere el cumplimiento de diversos criterios. De manera similar a lo que se proponía en los postulados originales de Koch, estos criterios deben incluir el retorno del supuesto agente causal (el gen mutado o intacto asociado a la virulencia y clonado) al huésped original. A menos que podamos demostrar que este tipo de manipulación genética controlada induce un efecto sobre la patogenicidad, no quedará demostrada la causalidad respecto a la virulencia. De la misma forma que los postulados originales de Henle-Koch han constituido un punto de referencia respecto a los criterios revisados de la causalidad microbiana87, la forma molecular de los postulados de Koch88 puede servir como directriz para la aproximación experimental al fundamento genético molecular de la patogenicidad. Estos postulados siguen evolucionando en paralelo a la información nueva que se genera respecto a la virulencia microbiana, al tiempo que son introducidas con rapidez estrategias y tecnologías experimentales nuevas.
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A medida que se descubren los mecanismos de la patogenicidad microbiana, de la adquisición de la virulencia y de la resistencia a los medicamentos, la detección de los patógenos, la identificación de las cepas y el descubrimiento de los patógenos cobran una importancia cada vez mayor en la práctica de la medicina clínica de las enfermedades infecciosas28. Ya es evidente que los estudios relativos a la patogenicidad microbiana a nivel molecular han contribuido de manera sustancial a nuestro conocimiento de la epidemiología, las manifestaciones clínicas, el diagnóstico, el tratamiento y la inmunoprofilaxis de las enfermedades infecciosas. Es necesario volver a examinar a la luz de los nuevos métodos experimentales y de la información más reciente incluso los aspectos más fundamentales de la etiología de las enfermedades infecciosas y del posible papel que desempeñan los microorganismos en las enfermedades crónicas89.


La epidemiología de las enfermedades infecciosas está fundamentada en una definición precisa del problema clínico a estudiar y, además, en la identificación detallada del agente etiológico. Las técnicas moleculares muestran niveles elevados de sensibilidad y especificidad para la detección de supuestos patógenos, al tiempo que constituyen un método para determinar las relaciones que existen entre las múltiples cepas de una misma especie. Gracias a ello ha sido posible establecer conexiones entre casos aparentemente no relacionados en el curso de un brote epidémico; de la misma forma, también ha sido posible relacionar con un mismo clon patogénico brotes epidémicos geográfica o temporalmente bien diferenciados. Las técnicas moleculares han sido aplicadas en otros estudios epidemiológicos para definir los mecanismos de transmisión y la función de las variantes microbianas avirulentas en lo relativo a la propagación de la enfermedad. La tipificación molecular de las cepas constituye en ocasiones el único dato que indica que varios casos están relacionados entre sí, es decir, que se ha producido un brote de la enfermedad90. Es frecuente que las características morfológicas y metabólicas no pongan de manifiesto la importante diversidad genética existente en las cepas.


Las técnicas de amplificación de los ácidos nucleicos han tenido un impacto de gran resonancia en el estudio de la patogenia microbiana y en el diagnóstico de las enfermedades infecciosas. Por diversas razones, algunas de ellas económicas (imputación del pago correspondiente a la evaluación clínica) y otras técnicas (métodos inadecuados de preparación de las muestras, atención insuficiente a la complejidad de la matriz de especímenes), las técnicas específicas de PCR aplicadas a los patógenos microbianos no han sido incorporadas al ámbito clínico en la medida necesaria91. Los métodos utilizados en la actualidad para la identificación de los patógenos microbianos están muy fundamentados en el cultivo o la propagación de los microorganismos en el laboratorio. El descubrimiento de métodos moleculares ofrece una estrategia alternativa y ha abierto nuevas líneas de investigación respecto a los microorganismos que podrían desempeñar un papel causal importante en una amplia gama de enfermedades agudas y crónicas que hasta el momento no han sido bien explicadas28,92,93. El fundamento que subyace a estos métodos es el uso de firmas moleculares (molecular signatures) para identificar o clasificar un patógeno previamente desconocido; la firma utilizada con mayor frecuencia es la secuencia genómica, pero hay otras moléculas pequeñas que también pueden tener utilidad. Uno de estos métodos es el correspondiente a la definición de regiones altamente conservadas de secuencia de ADN ribosómico mediante su amplificación directa a partir de tejido humano infectado y digerido92. Después, a partir de estas secuencias amplificadas del ADN ribosómico es posible determinar una serie de relaciones evolutivas fiables respecto a un supuesto microorganismo. Los métodos que no están fundamentados en el cultivo han permitido identificar varios microorganismos resistentes al cultivo94,95. Hay algunos métodos moleculares que se utilizan para evaluar la diversidad en las comunidades microbianas indígenas que pueblan la piel y las mucosas del cuerpo humano1,96.


Los avances conceptuales que han tenido lugar en nuestros conocimientos relativos a la virulencia microbiana, los desarrollos de carácter revolucionario que han experimentado nuestros métodos técnicos y las dificultades emergentes relacionadas con un cambio constante del ambiente que nos rodea sugieren diversos escenarios y objetivos futuros. En primer lugar, deberíamos centrar nuestros esfuerzos en la identificación y la caracterización de los patógenos obtenidos directamente a partir de especímenes clínicos y de huéspedes infectados, utilizando para ello estrategias independientes de cultivo. En la actualidad son completamente factibles la manipulación y la caracterización del genoma de células bacterianas aisladas97. También es una realidad la identificación de los patógenos de un espécimen clínico mediante técnicas fundamentadas en la secuenciación profunda y en los microarrays98. A su vez, deberíamos llegar a ser capaces de determinar la abundancia de transcripciones microbianas en todo el genoma y a definir la actividad metabólica directamente a partir de especímenes humanos. En segundo lugar, es posible evaluar la composición y el comportamiento de las comunidades microbianas indígenas mediante la aplicación de tecnologías metagenómicas y de otros métodos posgenómicos de amplio espectro4,99. Mediante las valoraciones combinadas de las respuestas comunitaria y humana podemos conseguir información acerca de la naturaleza de las enfermedades inflamatorias crónicas de la piel y las mucosas100. En tercer lugar, ha llegado el momento de tener en cuenta la importancia de la variación genética del huésped en lo que se refiere a la susceptibilidad diferencial frente a la infección y a la enfermedad subsiguiente101. En cuarto lugar, las tecnologías genómica y posgenómica nos permiten cuantificar e interpretar los patrones de la expresión de los genes y las proteínas humanas relacionados con la respuesta frente a las enfermedades infecciosas; estos patrones pueden constituir la base de las firmas genéticas, lo que permitiría el reconocimiento y la clasificación tempranos de los pacientes en función del microorganismo o de la evolución futura de la enfermedad28,102-104. A medida que sean identificados los factores de virulencia relacionados con los pasos fundamentales de la patogenia, va a ser posible interferir con su función. Según sean definidos con una precisión cada vez mayor, la manipulación de los sistemas globales reguladores de la virulencia puede llegar a tener un valor terapéutico. Las nuevas vacunas reales y las vacunas candidato acelulares o recombinantes con microorganismos atenuados ya han permitido la identificación de antígenos inmunoprotectores mediante estrategias moleculares y genómicas8. El resultado de todas estas iniciativas va a ser la aplicación de una estrategia mejor fundamentada y más efectiva para la detección, el tratamiento y la prevención de las enfermedades infecciosas.
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2 Adherencia microbiana




William A. Petri, Jr., Barbara J. Mann, Christopher D. Huston





La adherencia es la interacción inicial de un microorganismo patógeno con su huésped. Es la ruta para la invasión celular por parásitos intracelulares y el primer paso en la aniquilación de la célula huésped y la liberación de toxinas por los patógenos microbianos. Las adhesinas son moléculas microbianas que median la adherencia o unión de los microorganismos al huésped (fig. 2-1). Los receptores son las moléculas o ligandos del huésped a los que se unen las adhesinas microbianas cuando se inicia la adherencia. Una única adhesina puede tener más de un receptor, y un único receptor puede ser reconocido por muchas adhesinas diferentes. En este capítulo se analizarán los conceptos generales relacionados con la identificación de las adhesinas microbianas y los receptores del huésped y proporcionará ejemplos específicos de adhesinas virales, parasitarias y bacterianas como ilustración. El papel central que desempeñan las adhesinas en la colonización y patogenia microbianas las convierte en objetivos ideales para las intervenciones preventivas y terapéuticas. También se comentarán los mecanismos y aplicaciones de los fármacos y moléculas inhibidores de la adherencia en el tratamiento de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), las infecciones por picornavirus y las del tracto urinario.
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Figura 2-1 Escherichia coli y adhesinas del virus de la estomatitis vesicular.


A, Microfotografía electrónica de E. coli que expresa las fimbrias P. B, Virus de la estomatitis vesicular que muestra las protrusiones de tipo espiculado (punta de flecha) de la glucoproteína de adherencia viral. Escala = 0,25 μm.


(B de Klemm P. Fimbrial adhesins of Escherichia coli. Rev Infect Dis. 1985;7:321-340.)









[image: image] Identificación experimental de una adhesina


La identificación del mecanismo de adherencia de un microorganismo comienza con el desarrollo de un análisis de adherencia (tabla 2-1). Hay que procurar que el análisis esté diseñado para medir adherencia y no la motilidad o la invasión. Los experimentos para medir la adherencia se realizan a menudo a 4 °C, temperatura a la que se inhiben la motilidad y la invasión. La yuxtaposición del microorganismo y la célula diana se puede conseguir por centrifugación, así no se requiere la motilidad del microorganismo para que aparezca la adherencia. La adherencia bacteriana a las células también puede diferenciarse de la invasión si se añaden aminoglucósidos al medio después de que se haya producido la adherencia. Sólo deberían destruirse las bacterias extracelulares, pues los aminoglucósidos no penetran en las células en cantidades suficientes para destruir las bacterias intracelulares. Otros métodos comprenden la fijación ligera de las células diana para impedir la invasión intracelular.


Tabla 2-1 Estrategias para identificar las adhesinas de los microorganismos pat?genos






	
Desarrollar un análisis que mida la adherencia a un sustrato fisiológicamente relevante.
Inhibir la adherencia con azúcares simples o fragmentos Fab de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el microorganismo.
Demostrar la actividad de unión al receptor de la supuesta adhesina purificada y mostrar que el exceso de adhesina bloquea la adherencia de los microorganismos intactos.
Identificar la adhesina por purificación bioquímica basada en su receptor o con anticuerpos monoclonales inhibidores de la adherencia o mediante mutagénesis de todo el genoma del microorganismo.
Mutar el gen de la adhesina y probar un cambio en el fenotipo adhesivo del microorganismo para validar que se ha identificado la adhesina correcta.







Un sustrato con relevancia fisiológica es un componente básico de un análisis de adherencia. Los receptores para algunos microorganismos como el virus de la gripe o Entamoeba histolytica son omnipresentes, por tanto, se observa poca o ninguna restricción de especies o tejidos a la adherencia in vitro. Sin embargo, la adherencia de muchos microorganismos como los virus de la polio y los rinovirus es específica de la especie y, a veces, específica de la especie y del tipo celular, tal es el caso de patógenos como el virus de Epstein-Barr (VEB) y el VIH. Probablemente, un análisis de adherencia que mida la unión del virus de la hepatitis B a los hepatocitos humanos nos proporcionará una información más relevante para la patogenia que otro que mida la unión a los fibroblastos del ratón, por ejemplo.


La adherencia se puede medir a menudo de forma visual. La adhesina del virus de la gripe se llama hemaglutinina (HA), debido a la observación inicial de que los viriones purificados de la gripe aglutinaban los eritrocitos. Los análisis de formación de rosetas celulares realizados con los microorganismos de mayor tamaño constituyen una modificación de estos análisis de hemaglutinación. El marcado radiactivo del microorganismo suele emplearse como un medio para medir la adherencia a las células. Hay que procurar que el procedimiento de marcado no destruya o altere mucho al microorganismo; una buena prueba consiste en demostrar que la unión del microorganismo radiomarcado puede inhibirse por el exceso de microorganismos sin marcar. De manera similar, la unión de receptores solubles, como los componentes de la matriz extracelular, a los microorganismos se realiza radiomarcando los receptores con uniones «específicas» definidas como la cantidad de receptor radiomarcado unido que se inhibe por el exceso de receptor frío.


Una vez desarrollado el análisis para medir la adherencia de un patógeno a una célula o sustrato, se puede continuar con la identificación de los componentes microbianos que participan en la adherencia. Como la unión de muchos microorganismos a los tejidos del huésped se halla mediada por las lectinas microbianas, un abordaje inicial consiste en probar si la adherencia se puede bloquear con azúcares simples u oligosacáridos complejos. La definición de la especificidad del hidrato de carbono requerido para la adherencia puede permitir la identificación de la adhesina responsable mediante cromatografía de afinidad del hidrato de carbono. La mutagénesis aleatoria (p. ej., con un transposón) del ADN microbiano con la selección de mutantes que tengan un defecto de adherencia es una aplicación muy potente de la genética directa. Un tercer enfoque habitual supone detectar los anticuerpos monoclonales producidos contra el microorganismo por su capacidad de bloquear la adherencia; los anticuerpos monoclonales inhibidores se pueden utilizar para identificar y purificar la supuesta adhesina.


La inhibición de la adherencia por el anticuerpo resulta más convincente si se realiza con los fragmentos Fab del mismo (lo que reduce la probabilidad de efectos inespecíficos de los anticuerpos debidos a la aglutinación, a impedimentos estéricos o a entrecruzamientos en la superficie microbiana) o si se efectúa con anticuerpos monoclonales, donde la inhibición de la adherencia específica del epítopo se puede probar (los anticuerpos monoclonales contra algunos, pero no todos, de los epítopos en una adhesina bloquean su función adhesiva, con lo que son menos probables los efectos inespecíficos del anticuerpo monoclonal para la inhibición de la adherencia). Se debe demostrar que la supuesta adhesina purificada se une a los receptores del microorganismo, y que el exceso de aquélla es capaz de inhibir la adherencia del microorganismo intacto de forma competitiva, impidiendo su unión con el receptor del huésped.









[image: image] Identificación experimental de un receptor del huésped


La identificación del receptor de una adhesina es fundamental para comprender las interacciones de los patógenos microbianos con sus huéspedes (tabla 2-2). En varios patógenos, la especificidad de la especie o el tropismo tisular o celular de un microorganismo puede explicarse por la presencia o la ausencia de un receptor para la adhesina microbiana. Como ejemplos, pueden citarse el receptor CR2 del linfocito B para el VEB1, el receptor CD4 del linfocito T para el VIH2,3 y el receptor de la aminopeptidasa N para un coronavirus del cerdo, que es el virus de la gastroenteritis transmisible (VGET)4,5. La especificidad de especie que presenta la adherencia de los patógenos microbianos se ha demostrado también para los virus de la polio6,7 y el grupo principal de los rinovirus8-10, donde los receptores virales están presentes en las células humanas, pero no en las murinas (tablas 2-3 y 2-4).


Tabla 2-2 Estrategias destinadas a identificar los receptores de las células huésped para los microorganismos patógenos






	
Transferir ADN de una célula permisiva a una no permisiva; identificar el ADN transfectado que confiere la permisividad. Esta técnica utiliza el hecho de que muchos microorganismos tienen rangos de huéspedes restringidos (p. ej., los rinovirus sólo infectan células humanas y de chimpancés) y tropismo tisular (p. ej., VIH y células CD4, virus de Epstein-Barr y linfocitos B).
Eliminar el receptor con una biblioteca de ARNi; identificar el ARNi que hace a la célula huésped resistente a la adherencia. Esta técnica emplea bibliotecas de interferencia de todo el genoma recién desarrolladas.
Producir anticuerpos monoclonales contra antígenos de la superficie celular del huésped; buscar el anticuerpo que inhibe la unión o la infección. Caracterizar el antígeno reconocido por el anticuerpo monoclonal.
Identificar la actividad de la lectina (reconocimiento del hidrato de carbono) de la adhesina del microorganismo mediante bloqueo de la adherencia, la infectividad, o ambas, de la célula permisiva con hidratos de carbono simples o complejos (p. ej., ácido siálico y hemaglutinina de la gripe; VIH y galactosilcerebrósido).
Purificar la afinidad del receptor de la célula huésped mediante la adhesina microbiana (poco éxito, debido a la escasa afinidad general de la adhesina para el receptor solubilizado).







Tabla 2-3 Clases de receptores de las células huésped para las adhesinas microbianas






	
Azúcares: ácido siálico (ortomixovirus y paramixovirus, poliomavirus), galactosa (Entamoeba histolytica), antígeno de grupo sanguíneo P (E. coli uropatógena).
Superfamilia de las inmunoglobulinas: ICAM-1 (grupo mayor de rinovirus), CD4 (VIH), receptor de virus de la polio.
Factores de crecimiento o receptores para el factor de crecimiento: receptores EGF (vaccinia), receptor para la eritropoyetina (virus de leucemia de Friend), interleucina-6 (virus de la hepatitis B).
Integrinas: VLA-2 (virus ECHO).
Componentes de la matriz extracelular: laminina (Toxoplasma gondii), fibronectina (estreptococos).
Proteínas de transporte: transportador de aminoácidos básicos y fosfato (algunos retrovirus).
Receptores del complemento: CR2 (virus Epstein-Barr).
Aumento de la adherencia dependiente de anticuerpos o del complemento: entrada del virus del dengue recubierto de anticuerpo en macrófagos vía Fcγ1, y entrada del virus Epstein-Barr recubierto de IgA vía receptor IgA; aumento de VIH dependiente de anticuerpos vía CR2.







EGF, factor de crecimiento epidérmico; ICAM-1, molécula de adhesión intercelular 1; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana.


Tabla 2-4 Clases de adhesinas microbianas para los receptores de las células huésped






	
Lectinas: unión del ácido siálico (glucoproteínas de la envuelta de hemaglutinina de los ortomixovirus), unión de galactosa (lectina de adherencia de Entamoeba histolytica), unión del antígeno del grupo sanguíneo P (fimbrias P de E. coli), trans-sialidasa (Trypanosoma cruzi).
Fimbrias (pili): adhesinas bacterianas filamentosas de E. coli (P, S, tipo 1, K-88, k-99, CFA-1), Neisseria gonorrhoeae (tipo 4), Salmonella (tipo 1), Vibrio cholerae (Tcp).
Adhesinas bacterianas distintas a fimbrias: Yersinia (proteínas Inv y Ail), Bordetella pertussis (pertactina), Mycoplasma pneumoniae (citoadhesina P1), Treponema pallidum (proteína de unión a la fibronectina).
Lípidos: Streptococcus pyogenes (ácido lipoteicoico), Leishmania (lipofosfoglucano).
Glucosaminoglucano: Chlamydia trachomatis (glucosaminoglucano tipo heparansulfato).
Proteínas de la cápside viral: rinovirus (VP1/VP3); aftovirus (VP1).
Mecánicos: Giardia lamblia (disco de agarre).







La especificidad del tejido o de la especie en los receptores para las adhesinas microbianas sugiere un enfoque obvio para su identificación: la transfección de ADN de una línea celular con receptor positivo a otra con receptor negativo, seguida de la identificación y secuenciación del segmento del ADN que confiere positividad al receptor. Este enfoque se ha usado con éxito para identificar a la molécula 1 de adhesión intercelular (ICAM-1) como el receptor humano para el grupo principal de los rinovirus9,10 y al receptor del virus de la polio, un miembro de la superfamilia del gen de la inmunoglobulina6,7. La ventaja de este enfoque para la identificación del receptor radica en que éste se clona y secuencia al mismo tiempo que se le identifica. Si no existe un receptor específico de especie o de tejido, se puede aplicar una estrategia de genética directa consistente en la transfección de la célula huésped con una biblioteca de ARNi y seleccionar la célula con defecto de la adherencia que tiene el defecto para dicho receptor.


En otro ejemplo de una situación en la que no se puede utilizar un rango limitado de huéspedes o el tropismo tisular, los anticuerpos monoclonales producidos contra la célula huésped se han usado para identificar el receptor. Los anticuerpos monoclonales que bloquean la adherencia a las células celulares o su infección se han empleado para identificar a la molécula ICAM-1 como el receptor del principal grupo de rinovirus8, a CD4 como el receptor del VIH2,3, a la aminopeptidasa N como el receptor del coronavirus TGEV4,5 y al «antígeno muy tardío» (VLA)-2 como el receptor del virus ECHO 111.


Si la adhesina microbiana es una lectina, la estructura del hidrato de carbono reconocida por la adhesina en las células huésped puede determinarse por el efecto de los distintos oligosacáridos sobre la inhibición de la adherencia. De esta forma, se ha determinado la estructura detallada de los oligosacáridos que contienen ácido siálico que reconoce la HA del virus de la gripe12.


Si se purifica la propia adhesina, ésta puede utilizarse para purificar la afinidad por su receptor en la célula huésped. No es probable que dicho enfoque tenga éxito si la interacción de la adhesina con el receptor es de baja afinidad, lo que puede constituir un problema especial cuando la adhesina y el receptor se han solubilizado durante la purificación. Sin embargo, mediante este método se identificó con éxito el CR2 como el receptor para el VEB.









[image: image] Conceptos centrales en las interacciones entre adhesinas y receptores


Muchas adhesinas requieren un procesamiento postraduccional, en especial una fragmentación proteolítica, para manifestar una actividad biológica completa (tabla 2-5). La actividad de fusión de la membrana de la HA, que se precisa para la infectividad viral, requiere el procesamiento por una proteasa del huésped de la hemaglutinina intacta (HA0) en HA1 y HA2. Esta fragmentación proteolítica expone una secuencia hidrófoba altamente conservada al extremo amino terminal de HA2 que, a pH ácido, está implicado en la entrada del virus en las células por fusión de la membrana viral a la membrana celular de la vacuola endocítica (fig. 2-2)12. Para que la adhesina gp160 del VIH tenga una actividad funcional de fusión celular se necesitan fenómenos de procesamiento similares, como se describirá más adelante. Los requisitos para que las proteasas del huésped inicien la actividad de fusión de las adhesinas, pueden explicar en parte el tropismo tisular de los patógenos microbianos, en tanto en cuanto las proteasas requeridas para activar las adhesinas pueden estar presentes sólo en algunos tejidos.


Tabla 2-5 Conceptos clave en las interacciones del receptor de la célula huésped y la adhesina microbiana






	
El procesamiento proteolítico de la adhesina se requiere a menudo para que la actividad biológica completa de la adhesina se manifieste.
La hipótesis del cañón propone que los sitios activos de la adhesina para la interacción con el receptor residen en la adhesina en bolsillos inaccesibles para el anticuerpo.
La actividad de las adhesinas puede ser controlada por su conformación, sobre todo en el caso de adhesinas que funcionan también como proteínas de fusión.
Los correceptores de los microorganismos pueden actuar en fases secuenciales de adherencia y/o en la entrada intracelular del patógeno.
Múltiples receptores se pueden unir a la misma adhesina.
Los anticuerpos antiadhesina pueden aumentar la infección mediante la alteración de las interacciones adhesina-receptor.
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Figura 2-2 Representación esquemática de la conformación de la molécula de hemaglutinina del virus de la gripe a pH neutro y ácido.


El trímero HA se muestra protruyendo desde un plano que representa la superficie de la membrana viral. Las principales unidades estructurales a bajo pH (desde los residuos 40-155 aproximadamente de la cadena HA2) se nombran como A a E desde el extremo N-terminal. El péptido de fusión, desde el extremo N-terminal a la unidad A, sobresaldría muy por encima de las cabezas que llevan los sitios de unión con el receptor, colocados de forma ideal para unirse a la membrana de la célula diana.


(Reimpresa con autorización de Stuart D. Virus structure: Docking mission accomplished. Nature. 1994;371:19-20, Macmillan Magazines Ltd.)





Un segundo concepto fundamental es la hipótesis del cañón, según la cual el sitio activo de la adhesina puede estar inaccesible para el anticuerpo debido a su localización en un «cañón», o depresión en la molécula. Esta localización protege al sitio receptor frente al anticuerpo y permite al microorganismo conservar los aminoácidos requeridos para la formación del sitio de unión, y ello a pesar de las variaciones producidas por el anticuerpo en el resto de la secuencia de adhesina. Por ejemplo, el sitio de unión del ácido siálico de la HA de la gripe se forma por los aminoácidos altamente conservados Tyr98, Trp153, His183, Glu190 y Leu194, que se encuentran en una depresión inaccesible para el anticuerpo en la parte distal de la HA; sin embargo, los residuos expuestos en la superficie están sujetos a variación antigénica12. De manera similar, el sitio de unión del grupo principal de rinovirus para el receptor ICAM-1 se localiza en un cañón formado por las proteínas de la cápside, que son sólo en parte accesibles al anticuerpo (fig. 2-3)13.
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Figura 2-3 Principales características de la función de adherencia de un picornavirus típico.


A, Diagrama abierto que muestra la localización del cañón en el centro del pentámero de proteína VP4 de la cápside viral. B, Unión del receptor celular al suelo del cañón. Obsérvese que el sitio de unión de la molécula 1 de adhesión intercelular (ICAM-1), identificada como ICAM-1 para los grupos principales de rinovirus, tiene un diámetro de aproximadamente la mitad del de una molécula de anticuerpo IgG.


(De Rueckert RR. Picornaviridae and their replication. En: Fields BN, Knipe DM, Howley PM, eds. Fields Virology. 3.aª ed. Filadelfia: Lippincott-Raven; 1996:623.)





Las adhesinas humanas como la aglutinina de Limax flavus (LFA)-1, el receptor tipo 3 del complemento (CR3) y las integrinas requieren la activación, además de la expresión de la superficie celular, para mediar la adherencia14,15, y las adhesinas microbianas también existen en estados activos e inactivos. Un ejemplo lo constituye la lectina de adherencia específica de galactosa y N-acetil-d-galactosamina (Gal/GalNAc) de E. histolytica. Los anticuerpos contra los diferentes epítopos en esta lectina aumentan o inhiben la actividad de unión a galactosa de la lectina, al parecer porque modifican las conformaciones de configuraciones inactivas a activas (v. otro ejemplo en la fig. 2-2).


Los cambios de conformación en una adhesina pueden activar también otras funciones, como las actividades de fusión de las glucoproteínas de los virus con cubierta. Algunas glucoproteínas de adherencia viral, al unirse a un receptor, o al exponerse a un pH bajo en los endosomas, sufren cambios en su conformación que exponen los dominios de fusión hidrófobos de las glucoproteínas de la cubierta16,17.


Cada adhesina individual puede tener múltiples receptores. Por ejemplo, gp120/41 del VIH se une a CD4 e interactúa con los correceptores de quimiocina unidos a la membrana (fig. 2-4) antes de iniciar la fusión del virus con la membrana de la célula del huésped.
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Figura 2-4 Mecanismos de adherencia y fusión de gp120/gp41 del VIH.


Después de que gp120 se una a CD4 (A) se produce un cambio en la conformación de gp120 (B), lo que le permite unirse a un correceptor, CCR5 o CXCR4. El cambio hace que el extremo amino terminal de gp41 se inserte en la membrana del linfocito CD4 y produzca la fusión de las membranas del virus y de la célula. De esta forma, la fusión de las membranas permite que el contenido del virus entre en la célula.


(De Kilby JM, Eron JJ. Novel therapies based on mechanisms of HIV-1 cell entry. N Engl J Med. 2003;348:2228-2238.)





La respuesta inmunitaria a una adhesina (en especial, los anticuerpos antiadhesina) puede aumentar la adherencia, la infectividad, o ambas, al facilitar rutas alternativas de adherencia e invasión. Se pueden encontrar ejemplos de este fenómeno en infecciones con VIH, E. histolytica, virus del dengue y VEB. En algunos flavovirus, como el dengue, se ha demostrado el incremento de la adherencia y la infección de monocitos y macrófagos positivos para el receptor Fc por anticuerpos subneutralizantes. Sin embargo, la importancia de este aumento dependiente de anticuerpos en la patogenia de la fiebre hemorrágica del dengue sigue siendo fuente de controversia18. La entrada del VEB en una línea celular epitelial humana fue favorecida por una IgA polimérica específica para el VEB. El virus entró en las células por transporte mediado por componentes secretores cuando se unió a IgA en lugar de emplear la ruta usual de entrada por el receptor CR2 en los linfocitos B y otras líneas celulares epiteliales19.


El tropismo para especies, tejidos y células de un microorganismo lo determinan a menudo las interacciones adhesina-receptor. Los ejemplos comprenden el VEB y el receptor CR2 en los linfocitos B, el virus de la polio y su receptor en las células humanas, así como los rinovirus y el receptor humano ICAM-1.









[image: image] Mecanismos de adherencia específicos y sus papeles en la patogenia






gp120/160 del VIH


El desarrollo de una respuesta inmunitaria a la adhesina gp120/41 del VIH para bloquear la adherencia e invasión por el virus provoca con rapidez, por desgracia, la aparición de viriones de VIH que resisten la neutralización por anticuerpos, como se comenta en el capítulo 12020,21. La comprensión de los mecanismos de adherencia y fusión para el VIH tiene, por tanto, una aplicación clínica más inmediata en el diseño de fármacos inhibidores de la fusión y adherencia (v. «Inhibidores de la entrada del virus de la inmunodeficiencia humana»). La infección de las células con VIH y otros virus con cubierta requiere la fusión de las membranas viral y celular. El fenómeno de fusión libera la nucleocápside viral en el citoplasma celular e inicia así el proceso de la infección y replicación virales22. Esta fusión puede ocurrir en la superficie celular, entre la membrana plasmática y la viral, como en el caso de los paramixovirus, o entre el endosoma y las membranas virales tras la fagocitosis del virus, como en la infección por el virus de la gripe. Los fenómenos de adherencia y fusión suelen estar mediados por la misma glucoproteína viral. En el caso del VIH, parece que el fenómeno de fusión se produce en la membrana plasmática porque la neutralización de los endosomas ácidos con bases débiles no interfiere con la entrada viral, mientras que la mutación de CD4 a una forma anclada a glucolípido que sufre una escasa endocitosis tampoco influye en la entrada del VIH23,24.


La glucoproteína de la superficie celular del VIH se sintetiza como una glucoproteína de 160-kDa. La escisión proteolítica de gp160 a gp120 y gp41 en un sitio que contiene varios aminoácidos básicos (arginina y lisina) es necesaria para la activación de la glucoproteína y la producción de viriones infecciosos. Se cree que la escisión de gp160 ocurre en el compartimento trans-Golgi, y se ha demostrado in vitro que está mediada por la endoproteinasa furina, que escinde la secuencia consenso Arg-X-Lys/Arg-Arg25. La furina también activa la proteína HA del virus de la gripe aviar. De hecho, los sitios de escisión de las proteínas de fusión para ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus se hallan muy conservados. La inhibición de la escisión de gp160 con residuos de péptidos que contengan la secuencia consenso de la furina o con el ionóforo monensina bloquea la formación sincitial inducida por la glucoproteína del VIH, y da como resultado la producción de viriones con infectividad enormemente reducida25. La mutación del aminoácido carboxilo terminal 518 de la gp120 de arginina a treonina elimina tanto la escisión como la formación de sincitios26.


La escisión de gp160 a gp41 y gp120 activa la capacidad de fusión de la glucoproteína viral. La gp41 contiene el extremo carboxilo terminal transmembrana de gp160; gp120 permanece unida al virión mediante interacciones no covalentes con gp41. El extremo amino terminal creado en gp41 por la escisión de gp160 es hidrófobo y contiene la secuencia Phe-X-Gly presente en los extremos amino terminal de las proteínas de fusión de los paramixovirus activadas. Las mutaciones de gp160 que afectan a la actividad de fusión se localizan en el extremo amino terminal de gp41. Por tanto, el requisito para la escisión de gp160 en gp41 y gp120 es en gran parte necesario para exponer el dominio de fusión de gp41 de modo que el virión entre en la célula mediante la fusión de las membranas plasmáticas viral y celular23-26.


La unión del VIH a CD4 y a los receptores de quimiocina se halla mediada por gp1202,3,27,28. La unión de CD4 por gp120 es una interacción de alta afinidad y da como resultado la exposición de epítopos crípticos situados en gp120 y gp41, lo que indica que la unión CD4 ha producido un cambio en la conformación de las glucoproteínas del virión29. La unión del VIH a CD4 es insuficiente para la fusión de las membranas viral y celular, como se demuestra por la incapacidad del VIH para entrar en las células murinas manipuladas para expresar CD430. El requisito de un elemento adicional al CD4 para permitir la entrada del VIH condujo al descubrimiento de los correceptores de quimiocina para el VIH. Las cepas de VIH con tropismo para los macrófagos invaden tras la interacción con el receptor de quimiocina CCR5; las cepas con tropismo para los linfocitos T requieren el receptor de quimiocina CXCR428,29. CCR5 y CXCR4 son receptores acoplados a proteínas G que constan de siete dominios transmembrana, y constituyen un grupo de polipéptidos quimiotácticos implicados en la inflamación y la infección. Se cree que la interacción de gp120 del VIH con el correceptor permite la interacción del dominio de fusión de gp41 con la célula huésped (fig. 2-4). Una mutación de deleción homocigótica en CCR5 se asocia con la resistencia a la infección por el VIH en personas de raza blanca29.


El tropismo celular (linfocitos T4 frente a macrófagos) del VIH-1 se determina en parte por la interacción del tercer bucle variable (V3) de gp120 con el correceptor CCR5 del macrófago o el correceptor CXCR4 del linfocito T. La producción de una gp120 quimérica que contiene el bucle V3 de la cepa BaL de VIH-1 (que tiene tropismo por los macrófagos) conferiría tropismo para macrófagos al virus IIIB de la leucemia/linfoma de linfocitos T humanos, que suele ser un virus con tropismo para linfocitos T. La sensibilidad de las cepas del VIH a la inhibición por CD4 soluble también se establece mediante la secuencia en el bucle V331-34. Las sustituciones de aminoácidos en el bucle V3 bloquean la fusión celular y la infectividad, sin afectar al procesamiento de gp160 a gp120/gp41 o la unión de CD435. El aumento de la infección celular por el VIH se ha observado asimismo en presencia de anticuerpos anti-gp120/gp41. La mayoría de los anticuerpos que incrementan la infección por VIH se han identificado en el bucle V3. Parece que el aumento de la infección se produce cuando los anticuerpos antibucle V3 derivados de la infección o inmunización con gp120 de una cepa reaccionan de forma cruzada con la región V3 de otra cepa, sin neutralizarla. Al parecer, los bucles hipervariables V3 de una cepa pueden estimular la producción de anticuerpos que potencien la infección por otra cepa de VIH36. La potenciación de la infección por VIH mediada por anticuerpos puede ser independiente del complemento o puede estar mediada por el complemento y el receptor CR2; los anticuerpos para el receptor CR2 bloquearon la infectividad aumentada en un sistema experimental37. El significado biológico del incremento de la infección por VIH mediada por anticuerpos sigue sin conocerse del todo.









Lectina Gal/GalNAc de Entamoeba histolytica



Las interacciones hidrato de carbono-proteína son responsables de la citotoxicidad dependiente del contacto a la que debe su nombre E. histolytica. Una lectina de la superficie celular específica para la galactosa (Gal) y la N-acetil-d-galactosamina (GalNAc) median la adherencia del trofozoíto a la mucina colónica humana, el epitelio colónico, los neutrófilos y los eritrocitos, algunas bacterias y diversas líneas celulares38-40. Los estudios de neutrófilos humanos han confirmado que la lectina Gal/GalNAc es la única adhesina definida que participa en el fenómeno de adherencia38-41. La inhibición de la destrucción dependiente del contacto de las células del ovario de hámster chino (COH) y otras células diana por Gal y GalNAc supera el 90%. Además, los mutantes con defecto de la glucosilación de las células COH que carecen de residuos Gal terminales en los azúcares con enlaces N y O glucosídicos, son resistentes casi por completo a la adherencia y a la actividad citolítica amebianas42,43. La lectina Gal/GalNAc se identificó por cromatografía de afinidad de hidratos de carbono y con anticuerpos monoclonales inhibidores de la adherencia44. La lectina Gal/GalNAc de 260 kDa es un heterodímero formado por una subunidad transmembrana pesada (170 kDa, Hgl) y otra ligera (35/31 kDa, Lgl), anclada a glucosilfosfatidilinositol (GPI), unidas por puentes disulfuro (fig. 2-5).
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Figura 2-5 Adherencia de la lectina Gal/GalNAc de Entamoeba histolytica.


La lectina Gal/GalNAc media la adherencia del parásito, y se requiere para la destrucción dependiente del contacto de las células del huésped. Está presente en la membrana plasmática del trofozoíto y se compone de tres subunidades. La subunidad pesada (Hgl) es una proteína integral de membrana que tiene una cola citoplasmática corta implicada en la señalización intracelular. El dominio de reconocimiento del hidrato de carbono (CRD) se encuentra localizado en Hgl y contiene también un sitio de unión para la cinasa receptora c-Met. Adyacente al CRD están un dominio complejo inhibidor del ataque a la membrana por el complemento C5b-9 y sitios que estimulan la liberación de citocinas proinflamatorias por los macrófagos (Mϕ). Hgl se halla unido por un puente disulfuro a una subunidad ligera (Lgl), que tiene un anclaje lipídico. Por último, la subunidad intermedia anclada a lípidos (lgl) está asociada no covalentemente con el heterodímero Hgl-Lgl.


(Adaptada con autorización de Petri WA Jr, Haque R, Mann BJ. The bittersweet interface of parasite and host: Lectin-carbohydrate interactions during human invasion by the parasite Entamoeba histolytica. Annu Rev Microbiol. 2002;56:39-64).





La subunidad Hgl es la principal que interviene en la unión a la célula del huésped. Los antisueros y anticuerpos monoclonales dirigidos contra ella bloquean la adherencia a las células diana40, y se ha identificado un dominio de reconocimiento de hidrato de carbono (CRD) en Hgl40. La cola citoplasmática de Hgl se ha implicado en la transducción de señales del exterior al interior por la lectina Gal/GalNAc. Dicha cola tiene homología con el dominio citoplasmático de las integrinas β1 y β2, incluidas las regiones implicadas en la unión de las moléculas señalizadoras intracelulares Shc y Grb245. La sobreexpresión del dominio citoplásmico de Hgl da lugar a amebas con menor capacidad de adherirse a las células diana y con una virulencia disminuida en un modelo de amebiasis en el jerbo45; en el modelo del hámster, las capacidades de formar abscesos hepáticos, atraer a los neutrófilos y macrófagos y de quimiotaxis hacia el TNF-alfa son menores en comparación con los controles de tipo salvaje46.


La subunidad intermedia de la lectina (Igl) está asociada de forma no covalente al heterodímero de 260 kDa47. Esta lectina de 150 kDa, que inicialmente se identificó como un antígeno de superficie del trofozoíto reconocido por los anticuerpos monoclonales que bloquean la adherencia del trofozoíto a las células de mamíferos in vitro, está presente en pequeñas cantidades en las preparaciones de la lectina Gal/GalNAc de 260 kDa que se han purificado mediante cromatografía de afinidad de galactosa o cromatografía de afinidad de anticuerpos monoclonales anti-Hgl. De forma similar, la lectina de 260 kDa está presente en pequeñas cantidades en la lectina de 150 kDa purificada por inmunoafinidad. El dominio extracelular de Igl contiene múltiples repeticiones CXXC (cisteína-cualquier aminoácido-cualquier aminoácido-cisteína), característica que comparte con los dominios extracelulares de una gran familia (>80) de cinasas transmembrana amebianas48.


El papel de la subunidad Lgl en las actividades mediadas por la lectina Gal/GalNAc está menos definido. Aunque los anticuerpos específicos para la Lgl no inhiben la adherencia, las amebas que tienen una hiperproducción de una versión negativa dominante de la Lgl, o en las que se ha silenciado la transcripción del gen lgl, presentan una menor capacidad de adherirse, destruir y fagocitar las células diana del huésped, y están atenuadas en los hámster49,50. La subunidad Lgl también parece intervenir en la unión de un capuchón (capping) a la lectina Gal/GalNAc de 260 kDa49.


La destrucción de las células del huésped es dependiente del contacto (mediante lectina Gal/GalNAc), extracelular y apoptótica51. La destrucción requiere un parásito intacto: las preparaciones filtradas o sonicadas de amebas no son citotóxicas, ni tampoco la lectina de 260 kDa purificada. Las proteínas formadoras de poros se han implicado tradicionalmente en los fenómenos citolíticos. Un amebaporo purificado de 5 kDa tiene actividad citolítica contra las células nucleadas a altas concentraciones (10-100 μM)38,40. Curiosamente, la degradación del ADN de las células huésped sólo se observó en las células lisadas por el parásito intacto, y no en las lisadas por el amebaporo purificado, lo que indica que el mecanismo de destrucción celular del amebaporo purificado difiere del usado por el parásito intacto. La rotura del citoesqueleto (por expresión de la miosina con mutación negativa dominante, por citocalasina y por inactivación de Rho) bloqueaba la citotoxicidad, lo que demuestra más aún la importancia de un parásito intacto para que se produzca el fenómeno citolítico38.


La lectina Gal/GalNAc también puede intervenir a la hora de señalar la iniciación del enquistamiento. La creación de la forma quística de la Entamoeba se ha estudiado en el parásito de los reptiles Entamoeba invadens. Coppi y Eichinger demostraron que el enquistamiento requiere la adición de cantidades precisas de moléculas polivalentes con terminación galactosa (suero o mucinas o Crithidia fasciculata)52. La galactosa (pero no la GalNAc o la manosa) bloqueaba el enquistamiento de E. invadens de modo específico en el estadio de agregación del proceso de enquistamiento52. Se ha clonado y se ha secuenciado de manera parcial un homólogo de la subunidad pesada de la lectina de 260 kDa en E. invadens53. Dichos estudios sugieren que las lectinas Gal/GalNAc son también fundamentales en la formación del quiste infeccioso.


La inmunidad adquirida frente a la amebiasis en el ser humano se correlaciona con la respuesta de anticuerpos IgA intestinales contra la lectina Gal/GalNAc. Haque y cols. estudiaron las infecciones por E. histolytica en niños en un suburbio urbano de Dhaka, Bangladesh54,55. La colonización por E. histolytica estaba presente en el 0% (0/64) de los niños que tenían en las heces anticuerpos IgA anti-lectina GalNAc y en el 13,4% (33/246) de los que no los tenían. De estos niños, se hizo seguimiento a 289 durante 1 año. El 39% (105/269) tuvo al menos una nueva infección por E. histolytica, y el 3,1% (4/129) de las infecciones se asociaron a disentería. Los niños que desarrollaron una respuesta IgA mucosa contra el dominio de reconocimiento del hidrato de carbono de la lectina durante el primer año de este estudio tuvieron una reducción del 86% de las nuevas infecciones a lo largo del segundo año55.


Hace poco, se ha demostrado que la inmunización activa de los ratones con lectina Gal/GalNAc evita la infección intestinal. Usando un modelo de amebiasis intestinal en ratón, Houpt y cols. demostraron que la inmunización de estos ratones con la lectina de 260 kDa proporcionaba una protección de casi el 90% frente a la infección intestinal56. Ya que la lectina Gal/GalNAc está conservada desde el punto de vista antigénico y que la IgA antilectina es un marcador de inmunidad adquirida, parece factible lograr una vacuna contra la amebiasis por bloqueo de la adherencia.









Fimbrias p de Escherichia coli



Muchas bacterias gramnegativas tienen organelas adhesivas denominadas fimbrias o pili que median la unión a los tejidos del huésped. Las fimbrias son estructuras proteicas similares a varillas de 2-7 nm que tienen una disposición peritrica en la superficie celular bacteriana en un número de 100-1.000 por célula (v. fig. 2-1)57,58. Se distinguen con facilidad de los flagelos, que tienen unos 20 nm de diámetro59. Existen distintos tipos de fimbrias. Se clasifican según características estructurales comunes y sus mecanismos de biogénesis57. Aunque E. coli puede codificar muchas fimbrias, una única bacteria puede producir uno o más tipos diferentes de fimbrias al mismo tiempo60.


Las bacterias con tipos específicos de fimbrias se han asociado a ciertos sitios de infección61. Las fimbrias P o Pap (pili asociados con pielonefritis) de E. coli uropatógena, son uno de los ejemplos más claros de tropismo tisular mediado por adhesina; la presencia de fimbrias P se ha asociado claramente con la colonización e invasión del tracto urinario. Entre las cepas de E. coli aisladas de infecciones del tracto urinario (ITU), el 60% de cepas procedentes de cistitis y el 50-90% de cepas obtenidas en adultos con pielonefritis expresan fimbrias P62-65. En diversos estudios, el 100% de las cepas obtenidas de pacientes con pielonefritis y bacteriemia fueron positivos para fimbrias P66-68.


Un paso clave en la colonización bacteriana del tracto urinario es la adherencia a las células uroepiteliales. Las fimbrias P se unen de forma específica a las células uroepiteliales y a los antígenos P del grupo sanguíneo, que son glucolípidos de la serie globo que contienen el disacárido α-d-galactopiranosil-(1,4)-β-d-galactopiranosa (Gal-Gal)69,70. Gal-Gal, que es el mínimo residuo del receptor, puede bloquear la unión de las bacterias con fimbrias P a las células uroepiteliales71. Las personas con alto nivel de expresión del antígeno de grupo sanguíneo P1 están sobrerrepresentadas en las poblaciones con ITU y pielonefritis recidivantes72.


La importancia de las fimbrias P en las ITU humanas se ha demostrado en ensayos clínicos humanos utilizando cepas isogénicas de E. coli 83972, una cepa no patógena que no tiene propiedades adhesivas in vitro o in vivo58. Los estudios de pacientes infectados por inoculación intravesical con cepas isogénicas de E. coli 83972, que diferían de la cepa madre sólo en su falta de producción de las fimbrias P, demostraron que la presencia de fimbrias P aumentaba el establecimiento precoz de E. coli en el tracto urinario73. La presencia de fimbrias P se relacionó asimismo con niveles aumentados de interleucina (IL)-6, CXCL8 y neutrófilos en estos pacientes74.


La unión de la fimbria P a su receptor GSL tiene consecuencias adicionales para las células huésped además de la unión bacteriana. Se ha observado que las fimbrias P activan las células por medio del receptor tipo Toll-4 (TLR-4)75. Las E. coli con fimbrias P estimulan las respuestas de citocina en los ratones TLR-4 positivos, pero no en los ratones defectivos en TLR-4. Esta activación es independiente de la vía del lipopolisacárido (LPS)-CD14, pues la transducción de señales mediada por TLR4 aún está activada en las células CD14 negativas76, y las bacterias con fimbrias P y con LPS defectuoso aún son capaces de desencadenar respuestas de citocina. Se ha propuesto que la activación mediada por fimbrias P del TLR4 se produce mediante la unión de ceramida al TLR477. La ceramida, que es el sitio de unión del receptor GSL, se libera del dominio oligosacárido cuando la fimbria P se une al receptor77.


Las fimbrias P constan de una varilla helicoidal rígida con una punta fibrilar delgada y flexible y están unidas por la vía chaperona-acomodadora (usher)57. La subunidad PapG de la adhesina se localiza al final de la punta fibrilar78-80. Un modelo de la estructura de la fimbria se representa en la figura 2-6. Cada una de las tres clases o alelos de PapG tiene una especificidad de unión diferente para los glucolípidos Gal-Gal de la serie globo y contribuye al tropismo tisular81. El PapG clase II es el alelo más común en las cepas de pacientes con pielonefritis aguda y cistitis inicial. La clase II se une al globósido Gal-Gal GbO4, que predomina en el tracto urinario superior del ser humano82. Se ha demostrado que los sacáridos que flanquean a GbO4 son esenciales para el reconocimiento, con lo que prestan mayor especificidad a la interacción83. Se ha determinado la estructura cristalina de PapGII unida a GbO4, así como la de la forma no unida84,85. La adhesina de clase III se encuentra a menudo en cepas de cistitis humanas y, raramente, en cepas de pielonefritis. La adhesina de clase III reconoce a GbO5, o antígeno de Forssman, y globoA. Las cepas con adhesina de clase III también se presentan con frecuencia en personas secretoras positivas que contienen globoA en sus células uroepiteliales86.
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Figura 2-6 Modelo de organización de las subunidades de fimbrias P.


Las subunidades PapG, F, E y K constituyen la punta fibrilar. La varilla de la fimbria se compone de papA y se ancla a la membrana por PapH (v. el texto para los detalles). Las subunidades no se han representado a escala.




Las fimbrias P sufren un tipo de variación de fase en la que una bacteria individual puede permitir o no la expresión de los genes de la fimbria. La variación de fase del operón pap está controlada sobre todo por tres factores, PapI, Lrp y la metilasa Dam87. En breves palabras, la transcripción requiere la unión de Lrp a tres sitios del promotor del operón pap. La unión de PapI a Lrp aumenta la afinidad de Lrp por estos sitios. Sin embargo, la metilación por Dam de estos sitios de unión de Lrp específicos inhibe la unión de Lrp y, por tanto, también inhibe la transcripción. La capacidad de controlar la expresión de las fimbrias P puede suponer una ventaja para las bacterias, ya que puede permitir desunirse y migrar a sitios diferentes o proporcionar un mecanismo de variación antigénica con el fin de evitar el reconocimiento por el sistema inmunitario88.


El papel central de las fimbrias en la adherencia a las células huésped las convierte en objetivos lógicos para la terapia antimicrobiana y el desarrollo de vacunas. Las fimbrias purificadas han servido como vacunas estables y eficaces para uso veterinario durante muchos años. Una de las primeras vacunas de fimbrias eficaces se basó en el antígeno K-88, unas fimbrias encontradas en cepas de E. coli que causaban enfermedad diarreica en cerdos89. La inmunización con las fimbrias se obtuvo gracias al uso de fimbrias purificadas89,90, la subunidad de adhesina de fimbria expresada por recombinación91, y cepas atenuadas de Shigella flexneri y Salmonella, que producen fimbrias heterólogas o subunidades de fimbrias92,93. Las fimbrias también se han manipulado para presentar epítopos extraños. Un ejemplo es una cepa atenuada de Salmonella manipulada para producir un antígeno quimérico fimbrial 987P que incluía epítopos del virus de la gastroenteritis transmisible94.


Las fimbrias P purificadas se han probado como antígenos protectores. En estudios realizados con primates, se ha logrado la protección mediante la inmunización con fimbrias P purificadas o con complejos de la subunidad PapG90,95. Una alternativa del bloqueo del receptor como tratamiento antimicrobiano es la depleción de dicho receptor. La N-butildesoxinojirimicina (NB-DNJ), un análogo de la glucosa e inhibidor de la biosíntesis de glucoesfingolípidos, se ha usado para lograr la depleción del receptor glucolipídico Gal-Gal de las fimbrias P de las células uroepiteliales y de la mucosa del tracto urinario murino96. Los ratones tratados con NB-DNJ mostraron una menor susceptibilidad a sufrir ITU experimentales, una menor secreción de citocinas y menos infiltración por neutrófilos que los ratones no tratados.
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Se sabe desde hace tiempo que una infección puede predisponer a otras. Aunque una revisión completa de todas las causas posibles de estas interacciones microbianas se encuentra más allá del alcance del presente capítulo, se puede decir que la expresión alterada o la exposición de los receptores microbianos en las células del huésped que aumentan la adherencia de los patógenos parecen ser un mecanismo fundamental. La aparición de neumonía bacteriana secundaria tras infección de gripe es uno de los ejemplos más conocidos y bien estudiados de la sinergia microbiana, y es la causa más común de sobremortalidad durante una epidemia de gripe97.


La explicación habitual para la mayor incidencia de neumonía bacteriana tras gripe es que la destrucción de la mucosa respiratoria expone las proteínas de la membrana basal (p. ej., fibrinógeno) a las que se unen las bacterias. Los estudios de autopsia de pacientes que murieron de neumonía nosocomial por Staphylococcus aureus durante la pandemia de gripe de 1957-1958 mostraron estafilococos adheridos a las regiones denudadas de epitelio respiratorio98. De manera similar, los neumococos se adhieren a las porciones expuestas de la membrana basal en tráqueas de ratones extirpadas tras la exposición al virus de la gripe99. La respuesta inflamatoria a la gripe puede alterar asimismo los receptores para los patógenos bacterianos en el tracto respiratorio. Por ejemplo, la fosforilcolina en la superficie de los neumococos virulentos media la unión al receptor del factor activador de las plaquetas (PAFr)100-102. El tratamiento in vitro de las células endoteliales con factor de necrosis tumoral α o IL-1α incrementa la adherencia neumocócica, un efecto bloqueado por los antagonistas de PAFr103. Por último, se ha demostrado que las neuraminidasas bacterianas incrementan la adherencia de los neumococos in vitro al epitelio traqueal, al de la trompa de Eustaquio y al del oído medio empleando tejidos de chinchilla104-106. Estudios recientes sugieren que la neuraminidasa del virus de la gripe puede degradar de igual forma el ácido siálico en el pulmón, lo que expone los receptores bacterianos y aumenta la adherencia bacteriana107. En consonancia con el papel destacado en la patogenia de las complicaciones bacterianas secundarias, se ha demostrado que la actividad neuraminidasa del virus de la gripe se correlaciona con el desarrollo de neumonía secundaria en un modelo murino en el que los investigadores usaron virus recombinantes de la gripe con neuraminidasas de diversas cepas de este virus108. De forma similar los estudios clínicos sobre el tratamiento de la gripe con oseltamivir (un inhibidor de la neuraminidasa) han sugerido que podría haber un menor riesgo de neumonía, bronquitis, otitis media, uso de antibióticos y hospitalización en los pacientes que reciben este fármaco109,110.
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Inhibidores de la entrada del virus de la inmunodeficiencia humana


Los fenómenos cruciales que conducen a la unión y entrada del VIH en las células huésped (v. antes y fig. 2-4) proporcionan oportunidades para desarrollar intervenciones preventivas y terapéuticas y, de hecho, los inhibidores de la entrada del VIH son nuevas clases de agentes antirretrovirales que se encuentran disponibles o están siendo desarrollados (tabla 2-6). Dichos fármacos se dividen en tres clases (inhibidores de unión, inhibidores de quimiocina/correceptor e inhibidores de la fusión), y son demasiado numerosos para incluirlos en esta revisión (v. cap. 124)111,112. Algunos ejemplos se exponen aquí brevemente.


Tabla 2-6 Ejemplos de tratamientos basados en adhesinas






	Microorganismo

	Fármaco

	Mecanismo/objetivo






	Virus de la gripe A y B

	Inhibidores de la neuraminidasa

	Puede impedir la liberación de los virus y la propagación intercelular al inhibir la actividad de la sialidasa de la neuraminidasa viral






	Virus de la inmunodeficiencia humana

	CD4 soluble, PRO 542, BMS-806

	
Inhibidores de la adherencia: bloquean la interacción inicial de la gp120 viral con CD4






	 

	Maraviroc, vicriviroc, AMD-3100, AMD-070, PRO-140

	
Inhibidores de quimiocina/correceptor: se unen directamente a CCR5 o CXCR4






	 

	Enfuvirtida (T-20), sifuvirtida

	
Inhibidores de la fusión: interactúan con las regiones helicoides de gp41; bloquean el plegado de gp41 y la fusión viral






	Picornavirus (rinovirus, enterovirus)

	Compuestos WIN (pleconarilo)

	Se unen a la proteína VP1 con el cambio resultante de la conformación en el sitio de unión ICAM-1






	
E. coli con fimbrias P

	Zumo de arándonos rojos (proantocianidinas)

	Inhibe la unión a residuos D-Gal-Gal en células uroepiteliales







ICAM-1, molécula de adhesión intercelular 1.


Entre los fármacos que bloquean la unión viral por inhibición de la interacción inicial de la gp120 viral con CD4 hay que citar las terapias derivadas del anticuerpo soluble CD4 y pequeñas moléculas inhibidoras que se unen a gp120. El CD4 soluble, probado a finales de la década de 1980, fue el primero. A pesar de la potente actividad antiviral in vitro, la eficacia en los ensayos clínicos resultó escasa113-115. PRO 542 (proteína de fusión CD4-IgG2 tetravalente) es un inhibidor de la entrada del VIH derivado de anticuerpos que contiene cuatro copias del dominio de CD4 para la unión con el virus116. Comparado con las proteínas basadas en CD4 mono y divalentes, PRO 542 tiene 100 veces más actividad contra las cepas primarias de VIH-1. Aunque PRO 542 fue más prometedor que el CD4 soluble en los ensayos clínicos de fase 1 y 2, ya no se está evaluando para su uso clínico117-119. BMS 806, una pequeña molécula que se une a la región de gp120 que interactúa con CD4 y que es un potente inhibidor de la replicación del VIH in vitro, es otro inhibidor de la adherencia del VIH que ha mostrado resultados prometedores en los ensayos clínicos120. Aunque los tratamientos basados en péptidos ya descritos deben administrarse por inyección o infusión, muchas pequeñas moléculas presentan biodisponibilidad por vía oral.


El maraviroc, un inhibidor de la quimiocina/correceptor CCR5, es el primer fármaco anti-VIH con biodisponibilidad por vía oral dirigido contra la entrada viral que está disponible a nivel clínico. Tiene una potente actividad anti-VIH1 contra todas las cepas con tropismo CCR5 analizadas in vitro y ha sido autorizado por la FDA para el tratamiento de rescate de los pacientes con VIH que ya han recibido numerosos fármacos121. El vicriviroc es otro inhibidor de CCR5 que ha mostrado resultados prometedores en un ensayo clínico de fase II para el tratamiento de los pacientes con VIH que no han recibido medicación previa122. A diferencia de los inhibidores de la unión que apuntan directamente a la proteína viral gp120, los inhibidores de la quimiocina/correceptor se unen directamente a los correceptores CCR5 o CXCR4 del huésped. En teoría, la actuación sobre estos receptores del huésped produciría una toxicidad intolerable. Además, el bloqueo in vivo de CCR5, el correceptor usado por la mayoría de las cepas clínicas, podría conducir al desarrollo de cepas con tropismo por CXCR4 que se han asociado a una progresión clínica del SIDA más rápida. Los mutantes vistos in vitro siguen utilizando CCR5, lo que sugiere que puede que esto no ocurra123. Los efectos secundarios inespecíficos han supuesto un problema mayor para los inhibidores de CXCR4 que para el maraviroc y el vicriviroc La molécula AMD-3100 es una de las primeras inhibidoras de CXCR4 que ha demostrado los posibles efectos antivirales de la inhibición de este receptor de quimiocina. Por desgracia, este fármaco provocaba una prolongación del intervalo QT en los ensayos clínicos de fase 1 y no tiene la potencia suficiente para justificar más estudios124. El fármaco AMD-070 es una segunda molécula de pequeño tamaño inhibidora de CXCR4, que también tiene una potente actividad in vitro contra el VIH con tropismo por CXCR4 y dual125. Sin embargo, su desarrollo se ha interrumpido debido a su toxicidad hepática. Otros fármacos que se dirigen contra CCR5 son un anticuerpo monoclonal (PRO-140) y la pequeña molécula SCH-C126,127. Todos tienen potente actividad antirretroviral in vitro, pero la SCH-C se relacionó con toxicidad cardíaca en los ensayos clínicos de fase 1, lo que subrayó el riesgo de los posibles efectos secundarios graves con agentes que actúan sobre los receptores del huésped.


Los fármacos que bloquean la fusión viral del VIH fueron los primeros antirretrovirales disponibles que se dirigieron contra el proceso de entrada y han tenido un gran éxito, aunque en la actualidad chocan con la limitación de la biodisponibilidad oral. Como los inhibidores de la fusión se mantienen a nivel extracelular e interaccionan con la proteína viral gp41 en lugar de con los receptores del huésped, la toxicidad es limitada. Como se describió con anterioridad y en la figura 2-4, la unión de gp120 del VIH al CD4 induce cambios en la conformación que posibilitan la interacción con el correceptor (CCR5/CXCR4). La unión con el correceptor da como resultado la exposición del péptido de fusión en gp41, que se inserta en la membrana celular. La interacción de dos regiones helicoides de gp41 (amino y carboxi) produce entonces el plegado de gp41, lo que aproxima las membranas viral y celular y permite la fusión111. La enfuvirtida (T-20), un péptido de 36 aminoácidos derivado de la región carboxihelicoide de gp41, que se une a la región aminohelicoide y bloquea el plegado, es el primer fármaco de esta clase clínicamente disponible y ha sido autorizado por la FDA para el tratamiento de rescate de la infección por el VIH128. Los ensayos clínicos de fase 3 en los que la enfuvirtida se añadió a un régimen antiviral optimizado para pacientes que ya habían recibido muchos tratamientos, demostraron una actividad virológica significativa desde el punto de vista clínico (diferencia de 0,932 log10 copias virales/ml a favor de los grupos de tratamiento con enfuvirtida) tras 24 semanas de terapia129. Sin embargo, la enfuvirtida induce con rapidez resistencia farmacológica in vitro e in vivo, lo que puede limitar su utilidad. La sifuvirtida, que se diseñó utilizando la estructura tridimensional del núcleo fusogénico gp41 del VIH, es muy activa contra muchas cepas resistentes a T-20, y se toleró bien en ensayos clínicos de fase Ia130. Las combinaciones de inhibidores de la entrada destinadas a bloquear múltiples pasos del proceso de adhesión/fusión deberían limitar aún más el desarrollo de resistencia y pueden permitir una supresión viral sinérgica. Dos ejemplos de los posibles beneficios de combinar estas clases son 1) una molécula quimérica compuesta por un anticuerpo que bloquea la unión del VIH a CCR5 combinada con un péptido que bloquea la fusión viral dotado de actividad a concentraciones nanomolares contra las cepas que tienen tropismo por CCR5 y CXCR4 y 2) la sinergia in vitro entre T-20 y PRO 542, que permite una reducción mayor de 10 veces de las dosis necesarias para lograr la supresión viral131,132.









Nuevos fármacos antipicornavirus


Los miembros de la familia picornavirus, en concreto los rinovirus y los enterovirus, son los responsables de la mayor parte de las enfermedades virales humanas. Al menos 100 serotipos distintos de rinovirus causan el resfriado común, lo que hace impracticable el desarrollo de una vacuna preventiva. La comprensión de las características comunes de unión y decapsidación de estos virus a nivel molecular ha permitido, sin embargo, el desarrollo racional de nuevos fármacos antipicornavirus con amplia actividad sobre los miembros de esta familia (v. tabla 2-6)133.


El grupo mayor de rinovirus que se unen a receptores (90% de las cepas) usa el receptor para ICAM-1 con objeto de unirse a las células huésped134-136. Como ya se ha expuesto (v. también fig. 2-3), el sitio de unión ICAM-1 se localiza en un cañón protegido, formado por las proteínas de unión de la cápside. Los compuestos antivirales WIN, la clase más amplia de agentes antirrinovirus estudiada, se unen todos a un bolsillo hidrófobo en la proteína VP1 de la cápside del virión. La unión en este bolsillo produce un cambio en la conformación que eleva el suelo del cañón e inhibe el acoplamiento a la ICAM-1137. Estos agentes inhiben asimismo la decapsidación del ARN del virión del grupo menor de los rinovirus y virus de la polio138,139. Los estudios cristalográficos de la interacción de un gran número de componentes WIN con los rinovirus de los grupos mayor y menor, virus de la polio y virus coxsackie B3 han permitido el desarrollo de fármacos cada vez más eficaces140. El pleconarilo (WIN 63843), un compuesto WIN de tercera generación disponible por vía oral, inhibe la replicación de aproximadamente el 90% de los rinovirus y enterovirus141. El tratamiento de los adultos y niños mayores que tenían infecciones potencialmente mortales por enterovirus se ha asociado con una menor gravedad y duración de los síntomas, y el pleconarilo ha mostrado una cierta eficacia para el tratamiento del resfriado común142,143. El tratamiento con pleconarilo redujo de forma significativa la duración de los síntomas del resfriado (media de 1 día) en dos ensayos clínicos de fase 3, aleatorizados, con doble enmascaramiento y con control de placebo143. Sin embargo, un panel de revisión de la Food and Drug Administration estadounidense consideró que el efecto era insuficiente y no recomendó la aprobación del fármaco. Recientemente se ha completado un ensayo clínico de fase 2 en el que se evaluó el uso de un aerosol de pleconarilo nasal para la prevención de las exacerbaciones del asma después de la exposición a rinovirus, pero aún no se dispone de sus resultados144.









Zumo de arándanos rojos para la prevención de infecciones del tracto urinario


El zumo de arándanos rojos o las grageas de concentrado de arándanos rojos reducen la bacteriuria y las ITU recidivantes en mujeres en un 12-20%, comparado con el placebo145-147. A pesar de los resultados de los estudios iniciales, el zumo de arándanos rojos no inhibe el crecimiento bacteriano y no tiene efecto sobre el pH de la orina. El efecto positivo del zumo de arándanos rojos puede atribuirse más bien a la inhibición de la adherencia bacteriana al epitelio del tracto urinario. El cóctel de zumo de arándanos rojos inhibía la adherencia in vitro a las células uroepiteliales en más del 60% de las cepas clínicas de E. coli obtenidas de pacientes diagnosticados de ITU148. Este trabajo se amplió para incluir las cepas clínicas de E. coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter y Pseudomonas, y también puede aplicarse al tratamiento de la gastritis asociada a Helicobacter pylori y de la enfermedad periodontal149-151. El cóctel de zumo de arándanos rojos contiene al menos dos inhibidores de la adherencia mediada por lectina de los uropatógenos a las células uroepiteliales. Inhibe la adherencia de las cepas de E. coli que expresan las fimbrias tipo 1 (específica de manosa) y las fimbrias P (específicas para α-d-Gal[1—4]-β-d-Gal)152. Algunos zumos inhiben la adherencia de E. coli con fimbrias del tipo 1, pero el efecto en E. coli con fimbrias P sólo se observa con zumos de arándanos azules y rojos152,153. Estudios recientes muestran que las proantocianidinas (taninos condensados) de los arándanos rojos son al parecer los componentes de los arándanos responsables de evitar la adherencia al tracto urinario de E. coli uropatógena con fimbrias P (v. tabla 2-6)154.












[image: image] Biopelículas bacterianas


Muchos de los estudios de la adherencia bacteriana se han realizado con bacterias «planctónicas» de flotación libre creciendo en cultivo. En la naturaleza, sin embargo, numerosas bacterias existen en una estructura comunitaria compleja conocida como biopelícula. Las biopelículas son poblaciones bacterianas inmersas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares155. Las bacterias forman microcolonias con morfologías de tipo cono y seta por adherencia entre sí y a la superficie. Las microcolonias están rodeadas por canales llenos de agua que funcionan como un sistema circulatorio primitivo, que permiten el acceso a nutrientes, la eliminación de desechos y la comunicación interbacteriana. En contextos industriales, las biopelículas son responsables de la contaminación de los tanques de almacenamiento y de la obstrucción de las tuberías de agua. En el ámbito médico, las biopelículas se ven en las endocarditis de la válvula nativa, otitis media y placa dental, y constituyen un problema para los pacientes con fibrosis quística155. Las biopelículas se forman también en casi todos los implantes médicos sintéticos, como los catéteres intravasculares, válvulas artificiales, marcapasos, productos ortopédicos y lentes de contacto155. Las consecuencias de la formación de biopelícula son, entre otras, la inflamación crónica, la alteración de la cicatrización de las heridas, la mayor resistencia a los antibióticos y la diseminación de émbolos infecciosos156. En la tabla 2-7 se enumeran los microorganismos que suelen estar asociados a dispositivos médicos permanentes.


Tabla 2-7 Microorganismos asociados a biopelículas aislados de dispositivos sanitarios permanentes






	Dispositivo médico permanente

	Microorganismos






	Catéter venoso central

	Estafilococos coagulasa-negativos Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans







	Válvula cardíaca protésica

	Estreptococos viridans, estafilococos coagulasa-negativos, enterococos, S. aureus







	Sonda urinaria

	Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, K. pneumoniae, E. faecalis, Proteus mirabilis






	Prótesis de cadera

	Estafilococos coagulasa-negativos estreptococos hemolíticos, enterococos, P. mirabilis, Bacteroides spp., S. aureus, estreptococos viridans, E. coli, P. aeruginosa







	Prótesis valvular

	C. albicans, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Rothia dentrocariosa, Candida tropicalis, Streptococcus sobrinus, S. epidermidis, Stomatococcus mucilaginous






	DIU

	
S. epidermidis, Corynebacterium spp., S. aureus, Micrococcus spp., Lactobacillus plantarum, estreptococos de grupo B, Enterococcus spp., C. albicans








Reimpresa de Donlan RM. Biofilm formation: A clinically relevant process. Clin Inf Dis. 2001;33:1387-1392, con autorización.


Se ha notificado que las biopelículas bacterianas son hasta 500 veces más resistentes a los antibióticos que las células planctónicas155,157. Distintas propiedades de las biopelículas pueden contribuir al aumento de la resistencia a los antibióticos. La matriz de exopolisacáridos o «limo» que rodea las células puede crear una barrera de exclusión a los antimicrobianos o, directamente, formar un complejo con estos fármacos para inactivarlos. Unas concentraciones subóptimas de antibióticos pueden en realidad aumentar la resistencia frente a ellos. Las concentraciones subinhibitorias de imipenem inducen los genes biosintéticos de la betalactamasa y del alginato, y aumentan el volumen de la biopelícula158. En las biopelículas, las bacterias crecen más despacio, y ese crecimiento más lento puede reducir la asimilación del fármaco y causar otros cambios fisiológicos que podrían afectar a la eficacia del mismo.


Se ha propuesto que las biopelículas tienen cinco fases de desarrollo: 1) adherencia inicial y reversible, 2) adherencia irreversible, 3) desarrollo de una arquitectura de biopelícula, 4) desarrollo de microcolonias y 5) dispersión de células a partir de la biopelícula159. Se cree que varios factores contribuyen a esta adherencia inicial reversible, como el acondicionamiento de la superficie por el depósito de proteínas del huésped, la motilidad bacteriana y la hidrofobia de la superficie156. Las adhesinas bacterianas, como las fimbrias, los pili conjugativos, las proteínas autotransportadoras y los curli pueden contribuir a la adherencia irreversible y a las últimas fases160,161. Dependiendo de las condiciones ambientales y de las características de la cepa, las distintas adhesinas pueden actuar en la adherencia a la superficie o en la de tipo intercelular. Por ejemplo, la formación de biopelícula en E. coli enteroagregativa, en crecimiento en un medio hiperosmolar y con gran cantidad de glúcidos, requiere fimbrias de adherencia agregativa, pero no pili de tipo I162. Por el contrario, las fimbrias de tipo 1 son esenciales para la adherencia inicial de E. coli K-12 cuando crece en medio LB o mínimo suplementado con casaminoácidos163. El esclarecimiento de los mecanismos moleculares de la formación de biopelícula debería permitir la identificación de nuevos objetivos para el tratamiento con antibióticos y proporcionar nuevas estrategias para controlar la formación de biopelículas.
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El uso genérico del término toxina puede referirse a cualquier sustancia, natural o manufacturada, que provoca efectos adversos a las células u organismos vivos (tanto vegetales como animales). Sin embargo, en el contexto de las enfermedades infecciosas y de la patogenia de los microorganismos, este término se emplea para describir las moléculas (sobre todo proteínas) producidas por los microorganismos (incluidas bacterias, parásitos, hongos y virus) y «liberadas» con el fin de afectar a distancia las células y tejidos diana en el huésped infectado. La palabra toxina deriva del griego toxikon o «veneno de flecha», en referencia a las sustancias venenosas colocadas en las flechas por los guerreros griegos. El término fue usado por vez primera por Roux y Yersin1 para describir un factor presente en el medio de cultivo de Corynebacterium diphtheriae que es letal para los animales receptores2.


Esta familia de productos bacterianos puede clasificarse de distintas maneras (tabla 3-1), por ejemplo, por 1) su composición química (p. ej., proteínas, lípidos, lipopolisacáridos), 2) diana celular o tisular primaria (o supuesta) (p. ej., enterotoxinas, neurotoxinas, leucotoxinas), 3) mecanismo de acción molecular (toxinas proteolíticas, toxinas ADP-ribosiladoras, toxinas adenilato ciclasas; toxinas desaminadoras), 4) moléculas diana intracelulares (proteínas G de bajo peso molecular, como las proteínas Rho o G heterotriméricas, como Gs o Gi), 5) efecto biológico principal (toxina dermonecrótica, toxina productora de edema, toxina hemolítica, toxina promotora de la linfocitosis) y 6) los microorganismos que las producen (toxina tosferínica, toxina del cólera). Como es evidente, las dificultades asociadas con la descripción y la clasificación de estos productos bacterianos reflejan las limitaciones respecto al conocimiento de su producción y liberación, interacción con las células diana y entrada en ellas, mecanismo de acción y relevancia clínica. Las potentes técnicas de investigación derivadas de los análisis genómicos y proteómicos, combinadas con los nuevos descubrimientos en biología celular y molecular, han permitido un incremento espectacular de la cantidad y calidad de los conocimientos adquiridos sobre las toxinas bacterianas. Entre estos avances hay que citar el descubrimiento de nuevas toxinas, la determinación de las estructuras primaria, secundaria y terciaria de muchas toxinas, la dilucidación de nuevos mecanismos moleculares y de nuevas funciones para toxinas conocidas, así como la identificación de las relaciones familiares entre moléculas aparentemente distintas3,4.




Tabla 3-1 Toxinas bacterianas representativas con sus mecanismos enzimáticos
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Es evidente que los procesos patogénicos implicados en las infecciones bacterianas son complejos y constituyen secuencias bien orquestadas en las que intervienen muchos componentes, incluso en las enfermedades en las que suele considerarse que están mediadas sobre todo por toxinas. Una serie diversa de productos de los microorganismos, aparte de las toxinas, permiten al patógeno acceder al lugar apropiado en el huésped, transmitir señales ambientales que regulan la expresión de toxinas distintas y otros factores determinantes de virulencia por parte del patógeno, y que protegen al microorganismo de su eliminación por las defensas del huésped. El desarrollo de la patogenia bacteriana como una disciplina individual y la disponibilidad de las secuencias genómicas han facilitado la identificación de factores de virulencia ignorados hasta entonces, que son necesarios para que aparezca la infección y que se desarrolle la enfermedad clínica (v. caps. 1 y 2). Muchos microorganismos producen una serie adicional de toxinas (es decir, bacteriocinas) que se dirigen a otros microorganismos y que no afectan a las células eucariotas5. Aunque estas moléculas son fascinantes en cuanto a su estructura y mecanismo de acción, escapan al ámbito de este capítulo.


Muchas toxinas bacterianas son enzimas que tienen unos objetivos intracelulares muy específicos en las células huésped. En un modelo general desarrollado por Gill6, cada una de estas toxinas se compone de un dominio o subunidad de unión (B), que permite la interacción con la célula huésped y un dominio o subunidad enzimática «activa» (A) que cataliza la reacción responsable de los efectos de la toxina. Además, muchas toxinas contienen un dominio hidrofóbico de «translocación», que interviene en el proceso por el que la subunidad A atraviesa la membrana citoplásmica de la célula diana. Las subunidades A aisladas tienen actividad enzimática, pero carecen de capacidad para unirse y penetrar en la célula, por lo que no tienen actividad biológica (la capacidad de intoxicar células intactas). Las subunidades B aisladas pueden unirse a los receptores en la célula diana, con la posibilidad de que compitan con la unión de la holotoxina, pero en la mayoría de los casos no son tóxicas y carecen de actividad biológica. Aunque el modelo A-B suele ser aplicable y útil como concepto para estudiar las toxinas, hay excepciones. Por ejemplo, las subunidades B aisladas de un número cada vez mayor de toxinas, como la toxina tosferínica y la del cólera, causan efectos biológicos simplemente por la interacción con su «receptor» en la superficie de la célula diana7,8. Este fenómeno puede atribuirse al hecho de que estos receptores no están presentes para permitir la unión y la entrada de las toxinas bacterianas, sino para el inicio de la función celular específica, como la transducción de señal de una hormona o factor de crecimiento. En algunos casos, la unión al receptor usurpado por la proteína bacteriana provoca la activación de la vía a la que está asociado el receptor; es decir, la subunidad B de la toxina es un agonista imprevisto, y las consecuencias biológicas son similares a las provocadas por el ligando nativo. Algunos ejemplos específicos de actividades de la subunidad B se indican en la descripción de las toxinas en las que se sabe que este concepto es relevante. Además de las subunidades de unión de las toxinas, otros factores de virulencia bacteriana pueden afectar a las células huésped por su interacción con los receptores de superficie. Por ejemplo, la hemaglutinina filamentosa (FHA) de Bordetella spp. se ha considerado una adhesina localizada en la superficie celular. En la actualidad, se ha demostrado que la FHA tiene actividad inmunomoduladora, que induce la liberación de citocinas y provoca citotoxicidad por su interacción con las células eucariotas9,10. Aunque el receptor del huésped que media esta actividad aún no se conoce, este ejemplo subraya la relevancia de no ser muy restrictivo sobre la definición de toxina y de la manipulación de las funciones de las células huésped por los productos bacterianos. Por último, el reciente descubrimiento del procesamiento autoproteolítico de la toxina A (TcdA) y de la toxina B (TcdB) de Clostridium difficile ha motivado una posible expansión del modelo de toxina hasta el tipo A-B-C-D (A, actividad enzimática; B, unión; C, escisión; D, transporte o translocación), que incorpora el concepto de escisión/activación11-13.


Otra excepción del modelo A-B vino con el descubrimiento del sistema de secreción de tipo III (T3SS) y, después, con el sistema de secreción de tipo IV (T4SS). En estos casos, los factores de virulencia se exportan desde la bacteria y se «inyectan» en la célula huésped a través de estructuras similares a agujas situadas en la superficie celular14-16. Aunque las moléculas que se transportan de esta manera son distintas en cuanto a estructura y mecanismo de secreción, se ajustan al concepto de toxinas y son unos factores contribuyentes fundamentales de la patogenia de las enfermedades infecciosas.
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La genética molecular ha revelado que la regulación de la virulencia bacteriana presenta un nivel de complejidad imprevisto, incluido el control de la producción y la secreción de la toxina17,18. La síntesis de muchas toxinas bacterianas y de otros factores de virulencia está estrechamente controlada por sistemas reguladores que son sensibles a las condiciones ambientales (v. cap. 1). Por ejemplo, la producción de la toxina diftérica se anula casi por completo por la presencia de hierro en el medio, la expresión del gen de virulencia en Yersinia se reprime por el calcio y la expresión de la toxina del cólera y de los factores de virulencia asociada está controlada por la osmolaridad ambiental19-21. En muchos casos, unos sistemas de dos componentes que detectan las condiciones del ambiente son responsables del control coordinado de la expresión de un grupo de toxinas y factores de virulencia presentes en un regulón y permiten su producción simultánea durante una fase concreta de la infección18,22,23. Se han desarrollado herramientas de selección genética que permiten la detección de genes bacterianos activados in vivo, lo que proporciona unos reactivos potentes para evaluar las contribuciones de las toxinas y de otros supuestos factores de virulencia en la patogenia.


Además de los elementos reguladores situados en el operón de una toxina concreta, hay genes que codifican la propia toxina y otros genes para las proteínas implicadas en la activación y exportación de la toxina después de su síntesis. Además, los genes reguladores y estructurales pueden tener una localización cromosómica (como sucede con la toxina del cólera) o estar codificados por plásmidos (como en el caso de la familia de las toxinas termolábiles de Escherichia coli, que tienen homología inmunológica y funcional)24. Resulta interesante que, aunque el gen estructural de la toxina diftérica se localiza en un bacteriófago, la inhibición de la síntesis de la toxina por el exceso de hierro está mediada por una proteína metalorreguladora (DtxR), codificada por el cromosoma bacteriano25. Aunque el gen cromosómico de la toxina tosferínica (ptxA) está presente en Bordetella pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica, la toxina sólo se expresa en B. pertussis. Esta diferencia se atribuyó en un principio a las mutaciones aparentes en el promotor ptx de B. parapertussis y B. bronchiseptica, pero debido a que B. bronchiseptica es la especie más antigua, se propuso que el promotor de B. pertussis contenía mutaciones, que permiten o potencian la expresión de la toxina26. Por último, el gen de la enterotoxina estafilocócica puede encontrarse en los cromosomas o en plásmidos, pero su producción está regulada por genes plasmídicos27.


La secreción de proteínas bacterianas se produce por varios mecanismos diferentes, cuyo estudio se ha convertido en un campo sólido de investigación, que se ha beneficiado de la disponibilidad de las secuencias genómicas de los microorganismos patógenos28. Debido a que la mayoría de las toxinas son proteínas que deben exportarse al ambiente o directamente a una célula huésped para ejercer sus efectos, la secreción de proteínas es un elemento fundamental de la patogenia mediada por toxinas. Se han estudiado los sistemas de secreción del tipo I al tipo VII respecto a la secreción de las toxinas, así como otras proteínas (tabla 3-2).


Tabla 3-2 Secreción de toxinas bacterianas






	Vía

	Microorganismo

	Toxina/proteína






	Tipo I

	Escherichia coli

	Hemolisina (HlyA)






	 

	Pasteurella haemolytica

	Leucotoxina (LktA)






	 

	Bordetella pertussis

	Toxina adenilato ciclasa (CyaA)






	Tipo II

	Vibrio cholerae

	Toxina del cólera (CtxA)






	 

	Pseudomonas aeruginosa

	Exotoxina A (ExoA)






	Tipo III

	
Yersinia spp.

	Yops






	 

	P. aeruginosa

	Exoenzima S (ExoS)






	 

	
E. coli enteropatógeno

	Tir (EspE)






	Tipo IV

	B. pertussis

	Toxina tosferínica (PtxA)






	 

	Helicobacter pylori

	CagA






	Tipo V (autotransportadores)

	Serratia marcescens

	Hemolisina (ShlA)






	 

	H. pylori

	Citotoxina vacuolante (VacA)






	 

	B. pertussis

	(BrkA)







La secreción de tipo I se usa para la exportación de «toxinas con repeticiones» (RTX, «repeat-in-toxin»), como la hemolisina de E. coli (HlyA), la leucotoxina de Pasteurella haemolytica (LktA) y la toxina adenilato ciclasa de B. pertussis, así como de algunas proteínas extracelulares, como enzimas y proteínas de la capa S de Serratia marcescens29,30. Las proteínas secretadas son seleccionadas por una secuencia señal carboxilo terminal y se transportan directamente a través de la membrana citoplásmica y de las membranas externas por un complejo de tres proteínas de un modo dependiente de ATPasa.


Los sistemas de secreción de tipo II (T2SS) se identificaron por su papel en la exportación de enzimas hidrolíticas, como la pululanasa, pero también proporcionan un mecanismo para la secreción de varias toxinas destacadas, como la toxina del cólera y la exotoxina A de Pseudomonas31. La expresión de los componentes de los T2SS, que tienen similitudes estructurales con los componentes de los pili de tipo IV, está estrechamente regulada con el ciclo de crecimiento y la distribución de la maquinaria de secreción en la superficie bacteriana puede ser polar32,33. El proceso de secreción depende de una secuencia señal situada en la proteína transportada y consta de dos pasos, con un intermedio periplásmico en el que se produce el ensamblaje de la toxina.


El sistema de secreción de tipo III (T3SS) fue descubierto en Yersinia spp., pero está ampliamente distribuido entre los patógenos gramnegativos15,34. El aparato secretor consta de unas 25 proteínas (por lo general, codificadas en una isla de patogenicidad) que forma una estructura similar a una aguja a través de la que los factores de virulencia bacterianos se inyectan directamente al citoplasma de las células diana14. Cuando se descubrió el T3SS, quedó claro que varias proteínas bacterianas extracelulares, como ExoS (ADP-ribosil transferasa) y ExoY (adenilato ciclasa) de Pseudomonas aeruginosa, que se encuentran en el medio de cultivo bacteriano, pero que carecen de actividades de toxina demostrables, son efectores de T3SS liberados o filtrados en baja concentración al medio, incluso cuando no hay células diana presentes. Muchas de estas proteínas efectoras son miembros de familias compartidas entre muchas especies bacterianas (v. tabla 3-2)14. Actúan modificando las funciones celulares, como la reorganización del citoesqueleto de actina mediante la proteína Tir para crear las lesiones de fijación y borramiento (E/A) y características de E. coli enterohemorrágica (ECEH) y E. coli enteropatógena (ECEP)35. Aunque la comprensión de las funciones y contribuciones de la patogenia de estos efectores T3SS continúa planteando dificultades, el desarrollo de inhibidores dirigidos contra el proceso T3SS puede proporcionar nuevas clases de antibióticos36-38.


Los sistemas de secreción de tipo IV (T4SS) tienen una relación ancestral con el aparato de conjugación bacteriana y el prototipo es el sistema T4SS de Agrobacterium tumefaciens, que transporta ADN de transferencia oncogénico a células diana vegetales, lo que produce la inducción de la formación de tumores de tipo agalla de corona16. La maquinaria T4SS consta de 11 proteínas, que catalizan el ensamblaje de la holotoxina en el espacio periplásmico. En la mayoría de los casos, como en el de CagA de Helicobacter pylori, la proteína efectora se inyecta directamente en la célula huésped, como sucede en el caso de T3SS. Por el contrario, el operón de liberación tosferínico (Ptl) transporta la toxina tosferínica al medio extracelular, desde donde se disemina para afectar a las células diana a nivel sistémico39. Varios patógenos intracelulares, como Legionella, Brucella, Coxiella y Bartonella, usan efectores de T4SS para entrar y evitar la apoptosis con el fin de prolongar la supervivencia en las células huésped16,40.


Se ha identificado una categoría adicional de proteínas bacterianas, denominadas autotransportadores, y se ha designado como sistema de secreción de «dos miembros» (two partner) o de tipo V (T5SS)41,42. Los miembros de esta familia de proteínas son factores de virulencia y muchos de ellos poseen actividades enzimáticas y citotóxicas, pero no todos son toxinas según la definición estándar. Sin embargo, suponen un sistema novedoso, pues ocupan una localización polar en la superficie bacteriana y, después de la secreción a través de la membrana citoplásmica bacteriana, son capaces de formar una estructura anfipática en barril-α y transportan un dominio pasajero hasta el medio, a través de la membrana externa43. Entre los ejemplos pueden citarse la proteína BrkA, una proteína anticomplemento de la citotoxina vacuolizante de B. pertussis (VacA) de H. pylori, y las citotoxinas de E. coli enteropatógena y enteroagregante44-46.


Recientemente, se han identificado sistemas de secreción de tipo VI (T6SS) que son mecanismos para la liberación de proteínas de un gran número de especies bacterianas gramnegativas, de las que no todas son patógenas. Aún se sabe poco sobre las proteínas secretadas, pero las producidas por patógenos, como Vibrio cholerae, P. aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Burkholderia mallei y muchas cepas de E. coli (entre ellas las cepas enteroagregantes) parecen participar en la virulencia47,48.


Por último, recientemente se ha identificado una nueva vía de secreción de proteínas en micobacterias, denominada sistema de secreción de tipo VII (T7SS), con la presencia de variantes en las bacterias grampositivas49. Aunque la naturaleza y función de los productos bacterianos liberados por este mecanismo aún están por determinar, en el análisis debe considerarse la posibilidad de que tengan actividades de tipo toxina o similares.
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La mayoría de las toxinas actúan sobre sustratos intracelulares, por lo que requieren entrar en las células para ser eficaces. La mayoría de ellas se ajustan al modelo A-B descrito antes y tienen componentes de unión que interactúan con receptores específicos en células diana, como el gangliósido GM1 en el caso de la toxina del cólera50,51. La distribución relativamente amplia del gangliósido GM1 entre los tipos celulares explica la aparente falta de selectividad de la toxina del cólera in vitro. Sin embargo, la especificidad de esta toxina durante la infección (diarrea secretora) se debe a la localización de los microorganismos y de la toxina a nivel intestinal.


El receptor de superficie al que se une una toxina también es un determinante del transporte de dicha toxina al sitio donde la subunidad A llevará a cabo su función. La unión a la superficie celular, la interiorización mediante endocitosis, el transporte retrógrado al complejo de Golgi y al retículo endoplásmico y, por último, la translocación al citoplasma ilustran los complejos procesos utilizados por las toxinas proteicas para alcanzar sus sustratos diana52,53. Un elemento del transporte puede consistir en el acoplamiento de complejos toxina-receptor a balsas lipídicas en la membrana plasmática de la célula huésped, de modo que esta asociación facilitaría la entrada de la toxina a dicha célula54-56. Por ejemplo, se ha demostrado que el complejo toxina del cólera—gangliósido GM1 se acopla con dominios de balsa lipídica de un modo dependiente de colesterol57. La agrupación y la interiorización del receptor de la toxina del carbunco (ATR) y la forma heptamérica del antígeno protector del carbunco (PA) se ven facilitados por un proceso dependiente de clatrina y mediado por balsa lipídica, pero la palmitoilación de ATR evita la asociación con la balsa lipídica y la selecciona para una mayor ubiquitinación56,58. El transporte de toxinas ha sido otro ámbito en el que se ha producido un gran aumento de las investigaciones, en el límite entre la patogenia bacteriana y la biología celular50,59,60.


Se ha demostrado que la toxina tosferínica interactúa con glucoproteínas que contienen ácido siálico, que son diferentes entre las distintas células7,61,62. Debido a que la mayoría de las células son sensibles a la intoxicación por la dicha toxina, pero no suelen contener los mismos receptores, parece que un motivo hidrocarbonado (supuestamente con un contenido de ácido siálico) presente en distintas proteínas explica esta «familia» de moléculas receptoras.


Las subunidades A de las toxinas A-B pueden utilizar varios mecanismos distintos para entrar en la célula diana. Sin embargo, en cada caso una molécula proteica de gran tamaño debe insertarse o atravesar la bicapa lipídica63. Esta actividad se refleja en la capacidad de las subunidades B o dominio de «translocación» de la toxina para insertarse en bicapas lipídicas artificiales y crear vías permeables a iones. En varios casos, como en las toxinas del carbunco y del cólera, los dominios de unión/translocación forman un poro transmembrana, a través del que la subunidad A se introduce en el citoplasma (v. una descripción adicional de estas estructuras en la sección siguiente, «Toxinas formadoras de poros»). En el caso de la translocación de EF o LF a través del heptámero PA, el gradiente protónico generado por la acidificación del endosoma proporciona la fuerza motriz para la «pinza de fenilalanina»64,65.


Hay varios ejemplos de toxinas con mecanismos enzimáticos idénticos que entran en distintos tipos celulares por vías totalmente diferentes. Por ejemplo, la toxina diftérica y la exotoxina A de Pseudomonas catalizan la misma reacción a nivel intracelular y ambas presentan una distribución sistémica durante la infección, aunque los procesos patológicos resultantes son bastante distintos. Las diferencias entre las dos parecen localizarse, al menos en parte, a nivel de las especificidades de la célula diana. Por ejemplo, la toxina diftérica se une a un complejo compuesto por una molécula precursora semejante al factor de crecimiento epidérmico con capacidad para unirse a la heparina (HB-EGF) y CD9, que a continuación se capta en una vesícula endocítica66. La acidificación de dicha vesícula produce un cambio conformacional que permite al dominio catalítico atravesar la membrana de la vesícula, con la ayuda de una proteína del huésped que actúa como chaperona67. Por el contrario, la exotoxina A de Pseudomonas se une al complejo macroglobulina-α2/proteína relacionada con el receptor de la lipoproteína de baja densidad, sufre endocitosis en depresiones recubiertas y se dirige al compartimento trans del Golgi, donde se produce una activación proteolítica antes de entrar en el citosol68. Las toxinas de tipo adenilato ciclasa (AC) constituyen otro ejemplo sorprendente. La toxina AC de B. pertussis, la toxina productora de edema de Bacillus anthracis (factor edema más antígeno protector) y ExoY (una adenilato ciclasa de P. aeruginosa) catalizan la producción de adenosinmonofosfato cíclico (AMPc) en el citoplasma de la célula huésped a partir de sus reservas de ATP. La toxina productora de edema del carbunco entra en la célula huésped mediante endocitosis mediada por receptor y requiere la acidificación del endosoma para translocarse al citosol69. Aunque se ha descrito que el complejo de integrina CD11b/CD18 es un receptor de la toxina AC, casi todas las células se intoxican, tanto si tienen la integrina como si no. La toxina AC puede insertarse por sí misma directamente en la membrana de la célula huésped y transportar su dominio catalítico por un proceso dependiente del calcio extracelular y del potencial de membrana de la célula diana como fuerza motriz. El papel del complejo CD11b/CD18 en este proceso aún está sin determinar70-72. Por último, ExoY de Pseudomonas no posee dominio de unión, pero se transporta al interior de la célula huésped por el sistema de secreción de tipo III73.


Salmonella typhi es un patógeno intracelular que utiliza un mecanismo novedoso para el transporte de la toxina a las células diana no infectadas. Esta bacteria expresa una toxina de distensión citoletal (CDT) que provoca una interrupción del ciclo celular y distensión celular debido a la lesión del ADN de las células huésped. La subunidad CdtB tiene actividad ADNasa y otros dos componentes de la toxina multipartita (PltA y PltB) son homólogos de las subunidades de la toxina tosferínica, que parecen facilitar el transporte de CdtB de una célula huésped a otras células diana por vías autocrinas y paracrinas desconocidas74,75. Esta «toxina tifoide» CdtB/PltA/PltB es multifuncional, con actividad ADNasa y ADP-ribosiladora, conferidas por CdtB y PltA, respectivamente75.
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Como ya se ha indicado, las toxinas bacterianas no actúan de forma aislada para causar una enfermedad. A excepción de las toxinas preformadas responsables de las toxiinfecciones alimentarias, las toxinas se producen por los microorganismos durante la evolución de la infección del huésped y suele intervenir una compleja serie de factores de virulencia. En las secciones siguientes se presentan como ejemplos varias toxinas, sus mecanismos de acción y sus papeles aparentes en la enfermedad clínica. Otras muchas toxinas destacadas que tienen una contribución sustancial a las enfermedades infecciosas se describen en los capítulos correspondientes a los microorganismos específicos que las producen.






Toxinas de Bacillus anthracis



B. anthracis produce tres componentes con actividad de toxina: el factor edema (EF), el factor letal (LF) y el antígeno protector (PA), ninguno de los cuales tiene actividad de toxina por separado76-78. El PA se une a uno de dos tipos de receptores de superficie (ATR-1 y ATR-2) en las células diana de mamíferos y forma un heptámero que es responsable de transportar a EF, LF o ambos a la célula. ATR-1 y ATR-2 comparten homología de secuencia con la porción extracelular del marcador 8 endotelial tumoral (TEM8) y con la proteína 2 de morfogénesis capilar (CMG2), respectivamente79-81. El complejo formado por PA y EF o LF (o ambos) se interioriza mediante endocitosis mediada por receptor, y la acidificación del endosoma produce el transporte de EF o LF al citosol78. En el citoplasma, EF se activa por la calmodulina para catalizar la producción de AMPc, y LF (una metaloproteasa dependiente de zinc) escinde e inactiva las cinasas de tipo proteincinasa activada por mitógeno (MAPK), lo que altera las vías de transducción de señales en las células82,83. Tanto LF como EF pueden inactivar la función de las células efectoras inmunitarias y causar la muerte de las células intoxicadas77,78,84. Sin embargo, estas toxinas no actúan por separado; sus acciones son complementarias, cuando no sinérgicas, y los resultados se afectan por otros factores bacterianos, así como por las respuestas del huésped. La principal pregunta que aún no tiene respuesta es cómo estos mecanismos moleculares conocidos provocan la muerte celular77.









Toxinas de Bordetella pertussis



B. pertussis es el agente causal de la tos ferina y produce varias toxinas que tienen efectos llamativos en distintos sistemas experimentales y se ha planteado la hipótesis de que son factores contribuyentes principales en la patogenia de la enfermedad clínica85. La toxina tosferínica (PT), denominada también factor estimulante de linfocitosis, factor sensibilizante a la histamina y proteína activadora de los islotes se expresa por B. pertussis, pero en B. parapertussis y B. bronchiseptica el operón Ptx está silente desde el punto de vista de la transcripción26,85,86. La toxina PT actúa mediante la ADP-ribosilación de varios miembros de la familia de las proteínas de unión al nucleótido guanina (G) implicadas en la transducción de señales, inhibiendo su función y afectando a diversos sistemas efectores, como la adenilato ciclasa, las fosfolipasas y varios tipos de canales iónicos87. Aunque la PT es claramente un factor de virulencia con unos efectos fisiológicos sorprendentes en las células y en los animales, no simula las manifestaciones de la tos ferina y sus tejidos diana, y su papel en la enfermedad clínica no se ha aclarado85,88.


Las especies de Bordetella también producen otras toxinas que son factores destacados de virulencia, como la toxina adenilato ciclasa (ACT) y la citotoxina traqueal (TCT)72,89. La ACT se une a las células huésped, libera su dominio catalítico para producir una concentración suprafisiológica de AMPc y forma poros en la membrana citoplásmica, lo que produce varios efectos, desde la inhibición de la función hasta la muerte celular apoptótica y no apoptótica, dependiendo de la concentración de la toxina90. La citotoxina traqueal es un disacárido-tetrapéptido que deriva del peptidoglucano bacteriano. Es citotóxica para las células epiteliales respiratorias, aparentemente porque provoca la liberación de interleucina-1 y la producción de óxido nítrico91.


Una toxina adicional de las especies de Bordetella (la toxina dermonecrótica, o DNT) provoca necrosis dérmica cuando se inyecta en la piel de ratones lactantes, pero no se ha implicado con claridad en la patogenia de la tos ferina. La toxina DNT tiene una homología de secuencia significativa con los factores necrosantes citotóxicos 1 y 2 (CNF1, CNF2) de las cepas invasivas de E. coli y estas tres toxinas alteran el citoesqueleto de las células afectadas por desamidación de la glutamina-63 en la proteína Rho, lo que la activa de forma constitutiva mediante la abolición de su actividad guanosintrifosfatasa intrínseca92. Esta acción es otro mecanismo más por el que las toxinas pueden afectar a esta familia de proteínas esenciales en la transducción de señales93.









Toxina diftérica


Una de las toxinas más estudiadas de todas las que producen las bacterias es la sintetizada por C. diphtheriae infectado por un bacteriófago2. La toxina diftérica (DT) es el prototipo de las toxinas ADP-ribosiladoras e inhibe la síntesis de proteínas en las células diana al catalizar la ADP-ribosilación de un nuevo aminoácido (diftamida) en el factor de elongación 2, una proteína del huésped necesaria para la translocación del ARN mensajero ribosómico. Sin duda, hay otros productos de C. diphtheriae que intervienen a la hora de establecer la infección y para producir y diseminar la DT. Sin embargo, el control de la difteria clínica con el uso del toxoide diftérico indica el papel dominante de esta toxina tanto en la infección local como en la toxicidad sistémica, la morbilidad y la mortalidad de esta enfermedad. Se han determinado las estructuras cristalinas de muchas formas de DT, y se ha identificado su receptor en las células eucariotas (es el dominio extracelular de un HB-EGF, que también tiene dominios transmembrana y citosólicos)94. Iwamoto y cols.95 han identificado un componente adicional de la célula huésped que interactúa con el receptor de HB-EGF: se trata de una proteína asociada al receptor de la toxina diftérica (DRAP27) de 27 kD, que es un homólogo antigénico de CD9, y se ha demostrado que CD9 aumenta la afinidad de la toxina diftérica por HB-EGF66. La toxina diftérica unida entra a la célula por endocitosis mediada por receptor, de modo que la translocación a la célula requiere un motivo conservado en la hélice transmembrana 1 de DT y la ayuda de una subunidad compleja de una proteína coatómera del huésped, β-COP96,97.









Neurotoxinas de clostridios


Los trabajos de Schiavo y cols.98,99 revelaron el misterio del modo en el que las neurotoxinas producidas por Clostridium tetani y Clostridium botulinum provocan sus respectivas enfermedades neurológicas. Desde entonces, los principales focos de atención en la investigación sobre estas toxinas son: 1) los métodos analíticos para identificar las toxinas en las muestras, 2) las comparaciones estructurales para comprender las diferencias funcionales en sus actividades metaloproteasa y las interacciones con los sustratos, 3) los nuevos enfoques para evitar que se utilicen como armas de bioterrorismo y que causen enfermedades clínicas y 4) un mayor número de aplicaciones como herramientas de investigación biomédica y como tratamientos en varios problemas médicos (se describe más adelante, en el apartado «Usos terapéuticos de las toxinas bacterianas»).


Estas moléculas son metaloproteasas con una especificidad de sustrato considerable y sus objetivos son distintas proteínas del denominado complejo SNARE (complejo proteico receptor para la unión de la proteína de fusión sensible a N-etilmaleimida soluble), que engloba la sinaptobrevina o la proteína de membrana asociada a vesículas (VAMP), la proteína asociada a sinaptosoma de 25 kD (SNAP-25) y la sintaxina99. El complejo SNARE es un componente integral para la fusión de las vesículas que contienen neurotransmisor con la membrana presináptica, de modo que se produzca la transmisión sináptica. El verdadero aspecto destacable de estas observaciones es que toxinas botulínicas distintas desde el punto de vista serológico, algunas de las cuales provocan manifestaciones clínicas ligeramente distintas, actúan sobre varias proteínas diferentes de este aparato secretor. Por ejemplo, la toxina botulínica de serotipos B D, F y G escinden el complejo sinaptobrevina-VAMP en sitios diferentes, los serotipos A y E de la toxina botulínica escinden a SNAP-25 también en sitios distintos y el serotipo E escinde tanto a SNAP-25 como a la sintaxina96. Incluso más sorprendente es el hallazgo de que la toxina tetánica y la toxina botulínica de serotipo B escinden el complejo sinaptobrevina-VAMP en el mismo sitio y aún así provocan el tétanos y el botulismo, respectivamente. Esos últimos hallazgos ilustran que las manifestaciones de ambas enfermedades reflejan los distintos sitios de acción de la toxina (es decir, distintas células diana) en lugar de diferentes mecanismos moleculares.






Toxina tetánica


A diferencia de lo que sucede con la difteria, la inmunización con el toxoide tetánico carece de efecto sobre la aparición de la infección por C. tetani. Sin embargo, la respuesta resultante de anticuerpos evita por completo el tétanos clínico, lo que es una consecuencia directa de la acción de la toxina tetánica. La sorprendente selectividad para el tejido neural, pero con sensibilidad de unión a tratamientos de proteasa y de fosfolipasa, sugiere que los gangliósidos GT1b y una proteína aún sin identificar pueden actuar como correceptores100. Después de transportarse en sentido ascendente por la motoneurona desde el sitio de infección, la toxina acaba por atravesar las sinapsis en dirección retrógrada por un mecanismo desconocido para alcanzar los axones de neuronas inhibitorias que usan el ácido γ-aminobutírico como neurotransmisor en la médula espinal, donde el bloqueo inducido por la toxina de la liberación de este neurotransmisor inhibidor provoca la característica parálisis espástica. Además, debido a que los mecanismos moleculares son los mismos entre las neurotoxinas, la toxina tetánica en una concentración local más elevada (producción de la toxina por C. tetani en el sitio de infección) puede desbordar la maquinaria de transporte retrógrado y se acumula en la unión neuromuscular, lo que provoca la liberación de acetilcolina y causa una parálisis flácida comparable a la ocasionada por la acción de la toxina botulínica.









Toxina botulínica


La toxina botulínica es una de las más potentes que se conocen, con una dosis letal (toxina de tipo A) para el ser humano de aproximadamente 1 ng/kg101. La toxina botulínica consiste en una familia de siete moléculas inmunológicamente distintas; la mayoría de ellas causa parálisis flácida por inhibición de la liberación de acetilcolina en la unión neuromuscular. Además de su interacción con los gangliósidos, la toxina botulínica también se une de forma específica al dominio luminal de la sinaptotagmina II, una de las proteínas del complejo SNARE102. El mecanismo de su actividad neurotóxica es el mismo que el de la toxina tetánica, es decir, escisión proteolítica de las proteínas neuronales implicadas en la fusión vesicular y que son fundamentales en la circulación vesicular y la liberación del neurotransmisor. Curiosamente, sin embargo, algunos de los sustratos y sitios de escisión no son solamente diferentes de los de la toxina tetánica, sino que también difieren entre los serotipos de la toxina botulínica (v. tabla 3-1).


Las características clásicas del botulismo clínico son el resultado de la ingestión de la toxina preformada en alimentos preparados de forma inadecuada, aunque una intoxicación subaguda puede aparecer en lactantes (botulismo infantil) y en adultos que albergan C. botulinum en su tubo digestivo. En la mayoría de los casos, la absorción de la toxina en pequeña cantidad produce apatía e hipotonía, pero la evolución puede ser fulminante, y el botulismo infantil se ha propuesto como causa del síndrome de muerte súbita del lactante103.


Muchas cepas de los tipos C y D de C. botulinum producen también una molécula diferente, la toxina C2, que ocasiona la ADP-ribosilación de la actina; esta acción inhibe la polimerización de la actina, lo que afecta a la forma de las células diana y produce actividad de enterotoxina in vivo. La toxina C2 representa una familia de toxinas ADP-ribosiladoras de clostridios que modifican la actina93.












Enterotoxinas


La lista de proteínas bacterianas con actividades enterotóxicas sigue creciendo y las moléculas heterogéneas incluidas en este grupo presentan actividad enterotóxica por varios mecanismos, incluidos algunos que siguen sin comprenderse57,93,104-106. En esta sección se describen con brevedad varios ejemplos representativos; se puede obtener información adicional sobre enterotoxinas individuales en el capítulo correspondiente del microorganismo productor de la enterotoxina.






Toxina colérica


La toxina colérica es la responsable de la voluminosa diarrea acuosa característica del cólera clínico. La produce Vibrio cholerae y es el prototipo de enterotoxina50,57. Esta toxina activa la adenilato ciclasa de las células del epitelio intestinal por ADP-ribosilación de las proteínas G estimuladoras Gs. Aunque el aumento resultante de los niveles de AMPc produce secreción de cloruro y líquidos intestinales isotónicos, en la acción de esta toxina participan componentes bacterianos adicionales junto con mediadores del huésped, como la prostaglandina, el factor activador plaquetario y, quizá, la 5-hidroxitriptamina107. Esta hipótesis está respaldada por las respuestas secretoras intestinales a las cepas de V. cholerae que carecen de la toxina y estudios posteriores han identificado una toxina de la zónula de oclusión y una molécula de tipo RTX en estos efectos108,109. Sin embargo, los papeles, en caso de que existan, de estas moléculas en la diarrea causada por el cólera están por determinar. Aparte de su conocida acción como enterotoxina, la toxina colérica está reconocida como un adyuvante para los antígenos con los que se administra. El mecanismo de este efecto adyuvante parece reflejar contribuciones tanto de la subunidad B como de la holotoxina intacta desde el punto de vista enzimático8.









Toxina termolábil de Escherichia coli


Las toxinas termolábiles producidas por E. coli se dividen en dos categorías, LT-I y LT-II, que se distinguen inmunológicamente, aunque comparten su mecanismo molecular de acción con la toxina colérica. Las toxinas LT-I no muestran grandes diferencias estructurales o funcionales con la toxina colérica y la producen las cepas de E. coli que infectan sobre todo a los seres humanos, pero la enfermedad diarreica suele ser más leve o de menor duración que la del cólera50. Las toxinas LT-II se hallan asociadas a enfermedad diarreica en los animales y tienen una subunidad B distinta desde el punto de vista inmunológico y un receptor diferente. Los estudios recientes indican que, además de su papel conocido como causa de diarrea, las LT de E. coli también favorecen la adherencia del microorganismo al epitelio intestinal y pueden proporcionar una ventaja competitiva para el microorganismo en las primeras etapas de la adherencia110. Cada vez es más evidente que, además de su función reconocida tradicionalmente (aumento del AMPc en las células), la LT de E. coli y la toxina colérica pueden tener papeles destacados en la modulación del sistema inmunitario del huésped, lo que puede estar relacionado con fenómenos de transducción de señales, a su vez relacionados con el AMPc50.









Toxina termoestable de Escherichia coli


Hay dos tipos de toxinas termoestables, STa o ST-I, producida por E. coli y otros patógenos entéricos, y STb o ST-II, producida por E. coli enteropatógeno. La toxina STa, que se procesa a partir de un péptido de 72 aminoácidos y se disocia en especies activas de 18 o 19 aminoácidos, provoca diarrea secretora por unión y activación de partículas endógenas de guanilato ciclasa, con lo que desencadena la producción de guanosinmonofosfato cíclico (GMPc)111,112. A diferencia de la toxina colérica y de la toxina termolábil de E. coli, la toxina STa presenta una sorprendente especificidad para la célula diana con poca actividad en los tejidos extraintestinales. E. coli enteropatógeno activa la proteincinasa C y aumenta la sensibilidad a la toxina ST en las células a las que se adhiere. Esta combinación puede ser responsable de la diarrea que se produce en los pacientes infectados por estos microorganismos113. Otras especies bacterianas como Yersinia enterocolitica, V. cholerae no-01 y Citrobacter freundii también producen toxinas relacionadas con la toxina termoestable, pero sus papeles en la enfermedad diarreica no están claros. Por el contrario, la toxina STb es una toxina formadora de poros, que provoca la secreción intestinal por un mecanismo independiente de nucleótidos cíclicos, como puede ser la permeabilización de la membrana celular intestinal114. La relevancia de STb durante la infección por E. coli enterotoxígena que también exprese la toxina termolábil no está clara115.









Toxinas A y B de Clostridium difficile


Clostridium difficile, un agente causal de la diarrea asociada a antibióticos y de la colitis seudomembranosa, produce dos «grandes citotoxinas de clostridios»: la toxina A (TcdA, 308 kD) y la toxina B (TcdB, 270 kD), que afectan a las células huésped por la glucosilación de las proteínas Rho104,105,116. La mayoría de las cepas de C. difficile toxigénico producen ambas toxinas, mientras que una minoría presenta una deleción del gen que codifica TcdA116. TcdA y TcdB están codificadas por genes (tcdA y tcdB, respectivamente) localizados en un locus de patogenicidad cromosómico, donde también hay dos genes reguladores, tcdC y tcdD. La reciente epidemia por C. difficile se ha asociado con un aumento de la mortalidad debido a la colitis mediada por la toxina de la bacteria y con la aparición de una cepa hipervirulenta, NAP1/027, en la que la mutación del gen tcdC parece ser responsable de un incremento de 10-20 veces de la producción de TcdA y TcdB105,117-119. Tanto TcdA como TcdB tienen un dominio con actividad biológica y un dominio de unión/translocación, como las toxinas tradicionales de tipo A-B. Aunque las toxinas deben procesarse para que el dominio catalítico se transloque al citosol por un mecanismo desconocido y solo el dominio catalítico pasa al citosol, en la actualidad parece que las toxinas tienen un dominio proteasa autocatalítico para este paso esencial del procesamiento120,121. Estas observaciones han llevado a la expansión del modelo de toxina para englobar los dominios ABCD (A, actividad biológica; B, unión; C, escisión; D, transporte o translocación)11,12. Una vez que TcdA y TcdB se procesan y entran en el citosol glucosilan las proteínas Rho, lo que las inactiva, de modo que se altera la transducción de señales celulares, se desintegra el citoesqueleto de actina y se produce la apoptosis. Como TcdA y TcdB atraviesan la mucosa intestinal, hay varios tipos celulares que se afectan por la toxina, y las células intoxicadas, como los mastocitos y las neuronas entéricas, presentan una activación de la proteincinasa activada por el mitógeno p38, una liberación de mediadores inflamatorios y un aumento de la producción de prostaglandinas D2 y E2122. Aunque muchas de las conexiones mecanicistas de este proceso patológico aún están sin identificar, la lesión epitelial, la inflamación y la secreción pueden reducirse en gran medida por inhibidores farmacológicos de la fosfolipasa A2123.









Enterotoxina de Bacteroides fragilis


Las cepas de B. fragilis asociadas a diarrea (conocidas como B. fragilis enterotoxigénicas o ETBF) producen una preproteína de 44 kD que se procesa para segregarse como una metaloproteasa de zinc de 20 kD. La unión de ETBF a un receptor de las células epiteliales intestinales distinto de la proteína cadherina E de la zónula adherente requiere su actividad metaloproteasa y produce una disminución de la resistencia monocapa, una alteración del citoesqueleto de actina y una alteración de la morfología de las células epiteliales intestinales humanas y de la secreción de líquidos124,125. Después de la unión de ETBF se produce además la escisión proteolítica mediada por secretasa-γ de la cadherina E, lo que provoca la relajación de las uniones estrechas en las células epiteliales polarizadas, la dispersión de las proteínas de la membrana celular y una alteración de la proliferación celular126. Los estudios adicionales sobre ETBF proporcionarán información sobre las enfermedades diarreicas asociadas a B. fragilis y contribuirán a comprender la estructura y biología de la célula intestinal.












Toxinas shiga y de tipo shiga


La toxina Shiga es el prototipo de una familia de toxinas producida por Shigella dysenteriae (toxina Shiga), E. coli, C. freundii y otros microorganismos (toxinas de tipo Shiga SLT-I y SLT-II, anteriormente conocidas como verotoxinas)127,128. Las moléculas SLT-I reaccionan con el antisuero contra la toxina Shiga, mientras que las moléculas SLT-II no, pese a poseer un mecanismo de acción común. Los miembros de esta familia se ajustan al modelo A-B con una estructura de subunidades similar a la de la toxina colérica (A-5B). El pentámero de unión se adhiere a los receptores del glucolípido globotriaosilceramida (Gb3), que se expresa en las células epiteliales y endoteliales. Las toxinas Shiga 1 y 2 pueden transportarse a través de las capas epiteliales polarizadas del intestino por mecanismos transcelulares y paracelulares129,130. La toxina es interiorizada por las células diana por endocitosis mediada por el receptor a través de depresiones recubiertas de clatrina, tras lo que se transporta a través del aparato trans-Golgi y luego al retículo endoplásmico128. Dentro del citoplasma, la subunidad A inhibe la síntesis proteica por inactivación enzimática del ARN 28S en la subunidad ribosómica 60S, por el mismo proceso catalizado por la toxina de la planta ricina.


A pesar de la citotoxicidad obtenida in vitro, el papel de estas toxinas en la shigelosis y en las diarreas asociadas a la infección por E. coli enterohemorrágica productora de toxina de tipo Shiga y otras es objeto de controversia. La toxina Shiga, sobre todo en combinación con lipopolisacáridos, lesiona las células endoteliales vasculares de una forma que puede explicar el síndrome urémico-hemolítico conocido por su relación con la infección por S. dysenteriae y E. coli enterohemorrágica131. En este escenario, el lipopolisacárido aumenta la expresión del receptor de Gb3 en las células endoteliales vasculares en un proceso mediado por la vía de transducción de señales de p38 MAPK y en el que interviene la producción del factor de necrosis tumoral y de interleucina-1131,132. El daño celular también parece depender de la producción por las células endoteliales de procoagulante y metabolitos del ácido araquidónico, y todo el proceso se ve estimulado por la activación del sistema renina-angiotensina133-135. La actividad de la enterotoxina (acumulación de líquidos intestinales) puede incluso representar efectos de la toxina en las microvellosidades de las células y en la vasculatura de la mucosa intestinal.









Exotoxinas pirógenas


A diferencia de muchas de las toxinas descritas con anterioridad, las exotoxinas pirógenas constituyen una familia de moléculas que no poseen actividades enzimáticas y actúan más como subunidades B, pues comparten la capacidad de estimular la proliferación de los linfocitos T por interacción con el complejo principal de histocompatibilidad de clase II en las células presentadoras de antígenos y en las cadenas Vβ específicas del receptor del linfocito T136. La característica esencial de esta interacción es que los linfocitos T y las células presentadoras de antígenos son estimulados para liberar cantidades masivas de citocinas inflamatorias, como la interleucina-1, el factor de necrosis tumoral, el factor inhibidor de la migración de macrófagos y otras monocinas y linfocinas. Los efectos colectivos de estos mediadores proporcionan una base molecular racional de los síndromes sistémicos resultantes, que se caracterizan por fiebre, shock y una intensa inmunomodulación. Esta nueva interacción con el sistema inmunitario y la respuesta sistémica resultante forman la base para denominar a estas moléculas como «superantígenos»137. El estudio de las estructuras cristalinas de estos superantígenos ha permitido una evaluación más detallada de su interacción con el complejo del receptor del linfocito T, además de identificar zonas apropiadas para el análisis de mutaciones. En este grupo se engloban las toxinas del síndrome del shock tóxico, las enterotoxinas y toxinas exfoliativas estafilocócicas, así como las exotoxinas pirógenas de Streptococcus pyogenes y de los estreptococos de los grupos B, C, F y G27. Además de sus papeles reconocidos en el síndrome del shock tóxico, la escarlatina y otras enfermedades estreptocócicas, se ha implicado a Staphylococcus aureus, secretor de toxina exfoliativa y productor de la toxina del síndrome del shock tóxico, en el síndrome de Kawasaki y en la colitis ulcerosa138-140.


En este momento, no está claro si la actividad del superantígeno es el único mecanismo de dichas enfermedades, o si pueden contribuir otras acciones de las toxinas. Las enterotoxinas estafilocócicas producen vómitos en animales experimentales, pero esta actividad puede presentarse con otros superantígenos con diferentes potencias. Por tanto, es posible que los diversos síndromes clínicos producidos por los microorganismos que fabrican estas toxinas reflejen las actividades de numerosos componentes bacterianos directamente sobre las células huésped, así como los efectos de la liberación masiva de mediadores a través de su función como superantígenos.









Toxinas formadoras de poros


Las toxinas bacterianas forman poros transmembrana por varios motivos, como el transporte de una de sus propias subunidades a una célula huésped y la lesión de las células diana del huésped. La formación de poros es un mecanismo «antiguo» de las toxinas para afectar a otras células141. En algunos casos, estas dos funciones se solapan, y el poro residual provoca efectos adversos en la célula huésped después del proceso de transporte/translocación. De hecho, el estudio de las proteínas formadoras de poros de eucariotas y también de procariotas se ha convertido en un campo de investigación en sí mismo. Los temas de interés son las estructuras proteicas, sus mecanismos de inserción en la membrana y de ensamblaje, así como los efectos que tienen sobre las células y los organismos. Resulta interesante observar cómo la determinación de las relaciones entre las familias proteicas mediante el uso de análisis de secuencias ha revelado que varias toxinas bacterianas formadoras de poros proteicos están relacionadas con toxinas eucariotas de plantas y peces142. Muchas toxinas formadoras de poros pertenecen a una familia de citolisinas con unión al colesterol producidas por bacterias grampositivas (entre ellas Clostridium, Listeria, Streptococcus, Bacillus y Arcanobacterium), y requieren la presencia de colesterol en la membrana de la célula diana y la formación de grandes complejos oligoméricos para su actividad citolítica. Sin embargo, aún más sorprendente resulta observar que, pese a la ausencia de homología de secuencia, las citolisinas bacterianas dependientes de colesterol (CDC) comparten varias características estructurales significativas con la familia del complejo de ataque/perforina, que desempeña un papel central en las defensas inmunitarias del ser humano143,144.


Aunque las CDC, como la estreptolisina O (SLO), se han considerado sobre todo toxinas que lesionan la membrana de efecto citolítico, debido a la formación de grandes poros (multisubunidades) en las membranas de las células diana, en la actualidad se sabe que algunas utilizan sus poros para transportar otras proteínas a las células diana, lo que incrementa la lesión celular respecto a la producida por el propio poro. Este proceso se denomina translocación mediada por citolisina, y el ejemplo principal es la capacidad de la SLO para translocar la NAD-glucohidrolasa a través del poro que crea, lo que agota las reservas de NAD y aumenta la vulnerabilidad de las células diana145,146. Otros miembros de la familia de las CDC participan o son necesarios para la liberación de bacterias intracelulares a partir de las vacuolas endocíticas/fagocíticas o de la célula huésped, para propagarlas a otras células como funciones principales. La diversidad de las funciones de las CDC se ilustra por la contribución de la listeriolisina O (LLO) a la replicación intracelular de L. monocytogenes en las vacuolas de los macrófagos, así como en la facilitación para que el microorganismo escape del fagosoma147.


Una característica común de estas toxinas es que producen una alteración o la pérdida de la integridad de la bicapa fosfolipídica de la membrana de las células diana, la formación de poros en una bicapa, o bien ambos mecanismos. En muchas de estas toxinas proteicas esta actividad se manifiesta por la capacidad para lisar los eritrocitos; por tanto, con independencia de sus otras funciones y papeles en la patogenia, se clasifican como hemolisinas. Algunas de estas hemolisinas también tienen una actividad leucotóxica o citolítica (citolisinas). La toxina adenilato ciclasa de Bordetella, por ejemplo, es hemolítica y produce la hemólisis observada en las placas de agar que rodea a las colonias de B. pertussis. Aunque no es probable que la hemólisis in vivo desempeñe un papel significativo en la patogenia de la tos ferina, en la actualidad está claro que la formación de poros mediada por toxinas es uno de los mecanismos por los que las toxinas adenilato ciclasas lesionan las células del huésped90,148.


Algunas de las toxinas formadoras de poros producidas por las bacterias gramnegativas (como Escherichia, Enterobacter, Proteus y Bordetella) contenían, según su secuencia aminoacídica, una región repetida rica en glicina, por lo que pertenecían a una familia de toxinas denominadas RTX que funcionan como hemolisinas y leucotoxinas149. Muchas de las toxinas de la familia RTX, aunque no todas, interactúan con las integrinas de las células diana para iniciar sus efectos. A pesar de que los motivos compartidos de unión al calcio son similares o idénticos entre estas toxinas, existe un grupo de integrinas no coincidentes que utilizan como sus «receptores»72,150.


Muchas toxinas formadoras de poros, como la hemolisina α de S. aureus, la aerolisina de Aeromonas hydrophila, así como el antígeno protector de B. anthracis, se ensamblan para formar canales heptaméricos en la membrana de la célula huésped. La toxina formadora de poros de A. hydrophila se libera por el microorganismo como un precursor inactivo, la proaerolisina, que interacciona, no con una proteína receptora específica, sino con una modificación postraduccional específica, un anclaje glucosil fosfatidil inositol (GPI) en la célula diana. La proaerolisina se convierte entonces en aerolisina tras su unión al GPI por disociación proteolítica de la toxina. Las proteínas de la aerolisina tienen un patrón de movilidad complejo e inusual en la superficie celular, que se produce mediante la participación de balsas de lípidos151.









Usos terapéuticos de las toxinas bacterianas


Las toxinas bacterianas muestran especificidades notables en su actividad enzimática y en sus interacciones con el receptor. Además, las moléculas diana de las toxinas en las células huésped a menudo representan elementos cruciales en las vías de señalización. Por estas razones, las toxinas son útiles como sondas en la investigación biomédica para aclarar el papel de las moléculas diana en condiciones fisiológicas y patológicas, y también como productos terapéuticos para el tratamiento de un número creciente de procesos patológicos. El rápido crecimiento de los usos terapéuticos de las toxinas bacterianas se ilustra en la literatura. En el período de 1970-1985, menos del 5% de las citas de toxina botulínica se refería a aplicaciones terapéuticas de esta molécula tóxica, mientras que 20-30 años después, alrededor del 50% de los artículos describen su uso como modalidad terapéutica.


La aplicación clínica más extensa de las toxinas bacterianas con actividad biológica es el tratamiento oncológico. La toxina terapéutica prototípica consiste en una proteína de fusión en la que la especificidad de su unión la proporciona un anticuerpo monoclonal (inmunotoxina) o un ligando natural de un receptor que es prevalente en la población de células diana. Por ejemplo, el anticuerpo anti-CD22, combinado con el dominio catalítico de la exotoxina A de Pseudomonas (inmunotoxina BL22) está en la actualidad en la fase de ensayos clínicos para la tricoleucemia, debido a que la distribución de CD22 se limita a estos linfocitos B malignos162. De forma similar, el dominio catalítico de la toxina diftérica, fusionado con la interleucina-2 (IL-2), se ha aprobado por la Food and Drug Administration estadounidense para el tratamiento de los linfomas T cutáneos, que expresan receptores de superficie de IL-2 en concentraciones elevadas152,153. En la actualidad, se están realizando muchos estudios preclínicos y clínicos para evaluar otras inmunotoxinas en el tratamiento oncológico153,154.


El efecto paralizante de la toxina botulínica se usó al principio para el control de alteraciones que conllevaban contracciones musculares incontroladas, como el blefaroespasmo y el tortícolis. Además de estos problemas médicos, este agente se usa ahora en general para diversos propósitos, desde aplicaciones estéticas (reducción temporal de arrugas cutáneas), tratamiento de distonías, trastornos del tono muscular (p. ej., espasticidad muscular), cefaleas, trastornos del sistema nervioso autónomo (p. ej., hiperhidrosis), diversas enfermedades digestivas, genitourinarias y de esfínteres musculares (fisuras anales crónicas, vejiga hiperactiva y neurógena, espasmos del esfínter anal), hasta posibles aplicaciones en el cáncer y la epilepsia154. Entre las limitaciones de estas indicaciones se encuentran la infrecuente toxicidad sistémica y el desarrollo de anticuerpos neutralizantes, que reducen la eficacia de la aplicación repetida.


Por último, varias toxinas están siendo evaluadas por su capacidad para liberar epítopos insertados en el citoplasma de las células presentadoras de antígenos, para producir una respuesta inmunitaria celular mediante la activación de la vía del complejo principal de histocompatibilidad de clase I. La toxina del carbunco y la toxina adenilato ciclasa tosferínica con epítopos insertados se están evaluando para servir como protección frente a enfermedades como el VIH, el paludismo y la tuberculosis155-157. Además, varias toxinas bacterianas seleccionadas están en la fase de estudios preclínicos para su posible uso en el control de la infección viral o como fármacos antioncológicos. Por ejemplo, se ha observado que el dominio de unión de la toxina tosferínica afecta a la infección por el VIH y a su replicación in vitro a múltiples niveles, como la desactivación cruzada del principal correceptor del VIH (CCR5) y la reducción de la replicación tras la entrada del VIH158-160. Se están realizando estudios preclínicos utilizando la toxina letal del carbunco como posible fármaco antitumoral en el melanoma in vitro y en un modelo de xenoinjerto murino154,161. Como se ilustra por estos ejemplos, el uso de las toxinas bacterianas como tratamientos sigue expandiéndose en aplicaciones imprevistas previamente.
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Los mecanismos de defensa del huésped contra la invasión microbiana forman un espectro continuo. Un microorganismo invasor se encuentra primero con barreras físicas (piel, mucosas y péptidos o proteínas antimicrobianos inespecíficos). Si la infección progresa, el siguiente obstáculo son los receptores de reconocimiento de patrones (PRR por su acrónimo en inglés) que se unen a motivos estructurales específicos comunes a bacterias, virus y hongos, tras lo que estimulan a mediadores inmunitarios, como citocinas y quimiocinas. Esta interrelación inicial entre el huésped y el patógeno se denomina sistema inmunitario innato. Proporciona una defensa inmediata contra una infección y debe superarse para que ésta se produzca (tabla 4-1)1. Incluso si se supera, la respuesta inmunitaria innata tiene un papel esencial a la hora de centrar y dirigir la memoria inmunitaria a largo plazo específica del sistema inmunitario adaptativo (v. caps. 6 a 9).




Tabla 4-1 Inmunidad inespecífica, innata y adaptativa


[image: image]




Los mecanismos de respuesta del huésped generales, inespecíficos e innatos representan un programa de vigilancia amplio y eficaz que sirve como un sistema de defensa de transición, manteniendo a raya al invasor extraño, mientras se crea el escenario en que el huésped desarrolla la inmunidad específica adaptativa. Estos mecanismos proporcionan encuentros iniciales cruciales contra todos los microorganismos. La naturaleza amplia de los mecanismos de defensa del huésped innatos e inespecíficos incluye los efectos generales inespecíficos resultantes de las barreras físicas (p. ej., piel intacta, mucosas, péptidos microbicidas, moco, biopelículas, cilios, peristaltismo, microflora residente, lisozimas, complemento). Cuando un patógeno supera las defensas generales inespecíficas, el microorganismo invasor es detectado o percibido por el huésped, lo que activa muchos tipos celulares y produce la síntesis y liberación de diversos factores, como los de tipo bioquímico que son letales para el microorganismo invasor (tabla 4-2)2-4, así como diversas citocinas y quimiocinas, lo que se describe clásicamente como la respuesta de fase aguda. La terminología más reciente ha sustituido este término por el de respuesta inflamatoria inicial. En cualquier caso, estos términos describen diversos factores antimicrobianos inespecíficos del huésped, que estimulan la fagocitosis y la destrucción microbiana, así como la activación inmunitaria, que ayuda a centrar la respuesta inmunitaria adaptativa. Los factores de la respuesta inflamatoria se producen sobre todo en el hígado como resultado de la detección y la activación del sistema inmunitario innato. Aunque muchas de estas proteínas de la respuesta inflamatoria están presentes en todo momento, es su rápido aumento cuantitativo lo que constituye la reacción o respuesta inflamatoria. Desde el punto de vista clínico, esto se traduce en la fiebre y el malestar que suele acompañar a las fases iniciales de la infección y que representan, en términos amplios, los fenómenos que aparecen durante la infección, previos al establecimiento o al aumento de la respuesta inmunitaria específica adaptativa. En general, los factores que se han correlacionado con la respuesta inflamatoria comprenden: 1) moléculas activadoras, que constituyen unos sistemas de señales que alertan al sistema inmunitario adaptativo, y 2) moléculas efectoras, implicadas en la inflamación y en la búsqueda y destrucción antimicrobianas (v. tabla 4-2).


Tabla 4-2 Péptidos antimicrobianos excretados (PAE) y proteínas






	PAE/Proteína

	Origen celular

	Características especiales






	α-Defensinas

	 

	 






	 HNP1-HNP4

	Neutrófilos, eosinófilos

	Actividad antimicrobiana de amplio espectro; quimiotaxis de monocitos, linfocitos T y células dendríticas; inhibición de la activación del complemento; activación de mastocitos






	 HD-5–HD-6

	Intestinos, HD-5 (aparato reproductor femenino)

	Se libera como propéptido por las células de Paneth






	β-Defensinas

	 

	 






	 hBD-1

	Queratinocitos, epitelios de las vías respiratorias, tracto urogenital

	Actividad antimicrobiana comparable con otras β-defensinas






	 hBD-2

	Queratinocitos, epitelios de las vías respiratorias, intestinos

	Sobre todo activa contra bacterias gramnegativas y hongos; quimiotaxis de células dendríticas, linfocitos T, neutrófilos y mastocitos






	 hBD-3

	Queratinocitos, epitelios de las vías respiratorias

	Potente amplio espectro de actividad antimicrobiana






	 hBD-4

	Epitelios de las vías respiratorias, queratinocitos (ARNm)

	Potente actividad contra Pseudomonas aeruginosa, menos actividad contra Escherichia coli y bacterias grampositivas






	 hBD-6 (propéptido)

	Epidídimos, testículos, epitelios de las vías respiratorias

	E. coli






	 hBD-18

	Epidídimos, testículos, espermatozoides, páncreas

	E. coli






	 hBD-28

	Epidídimos, testículos

	Actividad antimicrobiana






	Catelicidina LL-37

	Leucocitos, epitelios de las vías respiratorias, tracto urogenital, queratinocitos

	Actividad antimicrobiana, funciones inmunomoduladoras






	Ribonucleasas

	 

	 






	 Proteína catiónica de eosinófilos (ECP)

	Eosinófilos

	Actividad antibacteriana y antiviral






	 Neurotoxina derivada de eosinófilos (EDN)

	Eosinófilos

	Actividad antiviral, quimiotaxis y activación de células dendríticas






	 Angiogenina (RNasa5)

	Leucocitos, células epiteliales, fibroblastos

	Actividad antimicrobiana y angiogénica






	 RNasa7

	Queratinocitos, epitelios de las vías respiratorias

	Actividad antimicrobiana






	 RNasa8

	Placenta

	Actividad antimicrobiana






	Proteínas S-100

	 

	 






	 Psoriasina (S100A7)

	Queratinocitos, epitelios de las vías respiratorias, tracto urogenital

	Potente actividad antibacteriana contra E. coli







	 Calproteína (S100A8/A9)

	Leucocitos, piel

	Activa a concentraciones elevadas contra Candida albicans







	 Calcitermina (S100A12)

	Secreciones de las vías respiratorias

	Activa contra bacterias gramnegativas






	Complemento

	Hepatocitos (sangre)

	Lisis microbiana, quimiotaxis, funciones inmunomoduladoras, limpieza inmunitaria






	Lecitina/proteína de unión a manosa (MBL/MBP)

	Hígado

	Se une a los hidratos de carbono de la superficie de virus, bacterias, hongos y protozoos para activar el sistema del complemento o para actuar directamente como opsonina






	Fibronectina

	Hepatocitos (sangre)

	Bloquea la unión de muchos microorganismos, sobre todo P. aeruginosa







	Histatinas

	Células exocrinas de las glándulas salivales

	Actividad antifúngica






	Lactoferrina/lactoferricina

	Neutrófilos, líquidos corporales

	Inhibe el crecimiento bacteriano por su capacidad de secuestrar el hierro; tóxica para varios virus






	Proteína bactericida/aumentadora de permeabilidad (BPI)

	Neutrófilos, células epiteliales

	Activa contra bacterias gramnegativas, neutraliza el LPS






	Dermicidina (DCD-1)

	Glándulas sudoríparas

	Péptido aniónico, producido exclusivamente por las glándulas sudoríparas ecrinas humanas






	Antileucoproteasa (ALP)

	Queratinocitos, epitelios de las vías respiratorias, intestino, líquidos corporales

	Actividad antimicrobiana de amplio espectro; inhibe varias proteinasas (p. ej., elastasa, catepsina G, tripsina); contribuye al efecto anti-VIH de la saliva






	Criopirina

	Macrófagos, neutrófilos

	Actividad antimicrobiana






	Lisozima

	Piel, epitelios de las vías respiratorias, líquidos corporales, lágrimas

	Actividad antibacteriana amplia por degradación de peptidoglucanos






	Elafina

	Neutrófilos, células epiteliales

	Actividad antimicrobiana débil






	Fosfolipasa A2 (PLA2)

	Neutrófilos, macrófagos, células de Paneth, lágrimas

	Actividad antimicrobiana, sobre todo contra bacterias grampositivas






	Proteínas de reconocimiento de peptidoglucanos

	Neutrófilos, varias células epiteliales

	Actividad antimicrobiana, sobre todo contra bacterias grampositivas






	Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrófilos (NGAL)

	Neutrófilos, varias células epiteliales

	Actividad antimicrobiana mediante su capacidad de unirse a los sideróforos férricos bacterianos






	Hepcidina

	Hígado

	Actúa sobre todo como hormona reguladora del hierro (limita la disponibilidad del hierro para los microorganismos invasores)






	Proteínas surfactantes

	Superficies mucosas

	Actividad antimicrobiana






	Granulisina

	Linfocitos T citolíticos, linfocitos citolíticos naturales

	Actividad antimicrobiana






	Histonas

	Neutrófilos, intestino, placenta

	Actividad bactericida, actividad neutralizadora del LPS






	Adrenomedulina

	Células epiteliales, glándulas sudoríparas y sebáceas, líquidos corporales

	Actividad antimicrobiana






	Azurocidina (CAP37)

	Neutrófilos

	Sobre todo contra bacterias gramnegativas, aumenta la permeabilidad vascular, se une a la endotoxina, quimiotaxis de monocitos






	Catepsina G

	Neutrófilos

	Actividad antibacteriana independiente de proteólisis






	Proteinasa 3

	Neutrófilos

	Activa contra bacterias y hongos






	AMP derivados de plaquetas

	Plaquetas

	Se han aislado siete AMP de las plaquetas






	Quimiocinas

	Muchos tipos celulares

	Muchas quimiocinas tienen actividad antimicrobiana






	Familia de la proteína epidídimo-específica 2 humana (HE2)

	Epididimaria



	Familia de proteínas de unión a los espermatozoides con actividad antimicrobiana






	Dermicidina

	Glándulas sudoríparas ecrinas cutáneas

	Actividades antimicrobianas, activación de queratinocitos






	Proteína de Tamm-Horsfall

	Riñón

	Unión a microorganismos







AMP, adenosinmonofosfato; LPS, lipopolisacárido.


Adaptada de Harder J, Glaser R, Schroder JM. Human antimicrobial proteins—effectors of innate immunity. J Endotox Res. 2007;13:317-338; Ganz T. Defensins: Antimicrobial peptides of innate immunity. Nat Rev Immunol. 2003;3:710-720; Chen H, Zhiman X, Peng L y cols. Recent advances in the research and development of human defensins. Peptide. 2006;27:931-940; y Pazigier M, Hoover DM, Yang D y cols. Human β-defensins. Cell Mol Life Sci. 2006;63:1294-1313.


Los datos sobre cómo detecta el huésped al patógeno invasor y qué componentes bacterianos se detectan se han obtenido a partir de muchas vías inesperadas5. A través de interesantes experimentos, los investigadores han demostrado que un conjunto de genes denominados como familia de genes Toll interviene en el desarrollo embrionario y las respuestas antimicóticas de las moscas de la fruta. La importancia de este descubrimiento fue completamente reconocida cuando se identificó que el receptor de lipopolisacárido (LPS) era un gen de un receptor tipo Toll (TLR)6. Esto proporcionó la evidencia directa de que los genes TLR son responsables de detectar y activar la respuesta inicial. La familia de genes Toll se conserva en todas las especies, desde las plantas a los seres humanos y desarrolla funciones semejantes en todos los animales multicelulares7. La detección y la activación de una respuesta frente a productos fúngicos, bacterianos y virales se ha conservado durante toda la evolución y se denomina sistema inmunitario innato. La principal familia de genes asociada a la inmunidad innata se denomina familia de genes TLR7,8. Hay familias adicionales de receptores que son relevantes en la inmunidad innata: la familia de receptor similar a Nod (NLR)9, la familia de receptor similar a lectina de tipo C (CLR)10,11 y el receptor similar al gen I inducible por ácido retinoico (RIG-I)12.






[image: image] Tropismos tisulares y factores hereditarios


La predisposición, morbilidad y mortalidad relacionadas prácticamente con cada patógeno y con la infección en general se ven influidas de forma considerable por la estructura genética del huésped. Si un progenitor de un niño muere por una enfermedad infecciosa, como neumonía, el niño puede haber heredado una probabilidad aumentada de fallecer por una infección (fig. 4-1)13. Las razones de este aumento de la predisposición son multifactoriales y engloban polimorfismos genéticos y defectos en la inmunidad innata, como el gen del receptor Toll14-18, el complemento19,20, las citocinas y las quimiocinas o sus receptores21-24, grados de diversidad limitada del antígeno leucocítico humano (HLA)25,26 y especificidades de receptores celulares27,28. Otros factores se definirán, sin duda, en el futuro29.





[image: image]

Figura 4-1 Probabilidad de fallecer por una infección antes de una edad determinada para los niños adoptados con al menos un progenitor biológico que murió antes de los 50 años (progenitor muerto) de una infección, frente a los adoptados cuyos progenitores biológicos estaban vivos a esa edad (progenitores vivos).




El ligando microbiano y el receptor del huésped varían con independencia de su especificidad. Un receptor puede unirse a uno o a muchos ligandos diferentes en los microorganismos y un ligando puede unirse a uno o muchos receptores distintos. La mayoría de los microorganismos coloniza ciertas células (tejidos) de manera preferente y evita otras. Este fenómeno, conocido como tropismo celular o tisular es un determinante crucial de las relaciones huésped microorganismo. Por ejemplo, el virus de la gripe y los micoplasmas se adhieren con preferencia a las células epiteliales respiratorias, Escherichia coli y Vibrio cholerae a las células intestinales y Streptococcus mutans al esmalte dental. Los microorganismos grampositivos se fijan antes a las válvulas cardíacas que los gramnegativos. Asimismo, las células del epitelio urinario de personas con infecciones recidivantes del aparato urinario soportan la fijación de los patógenos urinarios mejor que las obtenidas de personas sin propensión a contraer estas infecciones30. Un ejemplo específico de tropismo celular es el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1), que requiere la presencia de algunos receptores de quimiocinas, en concreto CCR5 o CXCR4, junto con la molécula CD4, para infectar la célula huésped (v. cap. 120).


Los receptores de las células huésped pueden cambiar. Las pruebas indican que una enfermedad viral puede afectar a los tropismos tisulares de la orofaringe y el árbol traqueobronquial para permitir una colonización más fácil por parte de las bacterias31. Por ejemplo, parece que la causa de la mayoría de los fallecimientos asociados a la pandemia de gripe de 1918 no fue directamente la gripe, sino que la muerte se debió a una neumonía bacteriana secundaria32,33. Algunos investigadores creen que la causa de la mortalidad fue la gripe aguda y la «tormenta de citocinas» desencadenada por el virus, una respuesta inflamatoria abrumadora al virus de la gripe34. A medida que las características genéticas y celulares de los tropismos tisulares y celulares se conozcan mejor, nos ofrecerán un nuevo paradigma para el desarrollo de modalidades de tratamiento y de vacunas.


Las enfermedades infecciosas representan uno de los mecanismos de selección más intensos y significativos en la evolución humana (v. cap. 5). La tuberculosis, el sarampión y la viruela tuvieron efectos devastadores en las poblaciones nativas de América del Norte y del Sur, al parecer porque no había presión selectiva en las poblaciones indígenas para desarrollar una inmunidad natural frente a estos patógenos, antes de ser expuestos a través del contacto con los europeos más urbanizados. Por otro lado, el rasgo falciforme tiene un efecto protector contra el paludismo falciparum y beneficia a los habitantes de las áreas donde este parásito es endémico. Las personas homocigotas para una mutación en el gen que codifica el receptor de quimiocina CCR5 (Δ32CCR5) son resistentes a contraer el VIH-1 por contacto sexual35. Las personas procedentes del norte de Europa tienen más probabilidad de presentar esta deleción que los africanos y asiáticos, que casi nunca la sufren35. Algunos cambios genéticos se han correlacionado con una progresión lenta o nula al síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), entre ellos el ser heterocigoto para Δ32CCR5 o para otros polimorfismos de quimiocinas, la secreción aumentada de α-defensinas, los cambios en los subtipos HLA-B*35 y el aumento de CD91, el receptor de la proteína del choque térmico36-41. Aunque la resistencia a la infección por VIH-1 se ha relacionado también con la discordancia de HLA-DRB3 clase II, es más probable que se deba a la posibilidad de encontrarse con antígenos HLA discordantes integrados en el VIH, a los que se expone el huésped receptor42. La gravedad y la predisposición a la tuberculosis se han relacionado con variaciones del gen SLS11A1 (denominado previamente gen NRAMP1), un alelo HLA-DQ, así como la deficiencia de interleucina (IL)-12 y los polimorfismos del TLR8 (S, T, U)43-50. La predisposición a la enfermedad neumocócica se ha asociado a la producción defectuosa de anticuerpos contra la cápsula neumocócica51 y la ausencia congénita de un componente terminal del complemento predispone a episodios repetidos de infecciones diseminadas por neisserias, mientras que el polimorfismo genético del dominio de unión del surfactante-A2 aumenta la susceptibilidad a la diseminación de Neisseria meningitidis (v. caps. 7 y 211)52.


Otras relaciones conocidas son las existentes entre HLA-B27 y artropatía reactiva (síndrome de Reiter); HLA-DR4 y artritis de Lyme crónica; predisposición de las personas con grupo sanguíneo O al cólera, lo que presumiblemente se relaciona con la expresión de glucoesfingolípidos en la mucosa del intestino delgado; DRB1*01 y DRB1*04, con las infecciones sintomáticas por el parvovirus B1953; HLA-CW*0202 con el cáncer de cuello uterino inducido por el virus del papiloma humano54 y varios polimorfismos con la eliminación y persistencia de la infección cervical por virus del papiloma humano55, la lepra tuberculoide, glomerulonefritis aguda, poliomielitis paralítica, infección meningocócica56 y la fiebre hemorrágica del dengue57. Las infecciones también pueden afectar a la predisposición a las enfermedades alérgicas y autoinmunitarias. Datos epidemiológicos sólidos indican que el aumento de la incidencia de estas enfermedades en países industrializados es consecuencia de la menor incidencia de enfermedades infecciosas58. En resumen, el resultado de prácticamente cualquier interacción huésped-microorganismo se relaciona con la genética del huésped.









[image: image] Barreras físicas naturales para la entrada de microorganismos en el cuerpo


La integridad morfológica de las superficies corporales es una primera línea de defensa notable y eficaz. Las envolturas y revestimientos epiteliales comparten muchas propiedades semejantes, como la producción de defensinas59,60, catelicidinas61 y poblaciones de células γδ62,63, así como de moléculas defensivas específicas, como la lisozima64,65. Aunque el ser humano tiene estas barreras inespecíficas, también es posible apreciar la gran variedad de comunidades de microorganismos que colonizan a cada persona. Desde un punto de vista del número celular, somos más bacterianos que humanos66.






Piel


La piel íntegra forma una barrera mecánica eficaz ante la invasión por microorganismos, en parte porque está compuesta por células epiteliales estrechamente asociadas cubiertas por una capa de queratina con numerosos enlaces cruzados. Como ya se ha indicado, la piel posee diversas propiedades antimicrobianas que forman un escudo protector consistente en una batería de compuestos químicos defensivos de amplio espectro, principalmente péptidos, sintetizados como precursores y procesados por proteasas específicas a formas maduras y activas, que atacan las membranas microbianas de forma similar a los desinfectantes. Estas sustancias ayudan a mantener a raya a los microorganismos patógenos y la flora normal también se controla con estas funciones. Entre los péptidos antimicrobianos hay que citar las catelicidinas, las β-defensinas y la dermicidina3,60,61,67-70. No sólo destruyen a los microorganismos directamente, sino que actúan como quimiocinas para atraer a las células fagocíticas migratorias. Las concentraciones de β-defensina, la proteína LL-37, la concentración de catelicidina y el ácido hexadecenoico están disminuidas en la piel atópica, un trastorno en el que la sobreinfección microbiana es corriente71,72.


La sequedad relativa o el efecto desecante de la piel, su leve acidez (el denominado manto ácido; con pH 5-6) y la flora normal cutánea actúan de forma conjunta para crear un entorno prohibitivo eficaz. La piel inflamada resulta más permeable al agua y más favorable para la colonización. Se ha especulado que la piel grasa puede retrasar la evaporación del agua, lo que da lugar a un número mayor de microorganismos colonizadores. La acidez de la piel se produce por la descomposición de los lípidos en ácidos grasos. El sebo contiene pocos ácidos grasos esterificados, pero la flora cutánea normal hidroliza parcialmente los triglicéridos y libera ácidos grasos. La continua descamación de escamas cutáneas también ayuda en la eliminación de los microorganismos. Ya que pocos microorganismos pueden penetrar la piel, suelen acceder por algunos medios físicos, como los artrópodos vectores, los traumatismos, las incisiones quirúrgicas o los catéteres intravenosos.









Mucosas


Debido a la humedad inherente a la que están asociadas, las mucosas soportan más microorganismos y de más amplio espectro que la piel. La mayoría de las células epiteliales poseen el mismo escudo peptídico que la piel3,73,74 (v. tabla 4-2), sin embargo, las secreciones corporales como la saliva, el moco cervical, el líquido prostático y las lágrimas están dotadas de propiedades antimicrobianas específicas. Dos de las sustancias antimicrobianas más potentes son la lisozima y la N-acetil muramil-l-alanina amidasa (NAMLAA). Ambas sustancias resultan eficaces sobre todo contra las bacterias gramnegativas, pues hidrolizan el esqueleto aminoacídico del peptidoglucano64.


Las secreciones locales también contienen inmunoglobulinas, sobre todo IgG e IgA secretora, que actúan principalmente para aglutinar los microorganismos, bloquear de manera competitiva la fijación de los microorganismos a los receptores de las células huésped, o ambos mecanismos. El cuerpo produce más IgA secretora que IgG total. La inmunoglobulina IgA es relativamente resistente a la proteólisis, al formar complejos con un polipéptido específico conocido como pieza secretora y una proteína, Fv75. También hay datos de que la IgA mucosa es capaz de unirse a los patógenos intracelulares u otros productos mientras son transportados a través de la célula76.


Las secreciones mucosas también contienen cantidades significativas de proteínas de unión al hierro. El hierro es un elemento fundamental para la mayoría de los microorganismos y los líquidos que pueden estar expuestos a éstos se hallan enriquecidos con proteínas de unión al hierro que actúan para alejar este factor importante de los microorganismos. En comparación, los microorganismos que colonizan a menudo las superficies cutáneas y mucosas han desarrollado mecanismos para adquirir el hierro a pesar de estas proteínas77,78.









Aparato respiratorio


El aparato respiratorio tiene un conjunto formidable de mecanismos de defensa antimicrobianos79,80. Las partículas inhaladas deben sobrevivir y penetrar en el sistema de filtración aerodinámico de las vías respiratorias superiores y el árbol traqueobronquial. El flujo aéreo en estas zonas es turbulento, lo que hace que las grandes partículas contacten con las superficies mucosas y afronten el conjunto completo de estos mecanismos de defensa. La humidificación también hace que los microorganismos higroscópicos aumenten su tamaño, lo que facilita su atrapamiento.


Cuando se deposita una partícula, la capa mucociliar transporta al invasor fuera de los pulmones. La tos colabora en dicha expulsión. Este sistema es sorprendentemente eficaz: el 90% del material depositado se elimina en menos de 1 hora. Además, las secreciones bronquiales contienen varias sustancias antimicrobianas, como lisozima, NAMLAA y β-defensinas como HBD-1 y HBD-281,82, RNasa 7 y lectinas pulmonares83,84 y colectinas surfactantes74,84,85. El epitelio de las vías respiratorias también contribuye a la resistencia a la infección. Tras la exposición a los patógenos, las células epiteliales pulmonares expresan S100a, antileucoproteasa3 y grandes cantidades de la proteína en bóveda principal (MVP, major vault protein). En las células infectadas por Pseudomonas aeruginosa, la MVP se localiza en secciones de balsas lipídicas de las membranas celulares y colabora en los procesos de eliminación bacteriana86.


Después de que una partícula alcanza los alvéolos, la expulsión física se torna mucho menos eficaz y los macrófagos alveolares y los histiocitos tisulares desempeñan un papel más prominente en la protección del huésped. Estas células fagocíticas reciben ayuda en la defensa de las colectinas surfactantes SP-A y SP-D, que se unen y opsonizan diversos microorganismos, entre ellos las bacterias gramnegativas, los hongos y Pneumocystis jirovecii (antiguo P. carinii)87.


De forma similar a cualquier mecanismo de defensa, estos mecanismos inespecíficos pueden verse sobrepasados por la presencia de un gran número de microorganismos invasores (p. ej., un respirador contaminado), sobre todo si el huésped está expuesto durante un período prolongado. Su eficacia disminuye por los contaminantes aéreos (p. ej., humo de tabaco), respiradores mecánicos, traqueotomía, infección concurrente, sustancias alergénicas y, en algunos casos, defectos genéticos (p. ej., fibrosis quística), así como por los factores inhibidores de ciertos patógenos88.









Intestino


El pH ácido del estómago y el efecto antibacteriano de las diversas enzimas pancreáticas, la bilis y las secreciones intestinales son los factores defensivos antimicrobianos inespecíficos y eficaces. Las células de Paneth del intestino delgado, localizadas en las criptas de Lieberkühn, segregan sustancias antimicrobianas, como β-defensinas, lisozima y fosfolipasa A de tipo II3,89. Al igual que otras superficies mucosas, el intestino expresa receptores de reconocimiento de patrones microbianos en varios tipos celulares90. La comprensión del modo en el que actúan estos componentes para excluir a los patógenos mientras mantienen las especies comensales es esencial para mantener la salud intestinal. La colonización microbiana en ratones sin microorganismos desencadena la expresión de una lectina segregada de tipo C con propiedades antibacterianas conocidas. La proteína en el ser humano, HIP/PAP91, es una forma de respuesta innata para ayudar a mantener una relación simbiótica92. El peristaltismo y la pérdida normal de las células epiteliales también actúan limpiando el intestino de los microorganismos dañinos. La alteración de estos parámetros puede aumentar la predisposición del huésped a la infección. Por ejemplo, las infecciones por Salmonella y Mycobacterium tuberculosis (Mtb) son más comunes en los pacientes aclorhídricos y la lentificación del peristaltismo con belladona o alcaloides opiáceos prolonga la enfermedad sintomática por patógenos gastrointestinales, como las especies de Shigella. Se ha demostrado que varios estados patológicos se acompañan del movimiento o translocación de productos bacterianos gramnegativos a través de la barrera epitelial hasta llegar a la circulación93. Esto suele asociarse a la pérdida de uniones estrechas entre los enterocitos o la pérdida de éstos en su conjunto. Esto puede relacionarse con la pérdida o alteración de un subgrupo de linfocitos T, los Th17, que segregan el factor de crecimiento de enterocitos denominado citocina Th1794.


La flora normal intestinal compite por los nutrientes (1012 microorganismos por gramo de heces), lo que desempeña un papel protector crucial. La alteración de esta microflora simbiótica intestinal normal, como con el uso de antibióticos de amplio espectro, puede producir un sobrecrecimiento de microorganismos inherentemente patógenos (p. ej., Salmonella typhimurium) o la sobreinfección por microorganismos generalmente comensales (p. ej., Candida albicans). Como siempre, la capacidad competitiva de la flora normal puede ser sobrepasada por la presencia de un gran número de microorganismos patógenos. La probabilidad de desarrollar la salmonelosis se relaciona directamente con el número de microorganismos de Salmonella ingeridos. La excepción a esto es Shigella, que requiere muy pocos organismos para establecer la infección.









Aparato genitourinario


En condiciones normales, la orina es estéril. Los factores que contribuyen a la capacidad del aparato urinario para resistir la infección son complejos. La orina es bactericida para algunas cepas de bacterias, sobre todo a causa de su pH, aunque factores como la hipertonicidad, la urea y otros solutos también intervienen. La proteína de Tamm-Horsfall es una glucoproteína producida por los riñones y excretada por la orina en grandes cantidades (aproximadamente 50 mg/l). Como muchas bacterias se unen ávidamente a ella, la proteína actúa como una esponja y es un mecanismo de defensa natural del huésped contra la colonización y posterior infección, al impedir que estas bacterias consigan acantonarse en el revestimiento celular del aparato urinario95.


El aparato urinario inferior es lavado con la orina de cuatro a ocho veces diarias, eliminando los potenciales patógenos, a menos que sean capaces de fijarse con firmeza a las células epiteliales del aparato urinario (p. ej., Neisseria gonorrhoeae, ciertas cepas de E. coli). La retención urinaria o el vaciamiento vesical incompleto impiden este proceso de lavado.


La longitud de la uretra masculina (20 cm en el adulto) también proporciona protección pasiva y las bacterias pocas veces consiguen acceder a la vejiga en los varones, a no ser que se introduzcan por manipulación instrumental. La uretra femenina es mucho mas corta (5 cm en el adulto) y los microorganismos la atraviesan con más facilidad, de ahí que las infecciones del aparato urinario inferior resulten 14 veces más frecuentes en las mujeres que en los varones.


El estado hipotónico de la médula renal representa un medio desfavorable para la mayoría de los microorganismos. Esto puede disminuir por la mayor concentración de niveles de glucosa secundarios a la hiperglucemia, lo que explica la mayor incidencia de pielonefritis en los diabéticos.


La vagina tiene un mecanismo de protección adicional específico. Bajo la influencia hormonal, sobre todo de los estrógenos, el epitelio vaginal contiene grandes cantidades de glucógeno que los bacilos de Döderlein y otros comensales metabolizan en ácido láctico. Bacilos de Döderlein es un término genérico usado para describir los bacilos acidógenos grampositivos, sobre todo los lactobacilos, residentes en la vagina. Las secreciones vaginales normales contienen 108/ml de estas bacterias. Crean un entorno ácido que es desfavorable para la mayoría de los patógenos. Las secreciones vaginales de las mujeres con vaginitis inespecíficas o vaginosis, una alteración del ecosistema protector vaginal normal, y de las pacientes con otras enfermedades de transmisión sexual se caracterizan por un pH elevado96. Al igual que sucede con otras superficies mucosas, el tracto genital también tiene varios factores antimicrobianos que forman una barrera bioquímica protectora frente a la infección (v. tabla 4-2)97,98.









OJO


El lavado constante del ojo por las lágrimas constituye un medio eficaz de protección. Las sustancias extrañas son diluidas y eliminadas continuamente a través de los conductos lagrimales hacia la cavidad nasal. Las lágrimas también contienen grandes cantidades de lisozima y otras sustancias antimicrobianas.









Fagocitosis y autofagia


La fagocitosis es el mecanismo por el que los microorganismos que penetran en el cuerpo son englobados y destruidos por diversas células fagocíticas, como las células dendríticas, los neutrófilos polimorfonucleares (PMN) y los macrófagos (v. caps. 8 y 9).


Los macrófagos se encuentran en todos los tejidos corporales, mientras que los PMN y los monocitos circulan por la sangre y los vasos linfáticos. Existe una comunicación cruzada habitual entre todas estas células centinelas y, cuando un microorganismo es notado o detectado, secretan diversas sustancias quimiotácticas, como quimiocinas, que en última instancia conducen a la migración celular a través de los tejidos, lo que produce diversos grados de inflamación.


Cuando un microorganismo se interioriza en un fagosoma, suele ser destruido por varios factores microbicidas, como intermediarios reactivos del nitrógeno y el oxígeno y péptidos tóxicos. Los microorganismos destruidos son digeridos, los péptidos microbianos se unen a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y el complejo migra a la superficie celular para presentarse a su receptor de linfocito T relacionado. Este proceso denominado presentación del antígeno da como resultado una expansión clónica específica de linfocitos T y supone una interfase crucial entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo.


La fagocitosis por PMN independiente de opsonina se relaciona con el ángulo de contacto entre el microorganismo y la superficie en la que descansa. Como consecuencia de esta relación física, la fagocitosis resulta más eficaz cuando los microorganismos están atrapados en pequeños espacios tisulares (p. ej., alvéolos) que cuando residen en superficies lisas o abiertas (p. ej., membrana sinovial) o flotan libremente en la sangre99.


Además, la mayoría de los tipos celulares pueden emplear la autofagia como mecanismo innato para eliminar los patógenos intracelulares. Un patógeno invasor, como Mtb o Toxoplasma gondii encuentra un refugio seguro en estructuras vesiculares del citoplasma. La autofagia es el proceso por el que las células destruyen estos microorganismos mediante la fusión de lisosomas con la vesícula que contiene al patógeno. En el caso de Mtb, el gen de la guanosintrifosfatasa relacionado con la inmunidad (IRGM) desencadena la autofagia y produce orgánulos autolisosómicos de gran tamaño100.


La relación entre la autofagia, infección y las enfermedades humanas crónicas está en aumento. Los genes CARD15 e IL23R, junto con ATG16L1, se han relacionado en estudios de asociación de todo el genoma con la susceptibilidad de sufrir la enfermedad de Crohn. El gen ATG16L1 debería intervenir en la autofagia de Salmonella typhimurium, lo que sugiere que la eliminación incompleta de los microorganismos intracelulares puede desencadenar el estado de activación inmunitaria crónica observado en la enfermedad de Crohn101.


Los fagocitos mononucleares presentes en sangre, ganglios linfáticos, bazo, hígado, médula ósea y pulmón constituyen el sistema reticuloendotelial. Estas células reconocen los microorganismos, las sustancias en partículas y las células del huésped dañadas o seniles mediante PRR en la superficie del macrófago. La familia de receptores «basureros» (scavenger) (SRAI y SRAII, MACRO, CD36, CD68 y CLA-1)102 y el receptor de la manosa103 detectan las estructuras que contienen fosfolípidos y manosa. Estas estructuras se encuentran presentes con frecuencia en los microorganismos, pero no en las células normales del huésped. Las integrinas, sobre todo CD11b/CD18, CD11c/CD18, αV/β1 y αV/β3, reconocen indirectamente las partículas diana mediante su unión con componentes solubles del huésped, entre ellos componentes activados del complemento, vitronectina y fibronectina. Estas moléculas solubles interaccionan con fragmentos de células dañadas, desechos de colágeno, plaquetas alteradas y microorganismos para favorecer su eliminación mediante los macrófagos104,105.


El reconocimiento de las colectinas (proteína de unión a la manosa, el componente del complemento C1q y el surfactante SP-A) por el receptor C1qRp del macrófago también favorece la fagocitosis de los microorganismos recubiertos por estos ligandos105. Además, el CD14 reconoce el lípido A de las bacterias gramnegativas y el ácido lipoteicoico de las grampositivas. La unión del lípido A al CD14 se facilita por su fijación a la proteína de unión al LPS. Cuando estos receptores se encuentran ocupados, los macrófagos se programan para eliminar de la circulación las partículas reconocidas de los complejos.


En condiciones de reposo o equilibrio estacionario, los macrófagos y los monocitos destruyen los microorganismos ingeridos por la generación de metabolitos tóxicos de oxígeno y nitrógeno, como peróxido de hidrógeno, superóxido y óxido nitroso (destrucción oxidativa); la destrucción no oxidativa se produce por las defensinas, la acidificación de las vacuolas fagosómicas, el depósito de hidrolasas ácidas y otras enzimas lisosómicas en los fagolisosomas y la producción de varias moléculas antimicrobianas asociadas a gránulos, tales como los péptidos 1-4 de los neutrófilos, lisozima, elastasa, antileucoproteasas, azurocidina, catepsina G y proteína permeabilizadora/bactericida106-108. Estas moléculas se liberan también en el plasma y otros líquidos corporales durante la inflamación109. Sin embargo, su capacidad microbicida es relativamente limitada si se compara con la de los PMN y los macrófagos activados, estimulados en principio por la respuesta inflamatoria y más tarde por la respuesta inmunitaria adaptativa.


Las personas cuyos bazos han sido extirpados quirúrgicamente o están funcionalmente dañados demuestran de forma espectacular la importancia del sistema reticuloendotelial: cuando las bacterias encapsuladas, como los neumococos, se filtran poco desde la sangre, pueden invadir al huésped asplénico más fácilmente por su replicación relativamente ilimitada en la sangre (v. cap. 315).
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El huésped humano está armado con un conjunto de distintos sensores para detectar al patógeno invasor. Hay varias familias de receptores celulares que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP por su acrónimo inglés). Entre estas familias de PRR se encuentran los receptores de unión a nucleótidos y similares al dominio de oligomerización (receptores similares a Nod, NLR)9,110-112, los receptores similares a lectina de tipo C (CLR)114 y los receptores intracelulares para detectar ARN bicatenario (receptores similares a helicasa de unión a ARN bicatenario)113. La familia de PRR mejor estudiada (los TLR), tiene una estructura conservada en todos los eucariotas y su nombre deriva de los mutantes Toll de Drosophila7,8. En la actualidad, hay 13 TLR conocidos en mamíferos (tabla 4-3). La familia de genes TLR funciona detectando varias moléculas específicas, las PAMP, que son exclusivas de patógenos o de tejidos dañados del huésped. Este concepto de patrones moleculares específicos de patógenos forma la base para la visión actual de cómo el huésped detecta la invasión7,114-119. Se ha demostrado que ligandos específicos activan los 10 TLR cuyos ligandos se han identificado (los ligandos de los TLR 10, 12 y 13 aún no se conocen120) y comprenden desechos microbianos y de las células del huésped (v. tabla 4-3).


Tabla 4-3 Receptores tipo Toll y sus ligandos*






	Miembro TLR

	Ligandos (origen)






	TLR1

	Triacil lipopéptidos (bacterias, micobacterias)






	 

	Factores solubles (especies de Neisseria)






	TLR2

	Lipoproteína/lipopéptidos (diversos patógenos)






	 

	Peptidoglucano (bacterias grampositivas)






	 

	Ácido lipoteicoico (bacterias grampositivas)






	 

	Lipoarabinomanano (micobacterias)






	 

	Modulina soluble en fenol (especies de Staphylococcus)






	 

	Glucoinositolfosfolípidos (Trypanosoma cruzi)







	 

	Glucolípidos (Treponema maltophilum)







	 

	Porinas (especies de Neisseria)






	 

	Zimosano (hongos)






	 

	LPS atípico (Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivalis)







	 

	HSP70 (huésped)






	TLR3

	ARN bicatenario (virus)






	TLR4

	LPS (bacterias gramnegativas)






	 

	Taxol (planta)






	 

	Proteína de fusión (VRS)






	 

	Proteínas de la cubierta (MMTV)






	 

	HSP60 (Chlamydia pneumoniae)






	 

	Proteína F (citomegalovirus)






	 

	HSP60 (huésped)






	 

	HSP70 (huésped)






	 

	Dominio A extra repetido de tipo III de fibronectina (huésped)






	 

	Oligosacáridos del ácido hialurónico (huésped)






	 

	Fragmentos polisacáridos del sulfato de heparina (huésped)






	 

	Fibrinógeno (huésped)






	TLR5

	Flagelina (bacterias)






	TLR6

	Diacil lipopéptidos (especies de Mycoplasma)






	TLR7

	Imidazoquinolina (compuestos sintéticos)






	 

	Loxoribina (compuestos sintéticos)






	 

	Bropirimina (compuestos sintéticos)






	 

	Análogos del nucleósido guanina (compuestos sintéticos)






	TLR8

	R848/resiquimod ARN monocatenario






	TLR9

	CpG ADN (bacterias)






	 

	Cromatina:complejos IgG (huésped)






	TLR10, 12, 13

	?






	TLR11

	Profilina (bacterias)







* Esta tabla muestra los ligandos para los receptores tipo Toll (TLR) de mamíferos: derivados de los patógenos y ligandos derivados de las células del huésped (en negrita). LPS, lipopolisacárido; MMTV, virus del tumor mamario murino; VRS, virus respiratorio sincitial.


Adaptada de Takeda K, Kaisho T, Akira S. Toll-like receptors. Annu Rev Immunol.2003;21:335-376; Ozato K, Tsujimura H, Tamura T. Toll-like receptors signaling and regulation of cytokine gene expression in the immune system. BioTechniques.2002;33:S66-S75; Beg AA. Endogenous ligands of Toll-like receptors: Implications for regulating inflammatory and immune responses. Trends Immunol. 2002;23:509-512; Lee J, Chuang T-H, Redecke V y cols. Molecular basis for immunostimulatory activity of guanine nucleoside analogs: Activation of Toll-like receptor 7. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100:6646-6651; y Heil F, Hemm H, Hochrein H y cols. Species-specific recognition of single-stranded RNA via toll-like receptors 7 and 8. Science.2004;303:1526-1529.


Mediante varias cascadas de señalización, los TLR activados activan el factor de transcripción nuclear kappa B (NF-κB), que se describe con más detalle en la siguiente sección. Esto a su vez conduce a la regulación de muchos genes de citocinas y de receptores de citocinas del huésped, como los de IL-1, IL-1R, factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12, que tienen efectos redundantes y multifactoriales (tabla 4-4). Dependiendo de los TLR que se activan, la producción de citocinas puede llevar a la presentación clínica completa de la respuesta de fase aguda, incluida la fiebre (v. más adelante). Ya sea como resultado de una infección o de un traumatismo, la inflamación aguda se desencadena siguiendo la misma vía. La señalización de los TLR activa también la respuesta inmunitaria adaptativa119. Los adyuvantes para todas las vacunas actuales funcionan a través de la activación de las vías de los TLR. El más potente, el adyuvante completo de Freund, es una emulsión de agua en aceite que contiene componentes de la pared celular de las micobacterias que activan los TLR-1, TLR-2 y TLR-4 (v. tabla 4-3). El adyuvante más sencillo, el alumbre (hidróxido de aluminio), induce moléculas implicadas en la presentación de antígenos en los monocitos, MHC de clase II, CD40, CD54, CD58, CD83 y CD86, estimula la diferenciación del monocito hacia una morfología de célula dendrítica e induce la secreción de IL-4, una citocina con potentes propiedades favorecedoras de la producción de anticuerpos121.


Tabla 4-4 Citocinas inducidas como parte de la respuesta innata






	Citocina

	Respuesta






	IL-1

	Respuestas inflamatorias; edema y producción de prostaglandinas; producción de IL-2; crecimiento de linfocitos






	IL-2

	Estimula el crecimiento y la diferenciación de los linfocitos Th, Treg y B activados; suprime el desarrollo de los linfocitos T Th17; activa las células de la estirpe de monocito/macrófago; induce interferón-γ y TNF-α






	IL-4

	Estimula el crecimiento y la diferenciación de los linfocitos B y la citocina que conduce a Th2; intenso inductor de MHC de clase II






	IL-6

	Proinflamatoria; inductora de las proteínas de la respuesta inflamatoria inicial en los hepatocitos; activa las CMSP; diferenciación de linfocitos B






	IL-8

	Favorece la inflamación, producida por los macrófagos y las células endoteliales; induce la quimiotaxis de los linfocitos T






	IL-10

	Atenuadora; antagonista de IL-12, inhibe IFN-γ, IL-1, IL-6 y TNF-α; la predisposición a Th2 también activa los linfocitos B






	IL-12

	Antagonista de IL-10; induce IFN-γ; predispone a Th1






	IL-13

	Factor de crecimiento de los linfocitos B; estimula el crecimiento y la diferenciación de las células alérgicas efectoras






	IL-15

	Estimula el crecimiento y la diferenciación de los linfocitos T y B; activa las células de la estirpe de monocito/macrófago; induce interferón-γ y TNF-α, estimula la citotoxicidad de los linfocitos NK






	IL-17

	Proinflamatoria; secretada por linfocitos CD4 Th17; favorece la homeostasis de los neutrófilos y la integridad epitelial intestinal






	IL-18

	Induce INF-γ (en presencia de IL-12); miembro de la familia de IL-1






	IL-23

	Miembro de la familia IL-12, favorece la diferenciación de linfocitos Th17






	IL-25

	Miembro proinflamatorio de la familia Th17; secreción por las células epiteliales inducida por alérgenos y parásitos helmintos → respuesta Th2






	IL-27

	Induce IL-10 → antiinflamatoria; inicia las respuestas inmunitarias de tipo Th1; suprime la diferenciación de linfocitos Th17 y Th2






	IL-33

	Miembro de la familia IL-1, estimula la respuesta Th2; secreción por las células epiteliales inducida por parásitos helmintos






	IFN-α, IFN-β

	Proteínas antivirales, inducen la mayor expresión de MHC de clase I






	IFN-γ

	Activa los macrófagos; aumenta la expresión de MHC de clase I y II; mantiene los linfocitos T activados; estimula la diferenciación de las células presentadoras de antígeno, predispone a Th1






	TNF-α

	Principal citocina proinflamatoria; inductora de la respuesta de fase aguda junto con IL-1 e IL-6; activa los procesos de adherencia y quimiotaxis







CMSP, células mononucleares de sangre periférica; IFN, interferón; IL, interleucina; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; NK, citolítico natural; TNF, factor de necrosis tumoral.






Receptores tipo toll y la cascada de citocinas


Las vías señalizadoras de algunos de los TLR se han definido y se ha comprobado su participación en la producción de citocinas68. Por ejemplo, el TLR-4, activado por LPS o por la proteína del huésped hsp70, activa muchas vías señalizadoras a través de la cola citoplásmica; el resultado final es la activación de los factores de transcripción NF-κB, p38, JNK, IRF-3 e IRF-7. La vía NLR activa la caspasa-1, que es esencial en la conversión de pro–IL-1β en su forma activa111. La vía NF-κB es la reguladora central de la transcripción celular en la inmunidad innata y adaptativa y la inducción de NF-κB resulta esencial para la activación de los linfocitos T y su expansión. La respuesta representa uno de los muchos lugares de transición de la inmunidad innata a la adaptativa. El TLR-4 también activa muchas moléculas coestimuladoras, como CD80/CD86, que ayudan en el desarrollo de las respuestas celulares y humorales al patógeno. La vía del IRF-3 activa el programa de respuesta del interferón y es responsable de un sólido estado antiviral eficaz contra todos los virus. El resultado de la señalización y la activación por TLR es que, en 4 horas, la célula activada está produciendo múltiples citocinas, entre ellas IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-15, IL-23, IL-27, TNF-α, interferón-α (INF-α) e IFN-β (v. tabla 4-4). A través de la inducción de IL-10 e IL-12, la señalización por TLR inicia una cascada que conduce a la síntesis de IFN-γ e IL-4, citocinas cruciales para la respuesta inmunitaria adaptativa. Como en todos los sistemas biológicos, la señalización por TLR tiene también un sistema de retroalimentación que provoca señales que atenúan esta respuesta, sobre todo IL-10.


Los análisis genéticos han permitido una determinación precisa de defectos heredados (los denominados experimentos de la naturaleza) y se ha descrito la primera deficiencia genética en la señalización por receptores Toll, el IRAK-4 (cinasa-4 asociada al receptor de interleucina-1 [interleukin-1 receptor-associated kinase-4])14. Los niños sin IRAK-4 detectable en table en sus células tenían infecciones recidivantes y escasas respuestas inflamatorias. La investigación posterior de las células de estos pacientes demostró que las mismas no producían TNF-α, IL-1β, IL-12p40 o IL-6 en respuesta a diversos ligandos de TLR, incluido el LPS. Estos niños sólo eran susceptibles a una gama reducida de infecciones bacterianas, lo que demuestra: 1) la aparente redundancia de familias multirreceptor presente en el sistema inmunitario innato y 2) la probabilidad de que este defecto fuera transmitido y, potencialmente, expandido en la era de los antibióticos, con prolongación de sus vidas hasta la edad reproductora adulta. Es muy probable que en el futuro se aclaren defectos semejantes en la inmunidad innata y que esto explique en parte la propensión heredada a morir por una enfermedad infecciosa (v. fig. 4-1).









Distribución celular de los receptores tipo toll


La especificidad de los efectos de la respuesta innata se consigue a través de la distribución de subconjuntos de TLR en diferentes tipos de células efectoras inmunitarias (tabla 4-5) y la señalización selectiva a través de cada receptor7,8,122. TLR-1 y TLR-6 se expresan en todos los subtipos celulares. TLR-2 tiene una expresión alta en los monocitos. Las células dendríticas plasmocitoides (CDP) y los linfocitos B expresan niveles altos de TLR-7 y TLR-9. Sin embargo, los linfocitos B expresan niveles elevados de TLR-10 y las CDP muestran una expresión débil de este TLR. Esto es una instantánea del perfil en el estado de reposo y los datos preliminares indican que la regulación de dichos receptores será tan fluida como la del perfil de citocinas que activan.




Tabla 4-5 Distribución de receptores tipo Toll (TLR) en células dendríticas plasmocitoides, monocitos, linfocitos citolíticos, y linfocitos B y T en reposo del ser humano
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Señalización de los receptores tipo toll e iniciación y predisposición de la inmunidad adaptativa


La activación del sistema inmunitario innato tiene varios efectos esenciales en la respuesta inmunitaria adaptativa123. Cuando se estimulan a través de las vías de TLR, las CDP sintetizan las moléculas coestimuladoras CD80/CD86 e IL-12. Cuando las CDP maduran y migran al ganglio linfático que está drenando, actúan como células presentadoras de antígenos, guiando la respuesta inmunitaria adaptativa. Asimismo, los TLR activan los monocitos y los macrófagos para secretar citocinas reguladoras, IL-10 e IL-12, y las células de Kupffer hepáticas para secretar IL-18124,125. IL-12 e IL-18 estimulan de forma conjunta la secreción de IFN-γ mediante los linfocitos citolíticos naturales (NK) y dirigen la inmunidad específica hacia la respuesta tipo 1 (Th1) de los linfocitos T, caracterizada por niveles altos de producción de interferón, desarrollo de hipersensibilidad de tipo retardado y defensa frente a los microorganismos intracelulares. La activación de los monocitos por TLR genera asimismo IL-10, que inhibe la producción de IL-12, estimula la proliferación de linfocitos B y la síntesis de inmunoglobulinas y dirige la inmunidad específica hacia las respuestas Th2, caracterizadas por la síntesis de altos niveles de IL-4 y anticuerpos, en concreto IgE. Las respuestas de anticuerpos tipo 2 (Th2) son cruciales para la defensa frente a algunos virus, bacterias encapsuladas y grandes eucariontes extracelulares, sobre todo helmintos.


El patógeno también puede tener una gran influencia en la respuesta innata y la predisposición posterior en la respuesta inmunitaria. Las infecciones por helmintos polarizan de forma considerable dicha respuesta hacia un perfil Th2, ya que los oligosacáridos lacto-N-fucopentosa y lacto-N-neotetrosa del huevo del esquistosoma predisponen a las respuestas Th2 y suprimen las Th1126,127. Esta predisposición Th2 puede estar mediada por IL-25 e IL-33, dos interleucinas estimuladas por los helmintos128. Estos azúcares se encuentran también en la leche humana, lo que puede reflejar la adaptación del proceso innato para incrementar la probabilidad de una respuesta humoral en el recién nacido a fin de compensar la pérdida de los anticuerpos maternos.


Recientemente se ha descubierto un tercer tipo de linfocito T CD4, el Th17, que produce la familia proinflamatoria IL-17 de citocinas (v. tabla 4-4). Es necesaria la presencia de IL-1, IL-6, IL-23, TGF-β y TNF-α para la diferenciación y la función efectora de los linfocitos Th17. La IL-17 es crítica para la homeostasis de los neutrófilos y el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal. Los linfocitos Th17 se han implicado en la defensa del huésped contra patógenos como M. tuberculosis, así como en enfermedades alérgicas y autoinmunitarias129.









Señalización de los receptores tipo Toll y respuesta inflamatoria inicial


Tres de las principales citocinas inflamatorias, IL-1, TNF-α, e IL-6, inducidas a través de la señalización por TLR y otras vías de PRR son responsables en gran medida de la activación de la respuesta inflamatoria inicial. En primer lugar, estas moléculas actúan como pirógenos: alteran el umbral de temperatura y producen una respuesta febril. Estas citocinas inducen también la síntesis en el hígado de muchas proteínas de respuesta inflamatoria inicial, entre ellas proteína C reactiva130, proteína de unión a LPS131, amiloide A del suero, haptoglobina, ceruloplasmina, fibrinógeno, glucoproteína ácida α1, componentes del complemento C3, C4 y C9, factor B, inhibidor de C1 y proteína de unión a C4b, transferrina, procalcitonina, prealbúmina y anticoagulantes naturales como proteína C, proteína S, plasminógeno, antitrombina, activador del plasminógeno tisular, urocinasa, vitronectina, inhibidor 1 del activador del plasminógeno, α1-antitripsina, α1-antiquimotripsina, β2-macroglobulina, inhibidor pancreático de la secreción de tripsina, factor estimulador de colonias de granulocitos, fibronectina, ferritina, angiotensina, α-fetoproteína, globulina de unión a la tiroxina y factor XII132. Estas proteínas omnipresentes aumentan el número y función de las células fagocíticas, facilitan el suministro de los componentes humorales y celulares a los lugares de inflamación y constituyen un marcador de la inflamación133. La respuesta inflamatoria inicial está mediada por un gran número de células del sistema inmunitario, como monocitos, células de Kupffer y linfocitos T123, por las reacciones de las defensas humorales preexistentes y por la producción de novo de moléculas reguladoras activas (p. ej., citocinas/quimiocinas, prostaglandinas y otros eicosanoides) por fagocitos, linfocitos y células endoteliales.









Quimiocinas y quimiotaxis


Dos familias principales de quimiocinas dirigen la migración leucocítica27,134-136. Los miembros de la familia CXC, cuyas dos primeras cisteínas están separadas por un solo aminoácido, estimulan la quimiotaxis de los PMN, los eosinófilos, los monocitos, las células dendríticas, los linfocitos NK y los linfocitos T. Los miembros de la familia CC, cuyas dos primeras cisteínas están adyacentes, estimulan todos estos leucocitos, a excepción de los PMN, que no expresan receptores de quimiocinas CC. Se han descrito más de 45 quimiocinas, 11 receptores de quimiocinas CC y 6 receptores de quimiocinas CXC. El defecto del receptor de quimiocina CCR5 es muy conocido porque proporciona resistencia a la infección por el VIH. Sin embargo, también se ha demostrado que la pérdida de este receptor de quimiocina se asocia a una mayor susceptibilidad a la infección sintomática por el virus del Nilo occidental137. Este efecto se relaciona en cierta medida con la pérdida de los efectos conocidos de la quimiocina de estimular la expresión de moléculas de adhesión, la migración de leucocitos y la disminución del umbral para la estimulación de los linfocitos T. Las citocinas, en concreto TNF–α e IL-1, aumentan asimismo la expresión de las moléculas de adherencia en células endoteliales, PMN, linfocitos NK y monocitos, lo que ayuda en la unión y transmigración de estas células a los lugares de la inflamación.


Aunque las interacciones de las quimiocinas en las poblaciones de células diana son muy complejas, la IL-8 y la eotaxina son los moduladores predominantes de quimiocina de la migración de PMN y eosinófilos. Los linfocitos T en reposo expresan pocos receptores de quimiocina, pero se ven muy estimulados por la IL-2 junto con la estimulación por el receptor antigénico. La migración más intensa de los linfocitos T a las zonas de inflamación se produce junto con la inmunidad adquirida en lugar de durante la respuesta innata.









Cambios metabólicos


Muchos otros cambios metabólicos reflejan la movilización de los recursos del huésped para su defensa, entre ellos la producción aumentada de tirotropina, vasopresina, insulina y glucagón. También se puede producir un catabolismo intenso de las proteínas musculares, ya que los aminoácidos se usan para la síntesis de células defensoras y de proteínas y la actividad metabólica del músculo en reposo o los escalofríos aumentan para elevar la temperatura corporal.


La disminución del hierro sérico se reconoce desde hace tiempo como un componente de la respuesta inflamatoria inicial. Muchos microorganismos deben buscar el hierro en su entorno para optimizar su crecimiento. La transferrina, una proteína de unión al hierro secretada por los hepatocitos bajo la influencia de IL-6, forma complejos con el hierro libre y limita su disponibilidad para los microorganismos. Los macrófagos interiorizan los complejos hierro-transferrina, retienen el hierro y reciclan la transferrina, lo que reduce aún más la disponibilidad de hierro libre y total en el suero para cualquier invasor potencial138. Sin embargo, los polimorfismos del gen de la lactoferrina se han asociado a la propensión a la diarrea del viajero139.


Los niveles de zinc disminuyen de forma significativa durante la inflamación aguda. Este metal, del que no se conocen depósitos tisulares, favorece la respuesta de los linfocitos, ayuda en la cicatrización de las heridas y participa en la síntesis de las proteínas140. El zinc desempeña un papel crucial en la regulación de la transcripción del ADN y la traducción del ARN. Su disminución en la infección puede reflejar el aumento de su uso por las células metabolizadoras activas.












[image: image] Interferencia de los patógenos con las respuestas inmunitarias innatas


Las bacterias, virus y hongos patógenos han desarrollado métodos para evitar la respuesta inmunitaria innata. Esta capacidad proporciona un método para que los patógenos se asienten relativamente bien. Los puntos de interferencia de los patógenos corren en paralelo con los tres pasos principales de la inmunidad innata: reconocimiento de PAMP, señalización intracelular y expresión de quimiocinas-citocinas desencadenada por los factores de transcripción activados.


Las alteraciones de la estructura de PAMP que se desarrollan para evitar la activación del PRR son un primer paso destacado a la hora de establecerse la infección para varios patógenos. El receptor TLR4 reconoce la estructura del lípido A del lipopolisacárido141, pero Helicobacter142, Coxiella143, Legionella y Rhizobium tienen una alteración de las estructuras del lípido A que no reconoce el TLR4144. La alteración de la estructura del flagelo de Helicobacter también bloquea la señalización por TLR5 por este microorganismo142,145. Otros PRR también se bloquean por patógenos específicos. Un brazo efector de la vía NLR es la activación de IL1β⋅ Los poxvirus han diseñado dos formas de interferir con esta vía de PRR. En primer lugar, las células infectadas secretan un inhibidor de caspasa que evita la maduración de la pro-IL1β146. En segundo lugar, las células infectadas por virus también secretan un receptor soluble de IL-1β, que reduce la concentración sérica de esta citocina esencial147. Los hongos suelen detectarse inicialmente por el CLR. Estos receptores se unen a los glucanos de la superficie fúngica. Varias especies de hongos, como Candida y Pneumocystis, producen distintos patrones glucídicos en sus glucanos de superficie durante distintas etapas de su vida, lo que les vuelve invisibles a la vía de CLR148. Los virus han desarrollado varias formas de bloquear las vías de señalización intracelular implicadas en la inmunidad innata, como la inactivación de IRF-3 e IRF-7, como ya se ha descrito149. El primer ejemplo de interferencia viral con la inmunidad innata fue el bloqueo de las proteínas responsables de los efectos antivirales de los interferones150,151. Resulta interesante señalar que una subunidad de la toxina del carbunco (el factor letal) también tiene un intenso efecto sobre la vía de señalización inmunitaria innata, en concreto, seleccionando la vía de la MAP cinasa para la degradación proteolítica152. Esto también induce la apoptosis de las células infectadas, lo que favorece la patogenia del microorganismo.


Como ya se ha indicado, el tercer punto principal de interferencia de los patógenos con la señalización inmunitaria innata es la inhibición de la activación de los factores de transcripción que activan a su vez los genes de la respuesta inicial. En primer lugar, la proteína K1L del virus vaccinia bloquea la activación153 de NF-κB y la región líder de la proteinasa, L(pro), del virus de la enfermedad pie-boca digiere este factor de transcripción esencial154. En conjunto, estas adaptaciones demuestran las diversas estrategias que han adoptado los microorganismos para establecer la infección.









[image: image] Alteración y exageración de la inmunidad general inespecífica e innata


La alteración de la inmunidad natural, que se detecta con más facilidad mediante las pruebas cutáneas de hipersensibilidad retardada, puede deberse a numerosas enfermedades. En Estados Unidos, el cáncer terminal, las nefropatías, el SIDA, las hepatopatías y el alcoholismo son las enfermedades subyacentes más comunes que producen respuestas inmunitarias disminuidas. A escala mundial, la desnutrición es la causa principal del aumento de la predisposición y la gravedad de varias infecciones, entre ellas las infecciones bacterianas del oído medio potencialmente mortales, la caries dental invasora, la infección por VIH y las infecciones habituales de la infancia, especialmente el sarampión155,156. Un sistema inmunitario alterado o disfuncional es asimismo un determinante crucial de la evolución de una sepsis (v. cap. 70)157.






Nutrición


Es bien conocido que las personas con desnutrición, ya sea preexistente (desnutrición proteicocalórica) o inducida por la enfermedad (desnutrición causada por citocinas), tienen infecciones más graves158. Las vitaminas A y D en concreto desempeñan papeles centrales156,159,160. La disfunción inmunitaria celular se afecta de forma desproporcionada y el aporte nutritivo tiene un efecto beneficioso demostrable en el pronóstico161. Antes de la aparición de los antibióticos, la tuberculosis solía tratarse con éxito con terapias basadas en la nutrición, que en algunos pacientes incluían el consumo de 20-30 huevos diarios (v. cap. 10).









Envejecimiento


Aunque los datos relativos a los efectos del envejecimiento en la inmunidad y la infección son confusos y a veces contradictorios, este proceso tiene un efecto sobre el sistema inmunitario que se puede definir como inmunosenescencia162. Superpuestos e interrelacionados con esta alteración generalizada se encuentran el aislamiento social y las mermas relacionadas con la edad de la estructura de los órganos y su función. Con independencia de este escenario, en los ancianos existe una mayor incidencia de neumonías (2 veces), colecistitis (2-8 veces), apendicitis (15-20 veces), diverticulitis, bacteriemia (3 veces), bacteriuria asintomática, infecciones del aparato urinario (5-10 veces), reactivación del virus varicela-zóster y de la tuberculosis (10 veces), meningitis bacteriana (3 veces) y endocarditis bacteriana (2-3 veces). La mortalidad es muy elevada entre los pacientes mayores de 65 años infectados por el coronavirus asociado al síndrome respiratorio agudo grave (SRAG)163. El mayor efecto del envejecimiento se produce sobre la inmunidad celular; en la inmunidad humoral hay un efecto menor, aunque sustancial164.









Estrés


Un número creciente de pruebas ha mostrado una relación inversa entre el estrés y la función inmunitaria; el resultado final es una predisposición incrementada a la infección165. Las vías de retroalimentación responsables de este efecto permanecen desconocidas.









Hormonas


Existe un aumento de la producción de corticotropina durante la respuesta inflamatoria y parece aumentar el potencial de supervivencia del huésped. El efecto depresor del exceso de corticoides en la inflamación es bien conocido y probablemente represente un mecanismo de retroalimentación significativo para modular la respuesta inflamatoria.


Los estrógenos afectan al revestimiento de la vagina, con un aumento de la resistencia inespecífica. La función de los linfocitos T se encuentra atenuada durante el embarazo166, lo que puede influir en la gravedad de ciertas infecciones, como las causadas por el virus de la poliomielitis, Coccidioides immitis, estreptococos β-hemolíticos del grupo A, virus de la gripe y N. gonorrhoeae, sobre todo en el tercer trimestre.









Alteración de la regulación


El proceso de compilación de la respuesta inicial inespecífica suele resultar eficaz para controlar la invasión microbiana. Sin embargo, con una invasión microbiana abrumadora y la liberación de grandes cantidades de productos microbianos, el fracaso del control de la retroalimentación puede conducir al síndrome catastrófico del shock séptico159 (v. cap. 70). Como ya se ha indicado, existen controversias sobre la causa principal de fallecimiento desencadenada por la epidemia de gripe de 191832-34. Además, si las infecciones no se controlan y se hacen crónicas, algunos desajustes metabólicos (p. ej., disminución de la albúmina en suero, secuestro del hierro, atrofia muscular) persisten y pueden llegar a ser graves.









Flora microbiana comensal normal


La flora comensal normal constituye un ecosistema crucial que desempeña un papel de relevancia en la protección del huésped ante la invasión microbiana por microorganismos patógenos167. Sus mecanismos protectores son los siguientes: 1) competición por los mismos nutrientes (interferencia), 2) competición por los mismos receptores en las células del huésped (tropismo), 3) síntesis de productos secretados, como bacteriocinas (antibióticos), que son tóxicos para otros microorganismos, por lo general de la misma especie, 4) producción de ácidos grasos volátiles u otros metabolitos que son tóxicos para los microbios competidores, 5) estimulación continua del sistema inmunitario para mantener niveles bajos, pero constantes, de la expresión de la molécula de histocompatibilidad de clase II (HLA-DR) en macrófagos y otras células presentadoras de antígenos, y 6) estimulación de los factores inmunitarios de protección cruzada, como los anticuerpos naturales (v. después).


El efecto último de los tres primeros mecanismos protectores consiste en limitar la cantidad o el predominio de cualquier otra especie. La antibioterapia de amplio espectro disminuye el número total de bacterias en el intestino. Esta actividad da como resultado una proporción aumentada de especies micóticas, en general comensales, y de cepas bacterianas resistentes. Cuando la antibioterapia cesa se produce un rebrote natural y el intestino es repoblado. Sin embargo, hay una ventaja selectiva para las enterobacterias aerobias de rápido crecimiento sobre los anaerobios de replicación más lenta. Esta ventaja aumenta la probabilidad de desarrollar una bacteriemia por gramnegativos. Casi todos los microorganismos colonizadores son transitorios, pero algunos persisten durante toda la vida, lo que supone que el coste biológico para el huésped y el microorganismo es bajo.


La flora microbiana que porta el huésped se puede dividir en dos grupos: 1) flora residente normal, que se encuentra con frecuencia y que, si se perturba, se recoloniza de inmediato, y 2) flora microbiana, que puede colonizar al huésped temporalmente, durante períodos que van desde horas a semanas. Algunos microorganismos colonizan de manera característica ciertas partes del cuerpo (tropismo). Este hecho se tiene en cuenta cuando el clínico decide si un microorganismo determinado se está comportando de forma patógena. Las bacterias y los hongos comprenden microorganismos comensales y simbióticos. Los protozoos son menos ubicuos, casi siempre residen en el aparato digestivo y tienen más prevalencia en países en vías de desarrollo. Los micoplasmas y los virus son miembros mucho menos prevalentes de la flora comensal del huésped.


Las especies que forman la flora comensal normal están influidas por factores ambientales, como la dieta, las condiciones sanitarias, la polución aérea y los hábitos higiénicos167,168. Los lactobacilos son comensales comunes en el intestino cuando los productos lácteos representan una parte significativa de la dieta; los protozoos son habitantes intestinales comunes de las personas que viven en zonas con condiciones sanitarias deficientes y un paciente con bronquitis crónica subyacente tiene más probabilidad que otros de albergar Haemophilus influenzae en el árbol traqueobronquial.


Las hormonas también pueden influir en la flora comensal normal. La flora vaginal premenárquica y posmenopáusica difiere mucho de la que está presente durante la etapa fértil. La flora comensal normal también está influida por los receptores genéticamente determinados de las células del huésped, a la que se adhieren los microorganismos y que determinan o seleccionan los microbios que colonizarán un huésped en concreto (v. sección anterior sobre tropismos tisulares y herencia).


Un efecto beneficioso considerable de la flora normal en el sistema inmunitario es el de mantenerlo «a punto» y con una respuesta más rápida y eficaz ante los microorganismos invasores. Los antígenos suelen ser presentados al sistema inmunitario de manera ordenada y específica. Los linfocitos T reconocen los antígenos sólo después de que se hayan mostrado en la superficie de un macrófago (u otra célula presentadora de antígenos) en asociación física con una molécula del MHC. Por lo general, el 75-85% de los monocitos circulantes en adultos mantiene niveles bastante altos de expresión de moléculas del MHC. La expresión de MHC es mucho menor en los monocitos de los recién nacidos humanos, de los ratones neonatos y de los animales libres de microorganismos. La estimulación constante por la flora microbiana natural del huésped mantiene el nivel relativamente elevado de expresión de moléculas del MHC en los macrófagos y, quizá, en otras células presentadoras de antígenos, lo que sirve para mantener el sistema inmunitario a punto. Esta modulación se debe, al menos en parte, a la producción de bajo nivel de IFN-γ; IL-4 y otras citocinas y quimiocinas por los linfocitos T activados (v. sección anterior sobre citocinas y la tabla 4-4) y las células endoteliales y representa una interfase esencial entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo. En comparación con estos beneficios positivos, las consecuencias negativas de la colonización por microflora natural son: la estimulación de anticuerpos bloqueadores no funcionales169, las respuestas de reacción cruzada a los tejidos del huésped, las respuestas inapropiadas de linfocitos T170 y la inflamación crónica de bajo grado, que es una parte integrante de las afecciones degenerativas crónicas, como en la enfermedad cardiovascular y el cáncer133,171,172.









Anticuerpos naturales


Anticuerpos naturales es el término utilizado para designar los anticuerpos que son específicos, pero sin gran afinidad, de un microorganismo, encontrados en personas sanas sin antecedentes previos de infección por dicho microorganismo. Estos anticuerpos son cruciales para la defensa inmunitaria contra muchas bacterias, sobre todo las bacterias encapsuladas, como N. meningitidis y H. influenzae tipo b.


Algunos de estos anticuerpos se estimulan como resultado de la colonización de la orofaringe, el intestino u otros lugares por microorganismos que comparten antígenos con reacción cruzada (protección cruzada). Otros anticuerpos se desarrollan aparentemente con independencia de la estimulación antigénica, son polirreactivos (es decir, reaccionan de forma individual con epítopos relacionados), se encuentran en el suero y las secreciones y se han observado en recién nacidos, en ratones atímicos y en animales libres de microorganismos173. Sin embargo, estos anticuerpos no son siempre beneficiosos. Los anticuerpos IgA del suero específicos para N. meningitidis pueden predisponer a una persona, de otra forma inmune, a que sea susceptible mediante la fijación preferente del microorganismo, lo que bloquea el efecto beneficioso bactericida de los anticuerpos protectores IgG e IgM169. Los anticuerpos de los grupos sanguíneos son consecuencia de la colonización del intestino por microorganismos que llevan antígenos de reacción cruzada. Estos anticuerpos suelen tener una baja avidez por la mayoría de los microorganismos con reacciones cruzadas.
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5 Genética humana e infección




Adrian V.S. Hill





La variación genética en el huésped tiene una influencia considerable en la evolución de las enfermedades infecciosas causadas por numerosos microorganismos. Tales interacciones han sido bien estudiadas en los seres humanos, donde los patógenos y el genoma del huésped están identificados adecuadamente. En los últimos años, la metodología y las técnicas disponibles para analizar la variación genética humana han avanzado con rapidez, lo que ha facilitado la identificación de un gran número de genes asociados a alteraciones de la predisposición a patógenos infecciosos. Las secuencias completas del genoma humano y los millones de polimorfismos nucleotídicos únicos (SNP) identificados proporcionan un recurso muy potente para el análisis molecular de las distintas predisposiciones. En concreto, la disponibilidad de millones de nuevos marcadores genéticos con una posición definida en la secuencia genómica humana resulta clave para la localización de los genes de predisposición y la definición de sus variantes funcionales. A pesar de que muchos genes ya se han asociado a la predisposición a varias enfermedades, puede que sólo representen una pequeña fracción de todos los genes relevantes. De hecho, es muy probable que la predisposición a la mayoría de las enfermedades infecciosas en los seres humanos sea sumamente poligénica y la identificación de los genes de predisposición y resistencia está proporcionando nuevas perspectivas sobre la patogenia de la enfermedad y los mecanismos de resistencia. Por otro lado, parece mucho más probable que una proporción considerable de la variación funcional en el genoma humano haya evolucionado para facilitar protección contra patógenos infecciosos, llevándonos a la variación poligénica observada en la predisposición entre los individuos y las diferentes poblaciones humanas.
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Hay varios tipos de pruebas que demuestran el papel esencial de la genética del huésped en las variaciones de la predisposición a las enfermedades infecciosas. En algunas infecciones, como la lepra, se ha creído que la enfermedad ha estado siempre circunscrita a familias1, pero a menudo resulta complicado valorar la importancia relativa de la proximidad a un caso índice y los genes compartidos. Sin embargo, el aumento del riesgo de enfermedad en un hermano comparado con el riesgo de la población general es una medida útil del alcance del componente genético en una enfermedad multifactorial2, y parece ser del orden de 1,5-5 para varias enfermedades infecciosas3.


También se han advertido diferencias aparentes entre razas y poblaciones en la predisposición4,5. Sorprende, sobre todo, la predisposición aparentemente aumentada a las infecciones virales y la tuberculosis detectada en algunas poblaciones sin exposición previa6. En los indios Qu’Appelle de Saskatchewan, tras varias décadas de exposición a la tuberculosis, la incidencia de la enfermedad se redujo 50 veces7. El uso de la terapia antipalúdica para la sífilis en personas no inmunizadas8 y la vacunación accidental de algunos niños con Mycobacterium tuberculosis en vez de con el bacilo de Calmette-Guérin en Lübeck, Alemania, proporcionó una prueba directa de la susceptibilidad variable a tales patógenos.


Además de estos datos observados, estudios en niños adoptados y en gemelos han proporcionado una cuantificación más directa de la importancia de la genética del huésped en la predisposición a las enfermedades infecciosas. En un estudio en más de 900 niños adoptados escandinavos, la muerte precoz de un padre biológico, no adoptivo, por una enfermedad infecciosa, se relacionó con un aumento de casi seis veces del riesgo de muerte por causa infecciosa del niño adoptado, lo que da consistencia al papel considerable de la genética del huésped9. Varios estudios en gemelos también han revelado mayores tasas de concordancia entre parejas de gemelos monocigóticos que dicigóticos que comparten, respectivamente, el 100% y el 50%, como media, de sus genes. Las enfermedades estudiadas eran: tuberculosis, poliomielitis, lepra, infección persistente por el virus de la hepatitis B (VHB), infección por Helicobacter pylori y paludismo10-15 (tabla 5-1). En general, se ha demostrado con facilidad un papel significativo de los factores genéticos del huésped en infecciones en las que sólo una parte de las personas infectadas desarrolló enfermedad, en infecciones crónicas más que en agudas y en la gravedad de la enfermedad infecciosa más que en la predisposición a la infección en sí misma.




Tabla 5-1 Estudios en gemelos de algunas enfermedades infecciosas*
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Abordajes


Se han usado varios abordajes distintos, por lo general complementarios, para identificar los genes implicados en la predisposición a las enfermedades infecciosas. La estrategia más adoptada en los estudios humanos, con diferencia, ha sido la valoración de los genes candidatos en estudios de casos y controles. Aquí, las frecuencias de las variantes de un gen con un posible papel en la resistencia se comparan entre personas con y sin enfermedad. Se necesitan grandes tamaños de muestra, sobre todo para alelos raros o genes multialélicos, si bien tales genes candidatos provienen de diversos orígenes. Una distribución geográfica determinada de ciertas variantes de hemoglobina indica que pueden tener un papel en la resistencia al paludismo. Se identificaron unos cuantos genes que afectan a la predisposición a la infección en diferentes tipos de ratones, lo que llevó a la valoración de sus homólogos humanos. Se sugirieron otros genes candidatos a partir de los estudios de la predisposición de ratones con varios defectos genéticos ante patógenos infecciosos. Los análisis de la expresión de varios tejidos mediante micromatrices y cribado pangenómico están proporcionando en la actualidad una nueva fuente de genes candidatos. Por último, las variantes de los genes conocidos por su papel en la resistencia inmunitaria o innata a la infección, como el antígeno leucocítico humano (HLA) y la lectina de unión a la manosa (MBL), se han evaluado a partir de sus funciones conocidas.


Un abordaje diferente ha sido la búsqueda de un ligamiento genético en lugar de una asociación con una enfermedad infecciosa en estudios familiares. La identificación de una región cromosómica genéticamente ligada a la predisposición indica que existe un gen (o genes) de predisposición en alguna parte de esa región2. La ventaja de dicho abordaje es que se pueden situar e identificar genes desconocidos sin información previa sobre su función. Aunque la potencia estadística de dicho abordaje es más limitado que el de los estudios de casos y controles, permite emprender un barrido completo de todo el genoma para los principales genes de predisposición. Un abordaje similar en ratones condujo a la localización de numerosos genes de predisposición y luego a la identificación de unos pocos, como el gen del macrófago, Nramp116. Se ha observado que el homólogo humano en este caso, NRAMP1 (ahora denominado SLC11A1, de solute carrier family 11, miembro 1), afecta a la predisposición a la tuberculosis en algunas poblaciones17, en tanto que no se sabe que los homólogos humanos de otros genes de predisposición murina, como el gen de resistencia a la gripe Mx18, presenten variación funcional en los seres humanos.


Más recientemente, la existencia de millones de SNP cartografiados en la secuencia del genoma humano ha permitido el desarrollo de micromatrices de típicamente 0,5 a 1 millón de SNP que permiten que se estudien los marcadores en todo el genoma humano en busca de una posible asociación con enfermedades en un único experimento. Este abordaje, conocido como análisis de asociación pangenómica, utiliza SNP marcados para identificar marcadores que pueden estar asociados causalmente. Aunque esta capacidad es aún incompleta, se están mejorando las matrices de SNP por el empleo de datos a partir de análisis de patrones extensos de asociación de SNP vecinos, denominados haplotipos, en diversas poblaciones humanas. El empleo de estudios de asociación pangenómica en muchas enfermedades ha identificado con éxito nuevos genes de susceptibilidad, y este abordaje está siendo extendido de modo activo a las enfermedades infecciosas20.


Se han utilizado abordajes de ligamiento familiar para localizar e identificar los genes que causan fenotipos monogénicos raros de predisposición. Por ejemplo, se ha observado que las mutaciones en el gen de la cadena receptora del interferón γ (IFN-γ) subyacían en algunos casos raros de predisposición a las micobacterias con patogenicidad débil21,22. Se ha utilizado una secuenciación extensa de los genes candidatos de susceptibilidad para identificar la base molecular de un gran número de síndromes monogénicos raros que aumentan la susceptibilidad a infecciones particulares. Estos síndromes raros se revisan en otra parte23 e incluyen variantes del gen UNC93B1 que confiere susceptibilidad a la encefalitis por herpes simple, mutaciones en los receptores del IFN-γ e interleucina 12 (IL-12) que confieren susceptibilidad a micobacterias y salmonelas y mutaciones que afectan a la cinasa 4 asociada al receptor de interleucina 1 (IRAK-4) aumentando la susceptibilidad a bacterias piógenas. Hasta la fecha, estas mutaciones raras han sido de valor limitado en la identificación de variantes génicas comunes que afectan a la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas poligénicas. Las mutaciones en otros genes diversos que producen una inmunodeficiencia más generalizada se describen en otros capítulos, pero también se han encontrado a frecuencias no polimorfas (p. ej., a una frecuencia de alelos <1%).
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Paludismo


Se han implicado muchos más genes en la diferente predisposición al paludismo que en cualquier otra enfermedad humana o animal (tabla 5-2). Esto refleja, en parte, el éxito precoz en la identificación de la relevancia del polimorfismo de la hemoglobina falciforme y la distribución geográfica de algunos alelos de resistencia al paludismo24. Las pruebas iniciales de la distinta predisposición al paludismo en personas no inmunizadas provienen del uso de la terapia antipalúdica en el tratamiento de la sífilis8. Se observaron grandes diferencias en la predisposición entre personas para la misma dosis y el mismo tipo de parásito del paludismo. Numerosos estudios sobre la hemoglobina falciforme y la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) proporcionaron pruebas claras de su relevancia protectora frente al paludismo por Plasmodium falciparum25,26. La hemoglobina C (HbC)27,28, común en partes del oeste de África, y la hemoglobina E29,30, muy distribuida en el sudeste asiático, también son protectoras. Unos pocos estudios han demostrado la protección relacionada con genotipos heterocigotos para la β-talasemia y varias α-talasemias31,33.


Tabla 5-2 Algunos genes que confieren resistencia al paludismo por Plasmodium falciparum






	Gen

	Variante






	β-Globina

	Talasemias falciformes






	α-Globina

	Talasemias






	Banda eritrocítica 3

	Supresión de 27 pares de bases*







	Receptor de quimiocina Duffy

	Variante promotora†







	Glucoforina C

	Supresión del exón 3






	Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

	Variantes de deficiencia






	Glucosiltransferasas ABO

	Grupo sanguíneo O






	HLA-B

	HLA-B53







 HLA, antígeno leucocítico humano.


* Asociada con resistencia de Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum.


† Asociada con resistencia de P. vivax.


Existen pocas comparaciones útiles entre poblaciones sobre la predisposición al paludismo. Sin embargo, un estudio en distintos grupos étnicos en Mali, en el oeste de África, constató diferencias significativas en las respuestas inmunitarias a P. falciparum y en la predisposición al paludismo entre ellos, que parecen de origen genético4. Las diferencias no se podían explicar por los alelos conocidos de resistencia al paludismo.


En grandes estudios de casos y controles se ha observado que los alelos de clase I y de clase II de HLA influyen en la predisposición al paludismo en África34,35. Sin embargo, hay datos de que los alelos particulares que muestran tales asociaciones difieren entre las poblaciones. La heterogeneidad entre poblaciones puede producirse por múltiples causas, pero una predominante en el paludismo quizá sea el marcado polimorfismo de los antígenos inmunodominantes de aquél. De hecho, se ha observado que el HLA influye en el tipo de parásito del paludismo asociado al paludismo clínico, y las complicadas interacciones entre las cepas del parásito pueden provocar una mayor variabilidad de las asociaciones al HLA36. Parece probable que los mecanismos de protección inmunitaria predominante contra el paludismo varíen geográficamente con los patrones de transmisión.


Los parásitos del paludismo cambian en su capacidad de formar rosetas con los eritrocitos no infectados y de su secuestro en los lechos capilares, y ambos fenotipos se han implicado en la gravedad, en aumento, del paludismo37,38. Los receptores polimórficos del huésped que interaccionan con la superficie de los eritrocitos parasitados, como CD36 y la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), pueden influir sobre la predisposición al paludismo grave, pero los datos son contradictorios39,42. Los grupos sanguíneos ABO afectan a la capacidad de los hematíes parasitados para formar rosetas, y cada vez se dispone de más datos de que el grupo sanguíneo O se asocia con resistencia al paludismo grave43.


Aunque la mayoría de los genes que influyen en la predisposición a la enfermedad infecciosa probablemente tienen relativamente pequeños efectos, hay genes de resistencia al paludismo que constituyen una excepción. Uno es la intensidad del efecto protector de la heterocigosidad para la HbS, con cerca de un 90% de reducción del riesgo de paludismo grave34. La protección ante el Plasmodium vivax aportada por el grupo sanguíneo Duffy negativo se revela completa porque este parásito es incapaz de invadir los eritrocitos de este grupo44. Por último, los portadores melanesios de una deleción de 27 pares de bases en el gen 3 de la banda eritrocítica parecen estar muy protegidos ante P. falciparum45 y mantienen la deleción a frecuencias de hasta 0,35, incluso aunque los fetos homocigotos no sobrevivan a la gestación46.


El paludismo proporciona quizá el mejor ejemplo de variación poblacional en los genes de predisposición y resistencia. Por ejemplo, en el oeste de África, la hemoglobina falciforme, el alelo A– de G6PD, el HLA-B53 y un alelo HLA-DR13 se relacionan con protección, pero todos estos alelos son raros o están ausentes en el sudeste asiático y en Melanesia. En estas últimas regiones, son más prevalentes la HbE, la ovalocitosis, otros alelos de G6DP y las α y β-talasemias.









Enfermedades por micobacterias


Los estudios de predisposición genética a las enfermedades por micobacterias han sido relativamente comunes por varias razones. La agrupación familiar de la lepra y la tuberculosis es bien conocida desde hace tiempo, y la lepra fue considerada por algunos autores como una alteración genética antes de que se identificara a Mycobacterium leprae1. Un accidente en Lübeck, Alemania, en el que se inmunizó a niños con M. tuberculosis en vez de con el bacilo de Calmette-Guérin, proporcionó una prueba precoz de la predisposición variable a la tuberculosis. Esto se apoyó en varios estudios amplios en gemelos que mostraron mayores tasas de concordancia entre parejas de gemelos monocigóticos que en los dicigóticos10 (v. tabla 5-1), aunque un reanálisis del más reciente de estos estudios observó una clara demostración de un efecto genético47. Las observaciones en la presentación de la tuberculosis en algunas poblaciones previamente exentas de la infección y la enfermedad, indican que la disminución en el tiempo de la frecuencia de la enfermedad puede reflejar, en parte, una cierta selección natural de los genes de resistencia7.


En comparación con el paludismo, hay pruebas de que las personas de raza negra pueden ser más susceptibles a la infección por M. tuberculosis que las de raza blanca. Los datos más claros se obtuvieron en una comparación de las tasas de conversión de la tuberculina entre residentes en instituciones de la tercera edad con las mismas condiciones socioeconómicas en Estados Unidos5. Los estudios de antecedentes familiares amplios con múltiples casos de lepra o tuberculosis con técnicas complejas de análisis de segregación indican que sólo uno o dos genes principales pueden estar implicados en el componente genético de la predisposición a estas enfermedades48. El análisis del genoma de M. tuberculosis reveló una conservación destacable de la secuencia entre cepas sin cambios en un solo nucleótido, lo que indica que el polimorfismo genético del huésped podría ser algo más importante49. Por último, la cronicidad de estas enfermedades y la existencia de programas de control en muchos países han facilitado el reclutamiento de familias, así como de casos no relacionados.


Ahora se han asociado varios genes con la predisposición a enfermedades por una micobacteria concreta (tabla 5-3). Los estudios iniciales de la variación del HLA establecieron su importancia en la predisposición a la tuberculosis y la lepra, al menos en poblaciones asiáticas50,51. El HLA-DR2 se relacionó con la predisposición a la lepra tuberculoide en India, y datos más recientes indican una asociación de este tipo de HLA con la predisposición a las dos formas de lepra, tuberculoide y lepromatosa, así como a la tuberculosis en varias poblaciones de Asia52-55. Fuera de Asia no se ha identificado ninguna relación clara con el HLA, y el HLA-DR2 no aparece asociado a la predisposición. La variación en el promotor del gen del factor de necrosis tumoral (TNF) se ha relacionado con una predisposición a la lepra lepromatosa, pero no a la tuberculoide en Bengala, India, y con predisposición a la lepra en sí misma en Brasil56,57.




Tabla 5-3 Algunos genes de predisposición y resistencia implicados en enfermedades bacterianas
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El gen de la proteína macrofágica asociada a la resistencia natural-1 (SLC11A1) fue sugerido como gen candidato para la enfermedad humana por micobacterias, debido a la identificación de su homólogo como un gen de predisposición a algunos patógenos intracelulares en los ratones16. Las variaciones en la región 3′ no traducida y en la región promotora del gen SLC11A1 humano se han ligado a predisposición a la tuberculosis pulmonar en africanos occidentales17 y en otras poblaciones estudiadas, aunque no en todas las analizadas58-60. Sin embargo, la magnitud del efecto observado en la tuberculosis humana es relativamente modesta en comparación con la sugerida por los estudios de predisposición al bacilo de Calmette-Guérin en ratones. Cada vez se dispone de más datos de que una variedad de otros genes candidatos, como el receptor de vitamina D61,62, la proteína adaptadora de señalización Mal/TIRAP63, la lectina de tipo C CD20964, y la quimiocina proteína-1 quimioatractante de macrófagos (MCP-1/CCL2)65, pueden asociarse con tuberculosis en diversas poblaciones, pero se requiere confirmación de estos datos. Se han investigado genes con mayores efectos por estudios de asociación pangenómica de familias con múltiples casos de tuberculosis sin una clara identificación de locus mayores66,67. En estudios familiares similares en la lepra se ha observado una asociación de los genes corregulados PARK2 y PACRG sobre el cromosoma 6 y con una región codificadora del gen del receptor de manosa en el cromosoma 1068,69. Los estudios de asociación de la lepra en poblaciones concretas han implicado una variación funcional en el gen del receptor tipo Toll 1 (TLR1) y en el gen codificador de la citocina linfotoxina α (LTA)70,71.


Las alteraciones genéticas raras han sido a menudo indicadores informativos de los mecanismos de la enfermedad y esto también se aplica a la enfermedad por micobacterias. Se ha encontrado que los niños con mutaciones homocigóticas en el gen del receptor de IFN-γ son muy susceptibles a las micobacterias con patogenicidad débil, incluida la vacuna con bacilo de Calmette-Guérin, y tienen un pronóstico peor21,22. Estos niños parecen tener un incremento limitado de la predisposición a la tuberculosis y una predisposición marcada a la salmonelosis. De manera similar, algunas raras mutaciones genéticas defectivas que afectan a la IL-12 y su receptor producen este fenotipo de notable predisposición a la enfermedad atípica por micobacterias y salmonelas, y que implican directamente a esta citocina y a su vía en la resistencia a dichos patógenos72,73. Una variante intrónica del gen del IFN-γ que parece afectar a la unión de un factor de transcripción, el factor nuclear (NF)-κB, así como otras variantes de este gen de citocina y el receptor del IFN-γ, pueden afectar también al riesgo de tuberculosis74,75.









Infección por el virus de la inmunodeficiencia humana y síndrome de inmunodeficiencia adquirida


Los estudios de cohortes expuestas al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) han identificado una proporción pequeña de personas que, a pesar de la exposición repetida a la infección con parejas sexuales infectadas, permanecen seronegativos76. Algunos de estos trabajadores sexuales resistentes tienen datos inmunológicos de exposición al virus. Asimismo, existen pruebas claras de que las personas varían en la velocidad de progresión de la enfermedad hasta el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) una vez infectadas y ahora se han identificado varios genes que influyen en esta velocidad (tabla 5-4).




Tabla 5-4 Algunos genes de predisposición y resistencia implicados en enfermedades virales
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Se ha notificado un gran número de estudios del tipo de HLA en relación con la velocidad de progresión de la enfermedad. A pesar de las notables diferencias entre los estudios, algunos alelos se han relacionado con la predisposición o resistencia en más de una población. La variación del HLA de clase I es mucho mayor que la diversidad de los genes HLA de clase II, y HLA-B es el locus de clase I más importante77. HLA-B35 y el haplotipo HLA-A1-B8-DR3 se han asociado a una progresión más rápida de la enfermedad en varios estudios78-80. De forma similar, HLA-B27 y HLA-B57 se asocian con una progresión más lenta81,82. También se han implicado combinaciones concretas de los alelos HLA de clases I y II y variantes de los genes del transportador asociado al procesamiento del antígeno (TAP)83. Las pruebas de la relación del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) con la tasa de disminución de los linfocitos T CD4+ en pacientes con SIDA respaldan la relevancia del polimorfismo en esta región84.


Es posible agrupar los tipos de HLA de clase I en los denominados supertipos, basados en los tipos de péptidos unidos por moléculas concretas; el análisis de los supertipos muestra también una asociación convincente con el grado de progresión de la enfermedad85. Se ha observado que el tipo HLA del huésped parece influir en el patrón de diversidad de las secuencias de VIH que emergen durante una infección, lo que indica que la variación del HLA puede influir directamente en la evolución del virus86. Un estudio de asociación del genoma encontró evidencias de que otros loci además de los genes HLA del complejo mayor de histocompatibilidad pueden afectar la velocidad de progresión de la enfermedad.87 Además, los genes que codifican los receptores de las inmunoglobulinas de las células asesinas (KIR), que modulan la actividad de las células asesinas naturales e interactúan físicamente con las moléculas HLA de clase I, también pueden interactuar genéticamente o epistáticamente, por lo que las variantes de genes KIR modulan el riesgo asociado con un tipo de HLA88.


El descubrimiento del papel de los receptores de quimiocinas (CCR) como correceptores para los CD4 para la entrada del virus en los macrófagos y los linfocitos ha dado lugar a numerosos estudios de variantes genéticas de estos receptores y sus ligandos. Las asociaciones del gen CCR5 con la resistencia a la infección y la progresión más lenta de la enfermedad ahora se encuentran bien establecidas (v. más adelante)89, y las variantes en el gen CCR2 se han relacionado con una progresión alterada de la enfermedad90. Datos escasos avalan un papel para otros genes en la regulación de la activación de las células T normales (RANTES)91,92, el polimorfismo secretor93, y MCP-194 en la susceptibilidad a la infección o progresión de la enfermedad. También se ha observado que la variación en el número de copias en la región del gen CCL3 (MIP-1α), que lleva a un número variable de copias del gen CCL3L1, se asocia con progresión de la enfermedad por el VIH95 aportando quizá un nuevo ejemplo, además de variantes en el número de copias de la α-globina, del impacto de la variación estructural en el genoma sobre el riesgo de enfermedad infecciosa. Sin embargo, mucha de la información disponible sobre la predisposición genética viene de estudios de predisposición a los virus del subtipo B en norteamericanos o europeos y poco se conoce sobre los genes que determinan la predisposición en las poblaciones africanas y asiáticas de alta prevalencia, donde otros subtipos son prevalentes.









Hepatitis persistente


El virus de la hepatitis B (VHB) se descubrió durante estudios genéticos de poblaciones y de inmediato se evidenció que el hecho de portar el antígeno de superficie de la hepatitis B tendía a manifestarse en familias96,97. Algunos estudios poblacionales y familiares sugirieron la presencia de un gen principal autosómico recesivo. La capacidad o incapacidad para deshacerse del VHB es una de las dicotomías inmunogenéticas más sorprendentes en medicina, con un 1-12% de personas infectadas que se transforman en portadoras crónicas. Un estudio relativamente pequeño en gemelos de Taiwán probó que la predisposición a ser portador crónico de VHB, pero no a la infección por VHB, estaba genéticamente determinada13.


Ha habido varios estudios de genes del HLA de clase I y II en la infección por VHB que en principio mostraron poca consistencia. Un estudio en dos fases de pacientes de Qatar constató que el HLA-DR2 iba unido a la eliminación viral y el HLA-DR7 a la persistencia98. Un estudio mayor en gambianos infectados de manera persistente constató una asociación protectora con el alelo HLA-DRB1*1302, así como un efecto protector de la heterocigosidad en la región de la clase II99,100. El mismo alelo HLA-DR13 puede estar relacionado con la protección en los europeos101. Los antígenos HLA de clase II también se han asociado a la evolución de la infección por el virus de la hepatitis C (VHC). En comparación con la infección por VHB, muchas personas no consiguen eliminar el VHC. Se han asociado HLA-DRB1*1101 y el alelo ligado HLA-DQB1*0301 con mayores tasas de eliminación en los europeos102.


En estudios aislados se han asociado algunos genes no HLA, TNF103, MBL104 y receptor de la vitamina D con la predisposición a la persistencia de VHB, y el genotipo de la haptoglobina puede influir en la eliminación de la infección por VHC105. Otros genes como IL-10106 pueden repercutir en la respuesta al tratamiento antiviral en la infección por VHB y VHC, y la definición de estos factores genéticos podría ayudar a identificar en un futuro a aquéllos con más probabilidad de responder a terapias caras y complicadas. La prevalencia alta de la infección persistente por VHB en algunas poblaciones ha alentado a intentar la identificación de los principales genes no MHC, usando estudios de vínculos en familias. En africanos occidentales procedentes de Gambia, se identificó el vínculo en los genes del cromosoma 21 que codifican componentes de IFN-α y receptores de IFN-γ asociados con la predisposición107.


Hay un interés creciente en los genes de predisposición en relación con diversas manifestaciones de la infección por el VHC y enfermedad, y se han implicado varios locus. Hay datos consistentes en relación con las asociaciones de HLA clase II, especialmente en cuanto a la asociación del alelo DQB1*0301 con enfermedad autolimitada, y hay un cierto respaldo en relación con otros locus de susceptibilidad, como CCR5, diversas citocinas, genes de respuesta a interferón y el factor V de Leyden de la coagulación (revisado por Yee y Thursz108).









Otras enfermedades


Se han realizado pequeños estudios sobre el receptor de inmunoglobulina FcγRII, CD32 (FCGR2A), en infecciones bacterianas respiratorias y meningocócicas sistémicas109,110. Los resultados sugerían que los alelos codificadores de la histidina en la posición de aminoácido 132, asociados a una mayor actividad opsonizante, pueden ser menos frecuentes en el grupo con la enfermedad. Los estudios en la enfermedad neumocócica invasora revelaron una frecuencia casi tres veces más alta de personas homocigóticas con cambios en el codón del ligando de unión a la manosa111,112. Un estudio de niños con diversas infecciones también constató frecuencias elevadas de alelos para la deficiencia de MBL113. En un estudio familiar de enfermedad meningocócica, los niños con parientes de primer grado que presentaban una baja producción de TNF y alta de IL-10 tuvieron más probabilidad de morir, lo que señala que los genes que regulan la producción de estas citocinas desempeñan un papel114. Otros genes se hallan implicados en la enfermedad neumocócica invasiva, incluido el adaptador de señalización de TLR Mal/TIRAP63, el gen PTPN22 de la tirosina fosfatasa del linfocito T, que también está implicado en varias enfermedades autoinmunes115, y genes que codifican inhibidores de NF-κB116.


Un estudio de vínculo familiar sobre la infestación por Schistosoma mansoni llevado a cabo en Brasil reveló pruebas de vinculación con una región del brazo largo del cromosoma 5117. Esta región también puede tener su importancia en familias senegalesas y codifica genes para numerosas citocinas, entre ellas IL-4, IL-9 e IL-13. La misma región se ha ligado genéticamente a diversas manifestaciones de atopia y asma, de acuerdo con la hipótesis de que un gen seleccionado para la resistencia a las infecciones helmínticas puede predisponer al asma o la atopia. Una variante del promotor del gen TNF se ha asociado a la leishmaniasis mucocutánea118, y el mapeo de los genes que afectan a las infecciones por leishmania en ratones ha sugerido genes candidatos para la enfermedad humana119,120. Se ha observado que el gen SLC11A1 implicado en la tuberculosis se asocia con leishmaniasis visceral en Sudán121.


El regulador transmembrana de la fibrosis quística (CFTR), cuyas mutaciones producen fibrosis quística, es el receptor de Salmonella tiphi y aumenta la posibilidad de que los heterocigotos para esta enfermedad puedan ser resistentes a la fiebre tifoidea122, aunque se carece de estudios en seres humanos. Se conoce poco acerca de las bases genéticas de la predisposición variable a las diversas infecciones micóticas, pero el polimorfismo en el gen de MBL y el gen secretor del grupo sanguíneo puede ser relevante. Los estudios de la nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ), atribuida a la infección por el agente de la encefalopatía espongiforme bovina123, la ECJ esporádica124, la ECJ iatrogénica125 y el kuru126,127 han mostrado asociaciones fuertes con variaciones en el gen de la proteína priónica humana (PRNP) (v. más adelante). El mantenimiento de dicha variante genética a lo largo de grandes períodos de la evolución humana se ha interpretado como una prueba del canibalismo ampliamente extendido en algunas poblaciones humanas primitivas.
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En varios genes humanos hay pruebas concluyentes de que una o más variantes genéticas afectan a la predisposición a los patógenos infecciosos (v. tablas 5-2 a 5-4). En esta sección se analizan los genes específicos.






Grupos sanguíneos


Al principio se investigaron los grupos sanguíneos ABO en un gran número de enfermedades infecciosas. En varios estudios se halló una asociación del grupo sanguíneo O con el aumento de la gravedad de los síntomas del cólera128,129. El grupo sanguíneo O se relacionó con úlcera péptica, que a su vez se asoció a la infección por H. pylori. Un mecanismo posible para esta relación se sugirió por la observación de que la fucosilación del receptor Leb de H. pylori en la mucosa gástrica, encontrada en personas con grupos sanguíneos A o B, alteraba la unión de la bacteria130. Sin embargo, la infección por H. pylori no está claramente influida por el tipo de grupo sanguíneo ABO131. Recientemente, un estudio extenso en africanos ha aportado pruebas concluyentes de que el grupo sanguíneo O se asocia con un menor riesgo de paludismo gave43.


La capacidad de secretar sustancias del grupo sanguíneo en la saliva y otras superficies mucosas está determinada genéticamente. Casi todas las personas son secretoras, pero casi el 20% de la mayoría de las poblaciones es no secretora, debido a mutaciones en el gen de la fucosiltransferasa-2 (FUT2)132. En estudios relativamente pequeños, se ha sugerido que la ausencia de secreción se asocia a predisposición a algunas infecciones bacterianas y micóticas y a la resistencia a ciertas infecciones virales comunes133,134. El estado no secretor se halla claramente relacionado con la predisposición a la infección recurrente del aparato urinario135 y se ha propuesto un posible mecanismo136. Se ha observado que el estado no secretor protege completamente frente a la infección por el virus de Norwalk en estudios de exposición con voluntarios137 y se asocia con un riesgo sustancialmente menor en la población general138.


La asociación más sorprendente de grupos sanguíneos es la que relaciona el grupo sanguíneo Duffy con la predisposición al paludismo por P. vivax. Este parásito usa el antígeno del grupo sanguíneo Duffy como receptor para invadir los eritrocitos139. El antígeno del grupo sanguíneo Duffy es un receptor de quimiocinas heterogéneo. Muchos africanos subsaharianos tienen un grupo sanguíneo Duffy negativo, ya que son homocigóticos para una mutación en el promotor de este gen. Son, por tanto, completamente resistentes a las infecciones por P. vivax. Tales personas expresan también el antígeno Duffy en algunos otros tejidos porque la mutación del promotor que está en el sitio de reconocimiento de un potenciador específico eritroide es propia de los tejidos140. No está claro si los genotipos Duffy impidieron a P. vivax la entrada en África o si una forma precoz y más virulenta de esta infección parasitaria pudo haber seleccionado la variante en África.









Variantes del gen de la hemoglobina


A partir de la distribución de la talasemia en el Mediterráneo, Haldane141 propuso que algunas variantes del gen de la hemoglobina podrían haber alcanzado frecuencias altas en las regiones del paludismo por ofrecer resistencia a dicha enfermedad. La protección eficaz de la hemoglobina falciforme en los heterocigotos contra el paludismo por P. falciparum se descubrió unos pocos años después24. La mayor protección la proporciona frente a la muerte y el paludismo grave que compromete la vida, y es menor ante la enfermedad no complicada y mucho menor aún contra la adquisición de la infección. Este patrón de mayor protección frente a la enfermedad grave que ante la infección parece aplicarse en relación con muchos genes de resistencia. Se han propuesto varias diferencias observadas in vitro con los hematíes que contienen hemoglobina heterocigótica (HbAS) frente a la hemoglobina normal (HBAA) como mecanismo de esta protección que incluyen invasión y crecimiento alterados del parásito, disminución de la formación de rosetas de las células parasitadas, reducción de la expresión de un antígeno principal del parásito en la superficie del eritrocito y eliminación aumentada por el sistema reticuloendotelial. No está claro cuál es la más significativa.


Las talasemias α y β son alteraciones muy comunes de la síntesis de la hemoglobina que llevan a una producción desequilibrada de las cadenas de globina. Las formas leves de talasemia se encuentran entre las alteraciones monogénicas más prevalentes. Se ha observado que las talasemias α y β proporcionan cierta protección frente al paludismo por P. falciparum según su distribución geográfica, pero el mecanismo de protección permanece desconocido27,28. No existe daño detectable del crecimiento del parásito in vitro, y la protección proporcionada puede ser menos marcada que la de la hemoglobina falciforme. Estudios con casos y controles asignan un papel protector a ambas hemoglobinas, C y E, contra el paludismo falciparum27-30. Parece haber una interacción epistática entre la HbAS protectora y los genotipos de α-talasemia, de modo que anulan el efecto protector del otro frente al paludismo: podría explicar por qué las formas muy leves de α-talasemia no han alcanzado mayores frecuencias en el África Subsahariana142.









Deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa


La deficiencia de G6PD en los eritrocitos se encuentra con gran frecuencia en muchas poblaciones tropicales y subtropicales. Se trata de una alteración ligada al cromosoma X que se asocia a la destrucción de hematíes en determinadas condiciones143. Varios fármacos, algunas infecciones y la ingestión de habas pueden activar la hemólisis aguda, y los lactantes varones con deficiencia de G6PD pueden presentar ictericia neonatal. Se han descrito más de 100 mutaciones diferentes de G6DP mediante análisis moleculares, y un pequeño grupo de variantes infrecuentes se han asociado a anemia hemolítica crónica en ausencia de agentes ambientales. La mayoría de las variantes de G6DP se relacionan con un menor grado de deficiencia de la enzima y se encuentran con mayor frecuencia. Con respecto a las hemoglobinopatías, la distribución geográfica de la deficiencia de G6DP en el «cinturón del paludismo» sugiere su beneficio selectivo7. En varias localidades, las poblaciones con exposición histórica al paludismo han tenido significativamente mayores frecuencias de deficiencia de G6DP en comparación con las poblaciones relacionadas que no han estado expuestas a la selección palúdica.


Como sucede con las hemoglobinopatías, varias mutaciones moleculares se asocian a esta deficiencia enzimática: en los africanos, G6PD-A−, en la cuenca mediterránea, G6PD-Med, y varias variantes diferentes de G6PD en Asia y Melanesia144. En algunos estudios se observaron densidades menores del parásito del paludismo y de sus recuentos en varones con deficiencia de la enzima y a veces en mujeres. Estudios del paludismo grave en poblaciones de África Oriental y Occidental han mostrado que, aunque los varones hemicigotos están claramente protegidos, el efecto protector parece ser menos en las mujeres heterocigotas26,145. Esto está de acuerdo con los estudios in vitro de cultivos eritrocíticos de P. falciparum, que mostraron un crecimiento alterado en hematíes con deficiencia de G6PD146.









Antígenos leucocíticos humanos


La posición central del HLA en la iniciación y regulación de las respuestas inmunitarias junto con su bien documentado polimorfismo han generado numerosos estudios de su influencia en la predisposición a las enfermedades infecciosas. Las primeras pruebas de los efectos del HLA proceden de los estudios de las enfermedades por micobacterias, lepra y tuberculosis49. El antígeno HLA-DR2 del HLA de clase II se halló relacionado y genéticamente ligado a la predisposición a la lepra tuberculoide en India49,147. Aunque en principio parecía que el HLA podría influir sobre todo en el tipo de lepra, casi todos los estudios indican ahora que el HLA-DR2 en las poblaciones de Asia predispone al desarrollo de la lepra en sí mismo52,54. En varias poblaciones asiáticas, pero no en otros continentes, el HLA-DR2 se ha relacionado también con la predisposición a la tuberculosis53,55,148. El mecanismo de dichas asociaciones a la predisposición permanece desconocido, pero se ha especulado que el HLA-DR2 puede influir en el tipo de respuesta inmunitaria desarrollado, lo que provoca unas respuestas humorales más intensas y celulares protectoras más débiles ante los antígenos de las micobacterias.


Los estudios de la predisposición al paludismo en los niños africanos identificaron asociaciones protectoras entre tipos particulares de HLA y la enfermedad infecciosa. En un estudio extenso en Gambia, el antígeno HLA de clase I HLA-B53 (ahora denominado B*5301) se relacionó con resistencia al paludismo grave149. Este tipo de HLA es sobre todo habitual entre los africanos, posiblemente como resultado de la selección natural por el paludismo. Los linfocitos T citotóxicos restringidos por esta molécula HLA de clase I reconocen un epítopo peptídico a partir del estadio hepático del ciclo vital del parásito del paludismo y pueden mediar en este tipo de asociación protectora150. En el mismo estudio, una molécula HLA de clase II, HLA-DRB1*1302, un subtipo de HLA-DR13 en la vieja nomenclatura, se asoció también a resistencia a una forma de paludismo grave, lo que indica, presumiblemente, una acción protectora del CD4+ de los linfocitos T restringida por esta molécula HLA-DR149.


En un estudio posterior, este mismo tipo de HLA, HLA-DRB1*1302, se relacionó con resistencia a la infección persistente por VHB en los africanos occidentales86. En las poblaciones europeas, el HLA-DR11 se ha asociado a resistencia a la infección persistente por VHC. También se han presentado evidencias fuertes de las asociaciones del HLA con las manifestaciones de la enfermedad por el virus del papiloma humano151,152. Se han emprendido numerosos estudios sobre HLA e infección por VIH. Una revisión de los estudios publicados indicó una considerable heterogeneidad en las asociaciones entre las poblaciones. Sin embargo, existen pruebas concluyentes de asociaciones entre tipos HLA de clase I y el grado de progresión de la enfermedad en el SIDA, como se especificó con anterioridad77,79-84,87. Un efecto general del polimorfismo en el MHC se demostró de manera detallada en un estudio de parejas de hermanos hemofílicos infectados por VIH. Las parejas que compartían dos haplotipos HLA presentaban una tasa más similar de desaparición de linfocitos T CD4 que aquellas que sólo compartían uno o ningún haplotipo84.


Las pruebas acumuladas de que tipos concretos de HLA se asocian a alteraciones en la predisposición a la enfermedad infecciosa respaldan el punto de vista de que la notable diversidad de los tipos de HLA se ha generado y mantenido a través de la selección natural por los patógenos infecciosos. La magnitud relativamente modesta de las asociaciones notificadas, comparada con algunas asociaciones de HLA y enfermedades autoinmunitarias, está en consonancia con dicha posibilidad. Pequeños efectos selectivos pueden, con el tiempo, cambiar de forma notable las frecuencias de los alelos. La observación de que las respuestas inmunitarias celulares están controladas por las moléculas de HLA indica un mecanismo atractivo, en virtud del cual la heterocigosidad para el tipo de HLA puede ser ventajosa evolutivamente153. Los heterocigotos deberían poder reconocer más epítopos peptídicos en un patógeno extraño que los homocigotos, permitiendo una respuesta inmunitaria más protectora. Ahora se ha observado un efecto protector de la heterocigosidad en relación con los antígenos HLA de clase II y la eliminación del VHB154 y para los antígenos HLA de clase I y la progresión de la enfermedad por VIH80 y la carga proviral del virus linfotrópico de células T tipo 1 (HTLV-1)155.


Otra característica de las asociaciones de HLA con enfermedades infecciosas es que las asociaciones a menudo varían geográficamente. En algunos casos pueden resultar variaciones geográficas en la cepa del patógeno infeccioso, y en el paludismo se ha notificado una asociación entre el tipo HLA con la cepa del parásito, que causa la infección36. Un análisis más detallado de los mecanismos de las asociaciones identificadas debería explicar en profundidad esta diversidad de población y proporcionar perspectivas sobre los mecanismos inmunitarios de protección y patogenia.









Genes de citocinas


El conocimiento creciente del papel pleiotrópico regulador de varias citocinas en la defensa inmunitaria ha llevado al análisis de las funciones de los genes de las citocinas en varias enfermedades infecciosas. Los estudios del gen TNF, localizado en la región de clase III del MHC, han sido llevados a cabo de modo activo. En el promotor de este gen se han encontrado varios puntos de mutación que pueden afectar al grado de producción de TNF. Una variante en la posición −308 se ha asociado a predisposición al paludismo cerebral en África156, a la leishmaniasis mucocutánea y visceral en Sudamérica118,119 y a la lepra lepromatosa en India56. Se ha observado que los niveles séricos de TNF estaban elevados en todas estas circunstancias, y las asociaciones genéticas indican que los niveles elevados de TNF pueden desempeñar un papel patogénico. Estas asociaciones genéticas se identificaron antes de que hubiera una prueba in vitro de que esta variante del promotor se relacionara con grados elevados de expresión del gen TNF157. De hecho, las pruebas directas de que las variantes del promotor asociadas a la enfermedad tengan efectos funcionales están empezando a surgir158. Este gen promotor de TNF se ha ligado también con predisposición al tracoma159, y la infección persistente por VHB y otras variantes del promotor de TNF pueden relacionarse también con una predisposición alterada a las enfermedades infecciosas157. Tales asociaciones genéticas con las variantes del promotor del gen TNF han respaldado intentos de modular la gravedad de varias enfermedades gracias al uso de diversos reactivos anti-TNF. Los estudios en familias de niños con enfermedad meningocócica revelaron que las familias con producción baja de TNF y alta de IL-10 en respuesta a la estimulación por endotoxina in vitro tuvieron tasas de mortalidad mucho más elevadas en la enfermedad meningocócica114, lo que implicaba un papel protector del perfil proinflamatorio de las citocinas.


La búsqueda de asociaciones de enfermedades infecciosas con variantes de otros genes de citocinas ha sido menos fructífera hasta la fecha, aunque se han analizado las variantes de IL-1, IL-6, IL-4, CCL1 y, en particular, IL-10160, IL12B161, LTA71 e IFN-γ162 en diversos estudios y se les ha implicado en unos cuantos. Se ha localizado un gen de predisposición a la infestación esquistosómica en una región del brazo largo del cromosoma 5 que codifica un gran número de genes de citocinas, y se ha sugerido la participación de algunos de estos genes117. También se han asociado defectos raros en los genes de IL-12p40, la cadena del receptor de IL-12β2 y el receptor 1 del IFN-γ, con predisposición marcada a algunas micobacterias avirulentas y salmonela21,22,72,73.









Receptores de quimiocinas


El descubrimiento de que ciertos receptores de quimiocinas actuaban como correceptores para la invasión de los macrófagos y los linfocitos por el VIH, ha conducido a numerosos estudios sobre el papel del polimorfismo de dichos genes en la explicación de la predisposición variable a la infección por VIH y la progresión de la enfermedad al SIDA. Se ha encontrado una deleción de 32 pares de bases en el receptor de quimiocina CCR5, con una frecuencia alélica de hasta un 10% en poblaciones europeas y derivadas163. Esta variante es rara o está ausente en otras poblaciones164. CCR5 es el correceptor para las cepas macrofagótropas de VIH-1 implicadas en la transmisión viral. Los heterocigotos para la deleción de 32 pares de bases progresan más despacio al SIDA una vez infectados, pero no tienen un riesgo reducido de la infección por VIH57. En comparación, los homocigotos para esta variante presentan una gran resistencia a la infección por VIH y sólo se han identificado unos pocos homocigotos infectados. Otra variante más rara de este gen se ha asociado a resistencia a la infección165, y los haplotipos de diversas variantes del promotor son relevantes166,167, al menos en cohortes de Norteamérica168. Una variante nucleótida particular del promotor CCR en la posición −2459 parece afectar a los niveles del receptor de superficie CCR en monocitos, así como a la capacidad de infección de las células de Langerhans169,170. Un cambio en los aminoácidos del gen ligado CCR2 también se relaciona con una progresión más lenta de la enfermedad al SIDA90, con independencia de las variantes del CCR5. Los efectos de estas variantes genéticas ayudaron a respaldar programas farmacéuticos exitosos para desarrollar una nueva clase de fármaco anti-VIH, inhibidores de la entrada, que bloquean la interacción del VIH con estos correceptores.


La prevalencia elevada de la deleción de 32 pares de bases en CCR5 en los europeos del norte resulta intrigante. El análisis de los marcadores moleculares que lo flanquean demostró que dicha deleción se encuentra en un haplotipo de procedencia rara, y sugirió que surgió hace menos de 3.000 años171,172. Esto supone que el alelo variante probablemente haya estado sujeto a una selección positiva, pero el VIH es de aparición muy reciente para haber sido el agente selector. Otros patógenos infecciosos, como el bacilo de la peste y el virus de la viruela, pueden haber participado.









Lectina de unión a la manosa


La lectina de unión a la manosa (MBL) es una proteína del suero que tiene un papel en la inmunidad innata. Es una lectina del colágeno con al menos dos papeles significativos en la defensa del huésped173. Se une a los azúcares, sobre todo a N-acetilglucosamina y manosa, en la superficie de los microorganismos, y facilita su opsonización por los macrófagos. También activa el complemento mediante dos serina proteasas asociadas a la MBL. Las mutaciones inactivantes de este gen son bastante prevalentes, con frecuencias de hasta el 40% en varias poblaciones. Se han encontrado tres únicos cambios de aminoácidos en los codones 52, 54 y 57, cada uno de los cuales conduce a una reducción considerable de la concentración de MBL en los heterocigotos. Los homocigotos y los heterocigotos compuestos de dichas variantes presentan niveles extremadamente bajos o ausentes de MBL en el suero. La variación en el promotor del gen tiene efectos funcionales menos marcados174.


En principio se propuso que la MBL podría tener un papel clave en la defensa inmunitaria en la última fase de la lactancia, tras la desaparición de los anticuerpos maternos y antes de que la inmunidad adquirida estuviera bien desarrollada. Un estudio de cohortes sobre la tasa de infecciones respiratorias agudas en niños pequeños en Groenlandia aportó un cierto respaldo a esta posibilidad175. Las notificaciones de casos y los estudios a pequeña escala indican que la deficiencia de MBL podría predisponer a diversas enfermedades infecciosas176, pero la mayoría de los estudios iniciales en enfermedades concretas, que incluían meningococcemia, paludismo, tuberculosis e infección persistente por el VHB, han fracasado a la hora de mostrar asociaciones claras177,178. Sin embargo, los homocigotos para los cambios en el codón de MBL son susceptibles a la enfermedad neumocócica invasora, con un riesgo aumentado de 2,5 veces111,179. La deficiencia de MBL puede conllevar un mayor riesgo de exacerbación de enfermedad pulmonar obstructiva crónica180 y una duración mayor de los episodios febriles neutropénicos en niños con neoplasias malignas181. La deficiencia también se ha relacionado con una tasa aumentada de infecciones graves tras la quimioterapia182, lo que indica que la terapia de sustitución podría resultar beneficiosa183. Pequeños estudios han sugerido que la deficiencia de MBL podría predisponer a la candidiasis vaginal184,185.









Genes de la vía de los receptores tipo toll


Con una definición cada vez más clara de la importancia de los TLR, receptores tipo NOD (NLR) y helicasas tipo RIG (RLH) y sus vías de señalización en la detección de patógenos, desencadenamiento y amplificación de las respuestas inmunitarias innatas186,187, los análisis de la variación genética en estas vías han aumentado. Con relativa frecuencia se observan variantes codificadoras en algunos de los TLR, con consecuencias funcionales. Se ha implicado una variante codificadora de TLR1 en la lepra70, cambios en la codificación en el receptor TLR4 del lipopolisacárido (LPS) en enfermedades bacterianas188 y paludismo189 y un cambio en TLR5 en la enfermedad de los legionarios190. Todos estos cambios implicados tienen consecuencias funcionales en relación con la señalización de receptores.


También parece que haya una variación importante en la proteína adaptadora Mal/TIRAP que se une a TLR2 y TLR4. Un cambio de aminoácido en la posición 180 de esta proteína parece que deja la variante sin función, y se observó que los heterocigotos eran menos frecuentes en series de pacientes con bacteriemia, enfermedad neumocócica invasiva, tuberculosis o paludismo63. Así, las variantes en esta vía de señalización clave pueden afectar al riesgo de múltiples enfermedades infecciosas. También se ha observado que polimorfismos de genes que inhiben la activación de NF-κB se asocian con riesgo de enfermedad neumocócica invasiva116.









Otros genes


Los estudios en gemelos sugieren que la mayor parte del componente genético de las variaciones en las respuestas inmunitarias celulares y humorales a algunos patógenos infecciosos comunes se localizan en genes fuera del MHC191. Es probable que estos genes sean numerosos y que afecten a la predisposición a varias enfermedades infecciosas, pero no se han identificado. Un candidato para este tipo de papel es el receptor de vitamina D (VDR). La forma activa de la vitamina D (vitamina D3) tiene funciones inmunorreguladoras, así como un papel esencial en el metabolismo del calcio192. El VDR se expresa en los macrófagos y los linfocitos activados, y la vitamina D3 conduce a una activación aumentada de los macrófagos y a un cambio en el perfil secretor de citocinas de los linfocitos hacia un patrón de tipo Th2 predominante. La variación en el VDR se ha asociado a la resistencia a la tuberculosis y la infección persistente por VHB193, y parece influir en el tipo de lepra desarrollada194, posiblemente por influencia en la polarización de las respuestas de linfocitos T CD4+. Al igual que la relación del VDR con la osteoporosis, es probable que las interacciones del gen con el entorno sean notables195, de forma que se esperan algunas diferencias en la magnitud de la población de dichas asociaciones genéticas.


La ECJ está causada por una infección por priones, partículas proteináceas que parecen carecer de ácidos nucleicos. En principio se presentaron formas familiares raras de la enfermedad, debidas a la variación en el gen de la proteína priónica (PRNP) en el huésped humano196,197. En pacientes de Francia y Estados Unidos infectados iatrogénicamente por el agente de la ECJ, se observó un efecto marcado en la predisposición a la enfermedad de una variación muy común en el genotipo de PRNP125,198. Los homocigotos para cualquiera de los aminoácidos, metionina o valina, encontrados habitualmente en la posición 129 eran mucho más susceptibles a la enfermedad que los heterocigotos. En los pacientes del Reino Unido con una nueva variante de ECJ provocada por una infección por el prión bovino que causa la encefalopatía espongiforme bovina en el ganado, sólo se han encontrado homocigotos para la metionina entre los casos125.


La fibrosis quística es el trastorno autosómico recesivo potencialmente mortal más habitual en poblaciones de origen europeo. Las mutaciones en el regulador de la conductancia transmembranaria de la fibrosis quística (CFTR), causantes de la misma, se identifican con una frecuencia de hasta el 4% en dichas poblaciones. Es probable, aunque no seguro199, que alguna selección beneficiosa haya contribuido a la frecuencia alta de mutaciones en este gen200. Los estudios de fibrosis quística en un modelo de ratón sugirieron que el cólera podría haber sido el agente selector201. Sin embargo, estudios más recientes han proporcionado un mayor apoyo a la selección por tifus que al cólera122,202. Se descubrió que la molécula CFTR era el receptor usado por S. typhi para entrar en las células del epitelio intestinal122. Hasta ahora no hay datos sobre la variación en CFTR y la predisposición a la fiebre tifoidea en los seres humanos.












[image: image] Perspectiva evolutiva


Desde un punto de vista global de la información disponible, parece probable que la predisposición a la mayoría de las enfermedades infecciosas sea muy poligénica. El punto de vista contrario, es decir, la existencia de unos pocos genes principales para muchas enfermedades infecciosas, se ha sugerido por complejos análisis de segregación de familias con múltiples casos48 y puede ser incorrecto203 a pesar de la ocurrencia de fenotipos monogénicos bien documentados, diversos pero muy raros204. La existencia de múltiples genes que afectan a la predisposición a las enfermedades infecciosas, probablemente sólo refleje el papel principal que los patógenos infecciosos han desempeñado para modelar las variaciones en el genoma humano a través de la selección natural. De hecho, se ha observado que los genes con un papel en la defensa del huésped contra los patógenos infecciosos evolucionan a mayor ritmo que cualquier otra clase de genes205. La selección natural para la resistencia a los patógenos infecciosos también puede explicar por qué la magnitud de los efectos observados en la mayoría de los genes individuales es relativamente modesta. En ausencia de una fuerza selectiva contrarrestante, los alelos que aumentaron o disminuyeron el riesgo de una enfermedad infecciosa importante de forma considerable habrían sido rápidamente eliminados o seleccionados a muy altas frecuencias y erradicarían el polimorfismo. Dicha predisposición poligénica se ha encontrado asimismo en análisis extensos de la base genética de la predisposición a las enfermedades autoinmunitarias en ratones y seres humanos206.


Dada la presión para la fijación de variantes selectivamente beneficiosas, una de las principales cuestiones en la biología evolutiva se ha relacionado con los mecanismos que mantienen la diversidad genética considerable en las poblaciones. Algunos aspectos de dicha cuestión están particularmente bien dirigidos en las poblaciones humanas, donde el genoma del huésped y los patógenos infecciosos se han caracterizado con mayor detalle. La ventaja del heterocigoto es un mecanismo atractivo en virtud del cual dos alelos pueden mantenerse en una población, lo que se ejemplifica clásicamente mediante el polimorfismo de la hemoglobina falciforme y la resistencia al paludismo. Sin embargo, éste parece ser un medio relativamente inusual para mantener la diversidad genética, y otros mecanismos, como la selección dependiente de la frecuencia y las fluctuaciones en la selección, pueden ser más significativos en general. Otro factor probable es la variación en el genoma de los patógenos infecciosos.


Se está prestando mucha atención a las interacciones específicas entre las variantes del huésped y el parásito. Se han asociado tipos determinados de HLA con enfermedad causada por serotipos específicos del virus del papiloma humano151; el tipo HLA también puede influir en la cepa de P. falciparum que causa el paludismo36, y el VIH puede evolucionar apartándose de tipos HLA de clase I prevalentes86. Más aún, se han identificado mecanismos inmunológicos que pueden explicar la interacción competitiva entre cepas de microorganismos36. Puede haber una especificidad exquisita en alguna de las interacciones huésped-parásito, lo que produce la coevolución de la variación genética en el huésped y el patógeno. Esto implica que la predisposición individual a la enfermedad es el resultado de una diversidad de factores genéticos en el huésped y el patógeno que han sido moderados por una constelación de variables ambientales. Esta dinámica perspectiva evolutiva indica que los genes que afectan la predisposición a una enfermedad infecciosa pueden mostrar una heterogeneidad significativa entre poblaciones, debido a variaciones geográficas en el genoma del patógeno, el entorno y las frecuencias de los genes que interactúan en el huésped, una predicción bien respaldada por los datos disponibles sobre la predisposición al paludismo.









[image: image] Aplicaciones


La mayoría del componente genético frente a una enfermedad infecciosa no puede ser explicado por los polimorfismos y asociaciones identificadas hasta la fecha. La reciente disponibilidad de secuencias del genoma completo humano de individuos de orígenes diferentes207 y de millones de polimorfismos de nucleótido único definidos ahora ha resaltado enormemente el poder de los análisis genómicos. Hay varias ventajas potenciales para el empleo de la moderna genética molecular para comprender la predisposición genética de un modo más completo. Una aplicación obvia es la predicción del riesgo, que puede influir en la conducta, el uso de antibióticos en profilaxis, la inmunización o los protocolos de viajes. En el futuro es muy probable que se pueda ofrecer una prueba de perfil genético para calcular la predisposición a patógenos concretos.


Otra aplicación radica en la comprensión de las vías particulares usadas en la resistencia del huésped a la infección. Por ejemplo, la asociación de HLA-B53 con la resistencia al paludismo34 comporta un papel protector para el CD8+ de los linfocitos T en esta enfermedad y anima a hacer esfuerzos para desarrollar vacunas que obtengan esta respuesta inmunitaria208. La relación de la deficiencia de MBL con la predisposición a la enfermedad invasora por neumococos ha desvelado un papel clave de esta molécula en la inmunidad innata frente a esta bacteria, y asociaciones de diversos genes en las vías de señalización de TLR con la susceptibilidad se están esclareciendo.


Una tercera aplicación será la identificación de moléculas y dianas para la investigación farmacológica. La demostración de la resistencia casi total de los homocigotos con una deleción en el gen CCR5 a la infección por VIH ha reforzado los intentos exitosos para desarrollar bloqueadores farmacológicos de este correceptor viral. Las nuevas técnicas de análisis del genoma completo19,20 ofrecen la perspectiva del descubrimiento de muchas nuevas moléculas diana descubiertas a través de estudios de asociación a gran escala. Además de estas variantes comunes con unas probabilidades generalmente modestas, un gran número de variantes más raras con efecto mayores209 pueden contribuir de manera importante al riesgo, y las nuevas técnicas de secuenciación rápida deberán tener la potencia para detectarlos210. El número potencialmente enorme de genes de resistencia a enfermedades infecciosas y la potencia creciente de los métodos disponibles para identificarlos indican que queda mucho por descubrir.
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• Los anticuerpos son el principal modo de defensa del huésped contra las bacterias extracelulares y las exotoxinas y pueden interceptar virus antes de que entren en las células huésped. La comprensión de las funciones efectoras mediadas por anticuerpos y la cinética con que se producen ayudan al clínico a predecir cuándo y si se recuperarán los pacientes de las infecciones.



• El conocimiento de los factores que inician y perpetúan la producción de anticuerpos explica el modo en que pueden optimizarse las vacunas para la protección contra los agentes infecciosos y por qué es particularmente difícil generar protección frente a patógenos en cuyas superficies predominan los antígenos polisacáridos.



• Los defectos en la producción de anticuerpos son las formas más comunes de inmunodeficiencia heredada y son el único tipo de inmunodeficiencia que puede ser tratado fácilmente y de modo eficaz sin recurrir a trasplantes de médula ósea.



• La detección de la respuesta de anticuerpos de un paciente a un patógeno es, a menudo, el único medio de diagnosticar una enfermedad. Con el conocimiento más detallado de las clases especiales de anticuerpos específicos, el clínico puede asegurar con frecuencia si la infección sigue activa o se ha resuelto.



• Los anticuerpos específicos extraídos de animales y con frecuencia convertidos en líneas monoclonales se utilizan como reactivos para identificar los antígenos en los tejidos, incluidos los agentes infecciosos. La valoración de los análisis disponibles, sus puntos fuertes y sus errores potenciales ayudan al clínico a interpretar los resultados de las pruebas.



• Las infecciones pueden generar cantidades abundantes de antígenos que se incorporan a inmunocomplejos con los anticuerpos. El depósito de estos inmunocomplejos en las paredes de los vasos sanguíneos, los glomérulos renales u otros lechos vascularizados produce una inflamación que exacerba el daño tisular causado por la infección.



• Las infecciones pueden favorecer la producción de anticuerpos autorreactivos que, a su vez, llevan a enfermedad autoinmunitaria.


Los anticuerpos son proteínas del suero que ayudan a neutralizar y eliminar patógenos o antígenos. Los patógenos recubiertos con anticuerpos se reconocen y tratan más fácilmente por las células efectoras del sistema inmunitario. Los anticuerpos están producidos por los linfocitos B. A medida que una célula pre-B madura, se reorganiza y transforma selectivamente la porción de su ADN que codifica el sitio de unión al antígeno. Cada clon de linfocitos B lo hace de modo diferente, lo que lleva a millones de clones de linfocitos B, cada uno de los cuales produce anticuerpos con una configuración ligeramente diferente en el sitio de unión al antígeno. El extremo opuesto de la molécula del anticuerpo permanece constante, lo que le permite interactuar con otros elementos del sistema inmunitario. Las células fagocíticas, como los neutrófilos y los monocitos, tienen receptores que les permiten unirse al «extremo de la cola» de las moléculas de anticuerpos para más fácilmente ingerir y eliminar a los patógenos recubiertos con anticuerpos.


Los anticuerpos pueden proteger al huésped bloqueando simplemente la unión de virus, toxinas o bacterias a los receptores de la célula huésped. En efecto, este hecho fue la primera función efectora reconocida de los anticuerpos. En los últimos años del siglo xix se observó que los animales inmunizados con toxinas bacterianas producían una sustancia circulante que podía neutralizar la actividad de la toxina. Esta sustancia se denominó antitoxina y más tarde se generalizó como anticuerpo. En el análisis electroforético de las proteínas del suero, los anticuerpos migraban en el pico tercero o «gamma» de las globulinas, lo que llevó al nombre alternativo de gammaglobulinas o, finalmente, inmunoglobulinas.
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Estructura básica de los anticuerpos


Los anticuerpos se parecen un poco a las langostas, con dos pinzas que actúan como hendiduras para unirse a los antígenos (fig. 6-1). La cola de la langosta-anticuerpo interacciona con los receptores presentes en las células del sistema inmunitario (neutrófilos, monocitos, macrófagos, linfocitos B, células dendríticas y, en algunos casos, mastocitos). El extremo carboxilo terminal de ciertas moléculas de anticuerpos también puede unirse a receptores transportadores especializados, y ser conducidos a través de las barreras epiteliales hasta las secreciones o, a través de la placenta, hasta el feto. En el punto de inserción de las pinzas en el cuerpo de la langosta hay un sitio de unión para C1q, la primera proteína de la cascada del complemento, que ayuda a destruir y eliminar de la sangre a los patógenos y otros antígenos.
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Figura 6-1 Estructura de los anticuerpos.


Las moléculas de anticuerpos se componen de dos cadenas pesadas (líneas rojas) y dos ligeras (líneas azules) mantenidas juntas por puentes disulfuro. Las dos cadenas pesadas juntas forman la cola (extremo Fc), que puede interactuar con receptores (FcR) en diversas células. Las cadenas pesadas y ligeras conforman el extremo Fab. En el 5′ o extremo aminoterminal estas cadenas crean dos lugares idénticos de unión al antígeno, muy parecidos a las pinzas de una langosta. Cerca de la región de la bisagra del anticuerpo hay un sitio de unión de C1q, el primer componente de la cascada.




La unidad básica del anticuerpo consta de dos cadenas ligeras idénticas y otras dos pesadas idénticas. Cada una de las cuatro cadenas polipeptídicas está compuesta de unos 110 aminoácidos, unidos por puentes disulfuro. Esta estructura es característica de todos los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que incluye también algunas moléculas de adherencia celular (CAM), CD4, CD8, CD28 y miembros de la familia B7 de moléculas coestimuladoras. Las cadenas ligeras tienen dos dominios, mientras que las pesadas constan de cuatro o cinco. El bucle en el extremo amino («pinza de langosta») de las cadenas ligeras y pesadas recibe la denominación de dominio V por su secuencia muy variable en aminoácidos. Los otros dominios poseen secuencias relativamente constantes y se llaman dominios C. Cada cadena ligera se une por puentes disulfuro a su cadena pesada correspondiente, de tal forma que sus dos dominios V se aproximan para formar el sitio de unión al antígeno. La variación en la secuencia de aminoácidos en los dominios V se centra en realidad en tres regiones hipervariables. Cuando la proteína se pliega, las seis regiones hipervariables (tres de la cadena ligera y tres de la cadena pesada) forman las paredes de la hendidura de unión al antígeno. Las regiones hipervariables se denominan asimismo regiones determinantes de la complementariedad (CDR).


Las dos cadenas pesadas están unidas entre sí por puentes disulfuro para formar la cola de la langosta de la molécula de inmunoglobulina. Hay cinco variaciones en los dominios constantes de las cadenas pesadas, denominados mu (μ), gamma (γ), alfa (α), épsilon ([image: image]) y delta (δ). Las clases de anticuerpos que forman se denominan inmunoglobulina M (IgM), IgG, IgA, IgE e IgD, respectivamente. Las clases de anticuerpos reciben también la denominación de isotipos porque fueron definidos por el empleo de anticuerpos generados al inmunizar especies animales filogenéticamente distantes con inmunoglobulinas humanas. Los alotipos son variaciones menores dentro de un isotipo concreto que se encuentran en algunos, pero no en todos, los seres humanos. Las diferencias alotípicas se descubrieron al emplear anticuerpos generados por la inmunización de seres humanos (o primates no humanos) con inmunoglobulina de otros humanos. Los idiotipos son variaciones entre los anticuerpos que de otro modo son de isotipo y alotipo idénticos. Las variaciones idiotípicas tienden a localizarse en o cerca del sitio de unión al antígeno. Por ejemplo, un anticuerpo IgG específico contra el sarampión tendría un idiotipo diferente de un anticuerpo IgG específico contra la parotiditis.


La IgM es el primer anticuerpo producido en respuesta a un nuevo antígeno. Con el tiempo, algunos linfocitos B comienzan a fabricar anticuerpos IgG, IgA o IgE con la misma especificidad antigénica que la respuesta IgM original. Lo hacen cambiando de dominios constantes μ a producir dominios constantes γ, α o [image: image]. La especificidad de unión al antígeno se conserva uniendo el ADN del dominio V adyacente al ADN para los nuevos dominios constantes de cadenas pesadas.


Sólo ciertos isotipos son capaces de interaccionar con los receptores de las células efectoras inmunitarias o con los receptores de transporte de las células epiteliales. Los papeles defensivos potenciales de un anticuerpo vienen dictados en gran medida por su isotipo (tabla 6-1).




Tabla 6-1 Características de las clases de inmunoglobulina
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Sólo existen dos clases de cadenas ligeras, kappa (κ) y lambda (λ), y aparecen en las cinco clases de inmunoglobulina. En general, alrededor del 60% de las moléculas de anticuerpos usan las cadenas kappa y el 40% las lambda. Esta información puede ser útil en el diagnóstico de los linfomas. Cuando prácticamente todos los linfocitos B usan la misma clase de cadena ligera (p. ej., todos κ o todos λ), es probable que aparezcan por expansión clónica de un único precursor maligno.









Fragmentos F(ab′)2, Fab y Fc


Al comentar las funciones de cada región, es de ayuda disponer de un sistema de nomenclatura de los diversos fragmentos de una molécula de anticuerpo. El fragmento Fab es el extremo de unión al antígeno, y el otro extremo es el fragmento Fc. En la analogía de la langosta, la región Fab es la cabeza y las pinzas y la región Fc es la cola (v. fig. 6-1). La estructura de la cola entre los anticuerpos de un isotipo determinado es tan constante que los fragmentos Fc pueden ser cristalizados; de ahí la designación «c». Los receptores celulares de la pieza Fc de los anticuerpos se denominan FcR. Una letra griega indica aún más la especificidad de su isotipo; por ejemplo, un FcγR se une a la IgG y un Fc[image: image]R se une a la IgE.


La papaína disocia nuestra imaginaria langosta-anticuerpo aproximadamente en la mitad del tórax, lo que da como resultado una pieza dimérica F(ab′)2, con la cabeza y las dos pinzas de la langosta todavía unidas (fig. 6-2). En condiciones reductoras, se rompe la unión disulfuro entre las dos cadenas pesadas y la langosta-anticuerpo se divide en dirección sagital para generar dos moléculas Fab′ monoméricas. En comparación, la pepsina digiere la cola en dos fragmentos pequeños y deja sólo los dos monómeros-pinzas Fab sin la cabeza de la langosta (v. fig. 6-2).
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Figura 6-2 Disociación de los fragmentos de anticuerpos.


A, La papaína digiere la molécula de inmunoglobulina en un fragmento F(ab′)2. Este fragmento es aún un dímero, pero ya no puede interactuar con los receptores Fc. En condiciones reductoras, los puentes disulfuro que unían las dos cadenas pesadas se pueden romper y dejar dos fragmentos monoméricos Fab′ (no mostrados). B, La pepsina elimina toda la pieza Fc y deja dos fragmentos Fab monoméricos.




Los fragmentos proteolíticos de los anticuerpos son reactivos experimentales útiles. Por ejemplo, si se pierde una función biológica particular después de que el anticuerpo haya sido digerido con pepsina o papaína, se indica que se requería el fragmento Fc para llevar a cabo la función en estudio. Los anticuerpos utilizados para teñir células en los ensayos inmunohistoquímicos o de inmunofluorescencia son predigeridos con frecuencia en fragmentos F(ab′)2 para eliminar la unión inespecífica a antígenos del anticuerpo por interacción de su fragmento Fc y el FcR que se encuentra en muchos tipos de células. Se pueden utilizar los anticuerpos como ligandos sustitutos para interactuar con receptores de la superficie celular. Para determinar si se requiere un entrecruzamiento del receptor de la superficie celular para la señalización, el experimentador puede comparar el efecto de los fragmentos dimérico intacto o F(ab′)2 con el efecto de los fragmentos Fab o Fab′, que son monoméricos e incapaces de entrecruzamiento.









Unión al antígeno, afinidad y avidez


Afinidad se refiere a la fuerza de la interacción o a la calidad del ajuste entre el antígeno y su sitio de unión. La afinidad se ve influida por interacciones electrostáticas, de puentes de hidrógeno, fuerzas electrostáticas y de van der Walls e interacciones hidrófobas. La avidez mide la interacción de una molécula intacta del anticuerpo con el antígeno y se ve influida por la afinidad del sitio de enlace y el efecto aditivo de múltiples sitios de unión. La IgG, IgE, e IgD tienen 2 sitios de unión a antígenos. La IgA puede dimerizarse y tener cuatro sitios de unión a antígenos, y la IgM es un pentámero con 10 sitios de unión a antígenos. Incluso las moléculas de IgM de baja afinidad pueden tener una avidez relativamente alta para un antígeno multivalente porque es improbable que los 10 sitios de unión a antígenos se desprendan simultáneamente.


El epítopo es la porción del antígeno que se ajusta en la hendidura de la unión al antígeno. La hendidura de unión al antígeno puede alojar 6-12 aminoácidos. Los epítopos lineales se componen de aminoácidos contiguos, mientras que los epítopos conformacionales están formados por la aposición de aminoácidos al plegarse las proteínas. Las vacunas peptídicas generan anticuerpos frente a los epítopos lineales. La desnaturalización o degradación puede abolir los epítopos nativos conformacionales al tiempo que generan también epítopos conformacionales. Un antígeno grande puede tener muchos epítopos y reaccionar con múltiples moléculas de anticuerpo al mismo tiempo.









Clases de inmunoglobulinas


Las concentraciones de los cinco isotipos en el suero varían mucho y reflejan, por una parte, las distintas cantidades de linfocitos B que produce cada isotipo y, por otra, las diversas semividas intrínsecas de las clases de inmunoglobulinas. El isotipo de un anticuerpo dictamina en qué parte del organismo es más probable que se encuentre y qué tipo de funciones efectoras puede realizar (v. tabla 6-1).






Inmunoglobulina M


La IgM tiene el mayor peso molecular, 900 kilodaltons (kDa), de todos los isotipos, lo que la mantiene en gran medida restringida al compartimento intravascular. Se compone de cinco monómeros de inmunoglobulina cuyas cadenas están unidas covalentemente a través de puentes disulfuro o no covalentemente por una unión o pieza en J, producida por el linfocito B. La inhibición estérica típicamente permite que sólo 5 de los 10 sitios de unión a antígeno de la IgM se unan simultáneamente al antígeno. Aun así, esta capacidad de unión polivalente permite que la IgM aporte una defensa eficaz a pesar de su característica baja afinidad por el antígeno. Los anticuerpos IgM defienden al huésped mediante el bloqueo de la unión del patógeno a las células y la agregación de agentes infecciosos, lo que facilita su eliminación. Los anticuerpos IgM son asimismo capaces de fijar (o activar) el complemento con más eficacia que cualquier otro isotipo. La IgM monomérica se presenta en la superficie de los linfocitos B. Esta IgM de membrana permite al linfocito B detectar el antígeno correspondiente cuando se encuentra con él y desencadenar su posterior activación y proliferación.









Inmunoglobulina G


La IgG es el isotipo más abundante en el suero, debido a su alto índice de producción (25 mg/kg/día) y a su semivida de 23 días, de cuatro a diez veces más prolongada que la de los otros isotipos. Como monómero de 150 kDa, la IgG puede moverse al líquido extracelular en el compartimento tisular. Menos del 50% del contenido de IgG está en la circulación en un momento dado. La IgG es el único isotipo que atraviesa la placenta humana hasta el feto. A partir de las 20 o 21 semanas de gestación1, las IgG maternas cruzan la placenta por medio de un receptor especial de transporte placentario, el FcRn, y se introducen en la circulación fetal2.


Hay cuatro subtipos de la cadena pesada γ, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Varían en su composición de aminoácidos y en el grado de glucosilación. Las IgG1 e IgG3 pueden fijar el complemento, mientras que las IgG2 e IgG4, no. Los anticuerpos frente a las proteínas son en gran medida IgG1 e IgG3. Los anticuerpos frente a los polisacáridos tienden a ser de la subclase IgG23 y las personas con déficit de IgG2 pueden mostrar una predisposición aumentada a las infecciones por microorganismos encapsulados4. Las respuestas a los helmintos suelen ser de la clase IgG45, pero no existen pruebas de que las personas con deficiencia en la IgG4 se muestren más susceptibles a dichos microorganismos3.









Inmunoglobulina A


Diariamente, los seres humanos producen unos 66 mg de IgA por kilogramo de peso corporal, lo que representa casi el doble de la cantidad de IgG producida6. Sin embargo, los niveles séricos de IgA son relativamente bajos, ya que la mayor parte de la IgA se produce por células plasmáticas submucosas que se transportan de inmediato a las secreciones. Hay dos subclases de IgA. La IgA1 es monomérica y se encuentra sobre todo en el suero. La IgA2 se puede polimerizar uniéndose por la pieza en J y es transportada a las secreciones. La IgA dimérica producida por los linfocitos B de la submucosa se une a una proteína de la membrana de la célula epitelial denominada componente secretor (SC) producido por células epiteliales. La IgA es endocitada y transportada a través del citoplasma de las células epiteliales. En el lado apical, el SC se disocia al liberar la IgA en las secreciones mucosas. Un fragmento del SC permanece unido a la molécula de IgA y la protege de la acción de las proteasas en las secreciones. La IgM también puede ser transportada a través del epitelio mediante este proceso7. Algunos patógenos expresan ligandos que les permiten optar a dicho sistema de transporte y utilizarlo para cruzar en sentido contrario hacia el subepitelio8. El virus de Epstein-Barr, recubierto con IgA, puede acceder a las células de la nasofaringe por esta vía9.


La IgA defiende las superficies mucosas frente a los patógenos invasores. La IgA bloquea la unión de bacterias, virus y toxinas a los receptores celulares. La IgA crea puentes cruzados con los patógenos y facilita su eliminación por el epitelio ciliado. En el tracto intestinal, la IgA se une a antígenos del alimento y previene el desencadenamiento de respuestas proinflamatorias. La IgA ni activa el complemento ni se une a los fagocitos. La relativa incapacidad de la IgA para iniciar las respuestas inflamatorias permite que los antígenos alimentarios sean secuestrados sin consecuencias negativas10. El fracaso de este proceso en los individuos con deficiencia en IgA puede explicar su mayor frecuencia de enfermedades alérgicas11.









Inmunoglobulina D


La IgD es producida por los linfocitos B durante algunas de las fases iniciales de la diferenciación y se expresa en la membrana celular en donde tiene un papel clave en la señalización celular. Sin embargo, en el suero se encuentra muy poca cantidad de IgD, y esta inmunoglobulina no tiene papel efector en la defensa del huésped.









Inmunoglobulina E


Los FcɛR de alta afinidad eliminan la IgE tan rápidamente que su semivida en la circulación es de sólo unos 2 días y se encuentra en muy poca cantidad en el suero. Una vez unida a los mastocitos, la IgE persiste durante mucho tiempo, quizá durante toda la vida del mastocito. La IgE infundida puede ser detectada en los mastocitos murinos hasta 7 semanas más tarde12. La IgE que aparece en las superficies de los mastocitos interviene en la hipersensibilidad inmediata o las reacciones alérgicas. La IgE parece desempeñar un papel en la defensa frente a las infecciones parasitarias. Los mastocitos son necesarios para eliminar las infecciones helmínticas intestinales13 y, cuando están infectados, los ratones con déficit de IgE tienen infestaciones más graves por Schistosoma mansoni14.









Funciones efectoras mediadas por los anticuerpos


Los anticuerpos no tienen una función microbicida directa, pero pueden servir como «transductores» para marcar al patógeno y convertirse en un vínculo físico entre éste y el mecanismo destructor, a menudo un leucocito.












Bloqueo o neutralización


El anclaje a las células del huésped es un paso crucial en muchos procesos infecciosos. Los virus y las exotoxinas deben unirse a receptores específicos antes de entrar en la célula. Para infectar al huésped, las bacterias han de adherirse a las superficies celulares, sobre todo en lugares donde el flujo de las secreciones, contenidos intestinales o la orina tiendan a desplazarlos. Los anticuerpos pueden prevenir la unión de virus15, toxinas16 o bacterias17. Los anticuerpos contra las endotoxinas bacterianas reducen la letalidad en los modelos animales18 y mejoran las bacteriemias por gramnegativos en seres humanos19. El desafío para los creadores de vacunas consiste en identificar qué epítopos microbianos pertenecen al proceso patogénico y a continuación concebir vacunas que generen anticuerpos específicos para bloquear estas interacciones. La generación de inmunidad protectora puede ser muy complicada si, por ejemplo, el epítopo clave se localiza a gran profundidad dentro de una grieta de una proteína natural y es inaccesible a los anticuerpos. La inhibición estérica no es el único camino por el que los anticuerpos neutralizantes pueden evitar la infección. Por ejemplo, los picornavirus tienen múltiples lugares de unión, pero la infección puede ser bloqueada por un único anticuerpo. Esto indica que la unión con el anticuerpo afecta a las características de las cargas o su conformación20 en el patógeno. La comprobación de que un anticuerpo tiene actividad «bloqueadora» o «neutralizante» es clave. Los anticuerpos que se unen al patógeno pero que no consiguen neutralizar o bloquear la infección pueden, paradójicamente, facilitarla, al permitir que el patógeno penetre en el citoplasma a través del FcR u otros receptores21. Tales anticuerpos pueden también exacerbar la morbilidad de una infección al desencadenar procesos inflamatorios sin controlar realmente la infección22.


El bloqueo de las adherencias de virus y bacterias a las mucosas probablemente sea el principal papel defensivo de la IgA en las secreciones. Los virus pueden asimismo ser neutralizados por la IgA en el citoplasma de las células epiteliales durante el transporte transepitelial23. El bloqueo es independiente del fragmento Fc; puede llevarse a cabo por anticuerpos de cualquier isotipo e incluso con anticuerpos de otras especies. Esto justifica la eficacia de la antitoxina equina en el tratamiento inicial de enfermedades como el tétanos24. Sin embargo, la inmunoglobulina no humana se percibe como extraña por el sistema inmunitario y desencadena una respuesta de anticuerpos. Los complejos que se forman entre la inmunoglobulina de caballo y los anticuerpos humanos contra la inmunoglobulina de caballo producen la enfermedad del suero, un trastorno con considerable morbilidad y cierta mortalidad17. Hoy en día es muy raro el uso de antisueros producidos en otros animales, excepto en casos como el antiveneno de serpiente, donde no es posible generar sueros hiperinmunes humanos.









Activación del complemento


El complemento es un conjunto de proteínas séricas que aumentan o «complementan» la acción de los anticuerpos al facilitar la fagocitosis, atraer leucocitos y directamente lisar microbios (v. cap. 7). Muchas de las proteínas del complemento son proteasas que escinden y activan la siguiente parte. El complemento puede ser activado, sin participación de anticuerpos, cuando pequeñas cantidades de C3 son desdobladas espontáneamente por hidrólisis, y el fragmento C3b se une a la superficie del patógeno. Esta denominada vía alternativa procede con una velocidad mucho menor que la vía clásica iniciada por anticuerpos unidos al antígeno. Se dice que los anticuerpos con este papel activan o «fijan» el complemento.


Las IgG e IgM pueden unirse y activar a C1q, la primera proteína de la cascada. Las IgG4, IgA e IgE no tienen lugares de unión de C1q y no activan la vía clásica. La activación requiere que al menos dos de sus cinco brazos interactúen con un sitio cerca de la región bisagra entre los segmentos Fab y Fac de una molécula de anticuerpo. Como pentámero, la IgM tiene cinco lugares de unión de C1q, por lo que sólo se requiere una molécula de IgM para activar la cascada. Para que la IgG active al complemento, al menos dos moléculas de IgG deben unirse al patógeno y estar tan próximas entre sí que cada una pueda interactuar con una molécula de C1q. Ya que el sitio de unión de C1q no es accesible hasta que el anticuerpo se una al antígeno, el complemento no se activa por inmunoglobulina soluble en la circulación. La unión con el antígeno lleva a un cambio de conformación en la molécula de IgG que aumenta la afinidad del sitio de unión de C1q en 10.000 veces25.


Cuando los anticuerpos anclan C1q, ésta sufre un cambio en su propia conformación y activa el siguiente componente de la cascada. Con el tiempo se activan C1r, C1s, C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8 y C9 en dicho orden. Los componentes terminales C5, C6, C7 y C8 se unen a la superficie del patógeno y forman un sitio de anclaje para C9. Varias moléculas de C9 se polimerizan en una estructura tubular denominada complejo de ataque a la membrana que atraviesa la pared y lisa al patógeno. Aunque es espectacular visualizarla, la lisis directa de los patógenos por el complemento parece tener un papel menor en las defensas del huésped. Los pacientes con déficit de los componentes terminales de la cascada del complemento tienen pocos problemas clínicos, aparte de una predisposición aumentada a la infección por Neisseria. El principal papel defensivo del complemento es su capacidad para facilitar la ingestión de los antígenos por los fagocitos por medio del proceso de opsonización.









Opsonización


Los neutrófilos, monocitos y macrófagos se denominan de manera colectiva fagocitos, en función de su capacidad para ingerir antígenos. Los fagocitos introducen los patógenos en los fagosomas, donde los inundan con agentes tóxicos, como oxidantes, óxido nítrico y enzimas. Los fagocitos tienen receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) endógenos a muchos microbios (comentados más adelante). Los fagocitos tienen también receptores para el Fc de las moléculas de IgG (FcγR) y para el fragmento C3b del complemento, y los utilizan para reconocer e ingerir las dianas revestidas por IgG o C3b. La facilitación de la fagocitosis se denomina opsonización, y la IgG y C3b en este papel se denominan opsoninas. Como opsonina, la IgG expande el repertorio del sistema inmunitario capacitando a los fagocitos a que reconozcan los patógenos, como los virus, que no expresan PAMP alguna. C3b puede unirse espontáneamente a la superficie de microbios (por medio de la vía alternativa de la activación del complemento). Sin embargo, la acumulación de C3b en la superficie del patógeno se ve muy acelerada cuando los anticuerpos se unen al microbio primero, fijan C1q y activan la cascada del complemento por medio de la vía clásica.


Los fagocitos pueden anclarse a sus objetivos revestidos de C3b mediante sus C3bR. Sin embargo, para completar el proceso fagocítico, el leucocito necesita recibir un segundo estímulo, que procede de la interacción de sus FcR con el Fc de la IgG unida al patógeno o también de los fragmentos de C5a generados por el complemento activado. La señalización a través del FcγR desencadena también un estallido oxidativo que aumenta la capacidad del fagocito para destruir el organismo que acaba de ingerir. No hay FcμR en los fagocitos, de modo que la IgM no puede opsonizar de este modo. Sin embargo, una sola molécula de IgM puede activar el complemento a través de la vía clásica, lo que lleva al depósito de muchas moléculas C3b que pueden actuar como opsoninas. La IgA no activa el complemento por la vía clásica de C1q, pero puede proporcionar un sitio para el depósito de C3b y así activar el complemento a través de una vía alternativa26.


Hay tres tipos de receptores de IgG: FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) y FcγRIII (CD16) (tabla 6-2). De los tres, FcγRI es el que tiene mayor afinidad por IgG y el único que se une a la IgG monomérica. FcγRI se expresa sobre todo en los monocitos y macrófagos y puede ser inducido en los neutrófilos. FcγRII y FcγRIII tienen baja afinidad intrínseca por la IgG monomérica, pero se unen a la IgG en inmunocomplejos. La IgG en complejos sufre un cambio de conformación que aumenta su avidez por el FcR. Además, el efecto aditivo de múltiples FcR interactuando con las moléculas de IgG del inmunocomplejo aumenta la avidez global de la interacción. La señalización a través de FcγRIII en los linfocitos citolíticos naturales (NK) y los monocitos desencadena citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) y producción de interferón-γ27. La IgG1 y la IgG3 interactúan eficazmente con los FcγR, pero no la IgG2 ni la IgG4.




Tabla 6-2 Características de los receptores Fc
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Existe un FcR de IgA (CD89) en monocitos, neutrófilos, macrófagos y quizá eosinófilos, sobre todo en los pulmones28. No hay FcR de IgM y los anticuerpos de estas clases no pueden servir como opsoninas directas para la fagocitosis. Como se argumentará más adelante, FcγRIIB también está presente en los linfocitos B, donde tiene un papel de señalización negativa, para disminuir la producción de anticuerpos cuando la formación de inmunocomplejos indica un exceso relativo de anticuerpo29.









Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos


La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) la llevan a cabo los monocitos/macrófagos, los linfocitos NK y los neutrófilos. La CCDA permite a estas células efectoras eliminar las células diana, como células tumorales, que son demasiado grandes para ser ingeridas. Las perforinas, las granzimas y, en algunos casos, los intermediarios oxidantes se encuentran implicados en esta actividad microbicida30,31. El papel del anticuerpo IgG en la CCDA es el de unirse a FcγRIII o FcγRII sobre la célula NK o el monocito e identificar a la célula diana para su destrucción.












[image: image] Cinética de la producción de anticuerpos y diagnóstico de las infecciones


En el primer encuentro con un antígeno, el sistema inmunitario genera una respuesta primaria de anticuerpos que es detectable en 5-7 días (fig. 6-3). La respuesta de anticuerpos primaria consta de anticuerpos IgM, con una afinidad relativamente baja por el antígeno. En los siguientes días y semanas, algunos linfocitos B productores de anticuerpos comienzan a sintetizar anticuerpos que tienen la misma especificidad antigénica, pero de un isotipo IgG, IgA o IgE. Para cambiar entre los isotipos, los linfocitos B deben recibir señales de los linfocitos T colaboradores activados que son típicamente específicos para el mismo antígeno que los linfocitos B. Bajo la influencia de los linfocitos T, algunos linfocitos B se convierten también en células memoria.
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Figura 6-3 Respuestas inmunitarias primaria y secundaria.


Una primera exposición al antígeno estimula la producción de anticuerpos IgM (línea azul), detectables en una semana. Los linfocitos B específicos del antígeno proliferan y algunos se transforman en células memoria. En las siguientes exposiciones al mismo antígeno, estas células memoria se activan muy pronto. Los anticuerpos, sobre todo de tipo IgG (línea roja), aparecen a los 2 días, y la cantidad de anticuerpo producido es mucho mayor que la observada en la respuesta primaria. La afinidad de los anticuerpos en la respuesta secundaria es también mucho mayor que la de la primaria.




En una exposición posterior al mismo antígeno, los linfocitos B de memoria se dividen rápidamente y comienzan a producir grandes cantidades de anticuerpos en tan sólo 1 o 2 días. Una cinética más rápida y cantidades mayores de anticuerpo son los distintivos de una respuesta secundaria de anticuerpos. Las respuestas secundarias son también en gran medida de isotipo IgG, IgA o IgE, en oposición a la IgM. La afinidad promedio de los anticuerpos en una respuesta secundaria es mucho mayor que en la respuesta primaria. A medida que el linfocito B se divide en el centro germinal del ganglio linfático, pueden producirse mutaciones puntuales en la región hipervariable del gen que codifica el sitio de unión al antígeno. La supervivencia del linfocito B depende del estímulo antigénico continuo. Los linfocitos B, cuyas mutaciones aumentan su afinidad, tienen una ventaja de supervivencia competitiva. El efecto neto es la producción de anticuerpos IgG con una afinidad progresivamente mayor por el antígeno inmunizante. Cuanto más antígeno se incorpora y se metaboliza en los complejos antígeno-anticuerpo, más aumenta la competencia entre los linfocitos B por la estimulación del antígeno.


La escasez del estímulo antigénico, junto con otras influencias reguladoras, hace que disminuya la producción de anticuerpos. Sólo persiste un bajo nivel de producción residual de IgG en respuesta al antígeno asociado a las células dendríticas foliculares. Sin embargo, se han formado células de memoria latentes, que permanecen al acecho para la siguiente exposición a este mismo antígeno. Si el antígeno reapareciese, estas células de memoria podrían activarse pronto, proliferar y comenzar la producción de anticuerpos.


Cuando se ha definido bien el intervalo de exposición al antígeno, como en las vacunas, resulta fácil distinguir entre las respuestas primaria y secundaria. Sin embargo, en el caso de una infección, el antígeno se libera a lo largo de un intervalo prolongado y no existe una clara separación entre las respuestas primaria y secundaria. Sólo se producirá IgM si clones nuevos de linfocitos B que emergen de la médula ósea se encuentran con el antígeno. Por tanto, la presencia de anticuerpos IgM se puede considerar una indicación de una infección activa. Al contrario, una respuesta que sólo sea del isotipo IgG se considera indicativa de una infección resuelta. Durante las primeras semanas de una infección, los linfocitos B antígeno específicos proliferan y producen cada vez mayores cantidades de anticuerpos. Por tanto, un título creciente de anticuerpos específicos indica asimismo una infección activa.


Para comparar los títulos se debe obtener suero en la presentación (suero de fase aguda) y de nuevo una o varias semanas después (suero de la fase de convalecencia). Para alcanzar la máxima precisión, el suero de fase aguda debe almacenarse en un congelador y enviarse al laboratorio al mismo tiempo que el convaleciente; de esta forma, las dos muestras son analizadas a la vez con reactivos idénticos.
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Cuantificación de la inmunoglobulina total


Las cantidades de IgG, IgM e IgA en el suero se pueden medir rápidamente en la mayoría de los laboratorios clínicos. Se deben utilizar tablas de referencia específicas por edades en los niños porque las diversas clases de inmunoglobulinas dependen mucho de la edad. Dos tercios de la IgG son del subtipo IgG1, de modo que un déficit de este subtipo será evidente cuando se midan los niveles totales de IgG. Sin embargo, los pacientes que carecen de IgG2, IgG3 o IgG4 pueden seguir teniendo unas concentraciones totales de IgG normales, y puede resultar apropiado determinar las subclases de modo individual.


Con mucho, la inmunodeficiencia más común es la ausencia de IgA, a menudo junto con deficiencia de uno o más subtipos de IgG. Es apropiada la determinación de la IgA sérica para identificar la mayoría de las deficiencias de IgA. Las deficiencias de la pieza secretoria, de modo que los pacientes tienen IgA sérica pero no IgA secretoria, constituyen un defecto muy raro. La medición de la IgE total no es de utilidad en el diagnóstico de atopia o alergia porque los niveles séricos pueden estar normales o sólo un poco elevados en pacientes con una enfermedad atópica clínicamente significativa (p. ej., asma, rinitis alérgica, urticaria). Sin embargo, la IgE del suero puede estar sorprendentemente elevada en las infecciones parasitarias.









Electroforesis de las proteínas del suero en las gammapatías monoclonales


Las respuestas de anticuerpos son típicamente policlonales, lo que significa que muchos clones de células B son estimulados, y el conjunto de anticuerpos producidos reconocen numerosos epítopos distintos. Estos anticuerpos tienen diferentes movilidades electroforéticas y producen un pico amplio de gammaglobulina en la electroforesis de proteínas. En el mieloma múltiple, o en otras gammapatías monoclonales, un solo clon de linfocitos B prolifera sin restricciones y produce grandes cantidades de un solo tipo de anticuerpo. Este producto homogéneo, conocido como un anticuerpo monoclonal o proteína M, aparece como un pico con un sola movilidad electroforética32. Cadenas ligeras de este clon puede aparecer en la orina en forma de proteínas de Bence Jones.









Medición de los anticuerpos funcionales


A veces no es posible cultivar el agente infeccioso, y la única forma de diagnosticar una infección es mediante la demostración de que el paciente está creando una respuesta humoral específica al agente sospechoso. Una característica de una infección activa es la producción de cantidades aumentadas del anticuerpo específico. Por consiguiente, una buena prueba diagnóstica ha de ser específica y cuantitativa. Una segunda característica de una infección activa es la presencia de anticuerpos IgM, de ahí que una buena prueba diagnóstica deba ser capaz de identificar el isotipo de los anticuerpos del paciente.


Hoy en día, el formato más utilizado es el análisis de inmunoabsorción en fase sólida. El antígeno se inmoviliza en una superficie plástica como una bandeja de microtitulación o en cuentas (fig. 6-4A). Se añade el suero del paciente y se le permite que interactúe con el antígeno. El antígeno inespecífico, no ligado, se desecha con el lavado y se añade un reactivo de detección para medir la cantidad de anticuerpo del paciente unido al antígeno. El reactivo de detección es un anticuerpo contra la Ig humana (anti-Ig humana) preparado por inmunización de una oveja, un conejo, una cabra u otro animal. Cuanta mayor cantidad de anticuerpos del paciente se adhiera al antígeno, más anti-Ig humana se unirá a ellos. En general, la anti-Ig humana se purifica y conjuga con un reactivo para facilitar su detección. En un análisis de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA), la anti-Ig se conjuga con una enzima, como la peroxidasa o la fosfatasa, que convierte un sustrato en un producto luminiscente o coloreado y permite su cuantificación. En un radioinmunoanálisis (RIA), la anti-Ig humana se marca con un radioisótopo, y en un análisis de inmunoabsorción ligada a fluorescencia (FLISA), la anti-Ig se conjuga con un fluorocromo. Los reactivos anti-Ig específicos de tipo se pueden preparar inmunizando al animal con un único isotipo de Ig humana y eliminando los anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con epítopos, como las cadenas ligeras de antígenos que estarían presentes en otros isotipos. De esta forma, es posible determinar si los anticuerpos del paciente son IgM, IgG, IgA o IgE.
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Figura 6-4 Estructura de los anticuerpos.


A, En un análisis en fase sólida de anticuerpos específicos de los antígenos, el antígeno reviste una superficie, a menudo un pocillo de plástico. La muestra del paciente (p. ej., suero) se incuba con el antígeno y luego se eliminan los anticuerpos no unidos con el lavado. Los anticuerpos del paciente unidos al antígeno se detectan con un anticuerpo contra la Ig humana producido por inmunización de otras especies (en este caso, una cabra). La anti-Ig humana de cabra se conjuga con una molécula que le permite ser detectada. Puede tratarse de un radionúclido, un fluorocromo o una enzima que convierte un sustrato añadido en un producto coloreado o luminiscente. ELISA, análisis de inmunoabsorción ligada a enzimas; RIA, radioinmunoanálisis. B, Se puede usar un formato de sándwich para cuantificar antígenos. Un anticuerpo de captura se inmoviliza en el pocillo de plástico. Se añade la fuente del antígeno y después un segundo anticuerpo específico del antígeno para detectar el antígeno unido. El anticuerpo de detección se conjuga con un radionúclido, un fluorocromo o una enzima, como en el análisis anterior. Las dos capas de anticuerpos en el análisis en sándwich deben reconocer diferentes epítopos en el antígeno, o el primer anticuerpo ocupará todos los epítopos y no dejará ninguno para que se una el segundo anticuerpo. C, La tinción directa de los antígenos en el tejido o en las células utiliza anticuerpos específicos de los antígenos (a menudo monoclonales) que han sido purificados y conjugados con una molécula de detección como un radionúclido, un fluorocromo o una enzima. D, La tinción indirecta de los antígenos en los tejidos o las células utiliza un anticuerpo específico del antígeno sin conjugar como primer reactivo. Este anticuerpo se detecta con un segundo anticuerpo (dirigido contra el primero), que se ha conjugado con un radionúclido, un fluorocromo o una enzima. La técnica indirecta a menudo emite una señal más alta que la directa, ya que múltiples anticuerpos secundarios (anti-Ig de ratón, en este caso de cabra) se pueden unir a un anticuerpo primario (monoclonal murino en este caso). Sin embargo, la tinción de fondo en la técnica indirecta es también mucho mayor que la observada con la técnica primaria o directa.




Además de ser específicos del isotipo, los análisis de inmunoabsorción en fase sólida pueden mostrarse bastante sensibles y cuantitativos. La tecnología se adapta con facilidad para procesar grandes cantidades de muestras de forma semiautomática. El principal inconveniente de un análisis de inmunoabsorción son los resultados falsos positivos. Hay dos posibles causas. La única Ig humana que se supone que se une al antígeno recubierto de plástico es el anticuerpo del paciente específico del antígeno. Sin embargo, las moléculas de Ig de un paciente se pueden unir de forma inespecífica al pocillo de plástico y ser detectadas por la anti-Ig humana. Estas uniones de fondo se convierten en un problema concreto cuando un paciente tiene niveles anormalmente elevados de Ig sérica, como sucede en algunas infecciones crónicas, por ejemplo, el paludismo. Resulta esencial realizar una determinación de fondo en la que el suero del paciente se añade a los pocillos sin antígeno para medir el consumo inespecífico de Ig. La segunda causa de falsos positivos se refiere a la naturaleza del antígeno inmovilizado. En muchos análisis, el antígeno es un homogeneizado relativamente grosero del patógeno y contiene una mezcla compleja de productos biológicos. Es posible que el paciente tenga anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con un epítopo presente en la mezcla. Por esta razón, los resultados positivos de los análisis de inmunoabsorción en fase sólida ELISA, como el del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), deben ser verificados mediante técnicas más específicas de los antígenos, como una inmunotransferencia tipo Western blot.






Inmunotransferencia tipo Western blot


La inmunotransferencia tipo Western blot es una forma de identificar qué antígeno, dentro de una mezcla compleja, es reconocido por los anticuerpos del paciente. La mezcla de antígenos se separa, primero, según el tamaño de sus moléculas, usando una electroforesis en gel de poliacrilamida. Luego, los antígenos son transferidos sobre papel de nitrocelulosa. El suero del paciente se incuba con la tira de papel, los anticuerpos no unidos se desechan por el lavado y los unidos se detectan con anti-Ig humana radiomarcada o conjugada con enzimas. La anti-Ig humana específica de tipo se puede utilizar para determinar el isotipo de los anticuerpos reactivos. Ya que los antígenos se distribuyen según su peso molecular a lo largo de la tira de papel, se puede identificar el tamaño y, por tanto, la identidad probable del antígeno reconocido por el anticuerpo.


La inmunotransferencia tipo Western blot resulta útil para identificar reacciones falsas positivas causadas por anticuerpos con reacción cruzada que reaccionan con algo presente en la mezcla de antígenos. El reconocimiento de tan solo un antígeno de un patógeno dado podría atribuirse a reactividad cruzada al azar, pero es improbable que un paciente tenga anticuerpos de reacción cruzada que reconozcan múltiples antígenos de un patógeno. Es más probable que un paciente así haya quedado expuesto a un patógeno o haya sido infectado por él y haya fabricado una respuesta policlonal de anticuerpos. Ésta es la base de la interpretación del análisis de la inmunotransferencia tipo Western blot en la infección por el VIH. Se supone que la reactividad con un único antígeno viral representa reactividad cruzada al azar o una infección muy temprana por el VIH antes de que el paciente haya desarrollado una respuesta policlonal. La reactividad con dos o más antígenos del VIH se interpreta como una respuesta inmunitaria a una infección en marcha por el VIH.









Aglutinación y fijación del complemento


La capacidad de los anticuerpos para entrecruzarse y agregar antígenos es la base del análisis de microhemaglutinación en relación con los anticuerpos frente a Treponema pallidum (MHA-TP). Los microbios o sus antígenos extraídos se revisten sobre partículas tales como cuentas de látex o eritrocitos. La aglutinación por anticuerpos específicos es manifiesta en la inspección visual. Los anticuerpos IgM pueden entrecruzarse con dos grandes partículas, pero los anticuerpos IgG pueden ser demasiado pequeños para salvar la distancia. Por tanto, la anti-IgG humana se añade a menudo en un segundo paso como un «reactivo en desarrollo» para aglutinar partículas con IgG del paciente específica.


La aglutinación no identifica el isotipo del anticuerpo del paciente. Sin embargo, estos análisis son útiles porque se pueden leer en minutos y sólo requieren unos recursos mínimos de laboratorio. Los resultados se notifican típicamente como el título de anticuerpos, que es la dilución máxima que una muestra puede alcanzar con resultados positivos. Por ejemplo, un título de 1:160 significa que una parte del suero se puede mezclar con 159 partes de solución tampón y producir aun así una reacción positiva. Los sueros se analizan, por lo general, en dos diluciones seriadas, y las diferencias en el título entre las muestras no se consideran distintas desde el punto de vista estadístico, a menos que haya una diferencia de la cuarta parte o mayor entre los títulos de las dos muestras.


La lisis mediada por complemento o los análisis de fijación del complemento pueden ser sensibles pero técnicamente exigentes. En estos análisis, los eritrocitos se recubren de manera artificial con el antígeno deseado y luego se mezclan con el suero del paciente (como fuente de anticuerpos). Se añade suero de cobaya (como fuente de complemento). Los anticuerpos del paciente que se han unido al antígeno de los eritrocitos activan el complemento y lisan los eritrocitos. La ventaja de este análisis es la facilidad de lectura de los resultados, macroscópicamente visibles. Las limitaciones residen en la necesidad de una fuente de complemento biológicamente activo que se comporte de modo constante. Los eritrocitos recubiertos de antígeno también son inestables y no se pueden conservar durante mucho tiempo. Como se podría predecir por las capacidades de los distintos isotipos de inmunoglobulina para activar el complemento, este formato es excelente para medir las IgM, moderadamente eficaz para las IgG y carece de utilidad para las IgA.









Inmunofluorescencia e inmunohistoquímica


Se pueden identificar los anticuerpos específicos de un paciente con el empleo de técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquímica. El principio es el mismo que el del ELISA; la única diferencia es que el antígeno esté presente en un corte de tejido histológico o inmovilizado en un portaobjetos. Ejemplos de antígenos utilizados en este formato incluyen los treponemas para buscar anticuerpos contra T. pallidum y células infectadas por virus en busca de anticuerpos específicos frente al virus. El suero del paciente se incuba con el portaobjetos, los anticuerpos no unidos se desechan con el lavado y los anticuerpos reaccionantes se detectan mediante un anticuerpo conjugado con anti-Ig humana, como en el análisis de inmunoadsorción en fase sólida. Los anticuerpos conjugados con un fluorocromo se visualizan con un microscopio de fluorescencia. Los estudios de inmunohistoquímica usan anticuerpos conjugados con una enzima que se deposita como precipitado coloreado o fluorescente en el tejido donde quiera que se exprese el antígeno. El empleo de anti-Ig humana selectiva para una clase concreta de inmunoglobulina facilita la identificación del isotipo de los anticuerpos específicos de antígeno del paciente.


La interpretación de los hallazgos de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia es subjetiva o, en el mejor de los casos, semicuantitativa, y los resultados informados en una escala de 0-4 + . Aunque no pueden cuantificarse formalmente los anticuerpos, un técnico de laboratorio experimentado podría estimar la cantidad relativa por determinación del título o la dilución que puede alcanzar el suero manteniendo un resultado positivo. Como ya se ha mencionado previamente, no se pueden considerar dos muestras estadísticamente distintas a menos que sus títulos difieran en al menos dos diluciones seriadas. Dado que los análisis se llevan a cabo generalmente con diluciones al doble, un título mayor significativo debería ser de al menos cuatro veces o más. Se deben incluir unos controles apropiados. Como mínimo debe incluirse un control negativo utilizando la anti-Ig humana sola (sin añadir el suero del paciente) para evaluar hasta qué punto la anti-Ig humana se une al tejido. La señal de fondo puede reducirse utilizando fragmentos F(ab′)2 de anti-Ig humana para evitar la adsorción a los tejidos que expresan FcR. Se prefieren los anticuerpos producidos en cabras o carneros porque tienen una menor afinidad por el FcR humano. También resultaría apropiado realizar un control negativo usando suero humano normal en lugar de suero del paciente para evaluar el consumo inespecífico de inmunoglobulina humana.









Enumeración de los linfocitos B productores de anticuerpos: análisis ELISPOT


El análisis de inmunoabsorción ligada a enzimas tipo spot (ELISPOT) está ideado para cuantificar los linfocitos B productores de anticuerpos. También puede ser modificado para enumerar los leucocitos mononucleares productores de citocinas. Para medir la producción de anticuerpos se deja que los linfocitos B se asienten sobre una superficie que ha sido recubierta con anticuerpos frente al isotipo de interés y se cultivan durante varias horas en el lugar. Por ejemplo, para determinar la producción de IgG, se recubre la superficie con anti-IgG, que capta las moléculas de IgG a medida que son segregadas por los linfocitos B. Los productos de los linfocitos B segregados y atrapados se identifican por un segundo reactivo anti-Ig que ha sido conjugado con un trazador, igual que en el ELISA. Después del desarrollo se cuentan las manchas. Cada mancha representa una célula que segregó el producto de interés. Para enumerar las células productoras de citocinas, se reviste la superficie con anticuerpo anticitocina, y el reactivo en desarrollo es un segundo anticuerpo marcado frente a la misma citocina. Se ha modificado un planteamiento similar para su utilización en el citómetro de flujo. Se utiliza antígeno marcado con fluorocromo para enumerar las linfocitos B con Ig de membrana específica de antígeno33.












Análisis utilizados para medir antígenos


Los análisis descritos anteriormente también pueden ser modificados para detectar antígeno con empleo de antisueros específicos al antígeno. Los anticuerpos monoclonales son reactivos ideales para estos análisis porque son una fuente reproducible de anticuerpos con una especificidad bien estudiada. Ha de reconocerse que estos inmunoanálisis miden antígeno en función de su capacidad para interactuar con anticuerpos específicos y no por su actividad biológica. A menos que el anticuerpo mida un epítopo estructurado, es muy probable que el análisis detecte tanto los antígenos activos como los inactivos (p. ej., desnaturalizados). Los inhibidores solubles pueden no interferir con el inmunoanálisis, pero pueden bloquear la actividad in vivo. Por ejemplo, algunas citocinas tienen inhibidores solubles que bloquean su actividad biológica. Un análisis de inmunoadsorción podría indicar que un suero en concreto contiene cantidades grandes de citocinas, cuando, de hecho, por la presencia del inhibidor había muy poca actividad de citocinas.


Los análisis de innmunoabsorción en fase sólida utilizan a menudo un formato de sándwich, en el que un anticuerpo purificado para un antígeno se inmoviliza en una superficie como un pocillo de plástico y forma la capa inferior del sándwich (v. fig. 6-4B). Se añade la muestra del paciente que contiene el antígeno y se le permite que reaccione con el anticuerpo inmovilizado. A continuación, se añade más anticuerpo específico del antígeno como capa superior del sándwich. Este segundo anticuerpo detector se conjuga con una radiomarca, una enzima o un fluorocromo. Cuando se utilizan anticuerpos monoclonales, los anticuerpos de captura y detección han de reconocer distintos epítopos en el antígeno. De otra forma, el anticuerpo de captura reaccionará con todos los epítopos disponibles, sin dejar uno para el segundo anticuerpo.


En ocasiones, el diagnóstico requiere la identificación de patógenos en el tejido del paciente. Las técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquímica se utilizan para localizar antígenos en los tejidos de los pacientes. Por ejemplo, para buscar virus, se analizan cortes de tejidos de enfermos con anticuerpos, a menudo anticuerpos monoclonales, que son preparados mediante la inmunización de animales con proteínas virales. Los anticuerpos monoclonales específicos del antígeno se pueden conjugar directamente con fluorocromos o nzimas y utilizarse en una detección directa o de un solo paso (v. fig. 6-4C).


De forma alternativa, se añade primero el anticuerpo específico del antígeno, como un anticuerpo monoclonal de ratón, y luego una anti-IgG conjugada preparada en otro animal. Éste es un análisis indirecto o en dos pasos (v. fig. 6-4D). Los análisis indirectos a menudo generan una señal más intensa, ya que varios anticuerpos anti-Ig murina conjugados se pueden unir a cada Ig de ratón. Sin embargo, esta técnica también tiene un mayor trasfondo y los controles negativos apropiados se revelan cruciales para la interpretación del análisis. Las células en suspensión pueden ser teñidas con múltiples especificidades de anticuerpos, cada una marcado con un fluorocromo diferente y analizadas mediante citometría de flujo. El citómetro de flujo cuantifica las células, mide la fluorescencia asociada a cada una y discrimina entre fluorocromos con distintos espectros de emisión. Las muestras de control deben analizarse en paralelo, usando anticuerpos monoclonales que son del mismo isotipo, pero son específicos para antígenos irrelevantes, a fin de medir el consumo inespecífico de fondo. Para mejorar el cociente señal/ruido y disminuir la unión inespecífica, se pueden bloquear la FcR de las células con IgG irrelevante de otra especie y se preparan anticuerpos reactivos como fragmentos F(ab′)2.


La inmunofluorescencia y la inmunohistoquímica se pueden usar asimismo para detectar anticuerpos autorreactivos, que se unen a antígenos en tejidos autólogos. El análisis directo es posible cuando se puede efectuar una biopsia del tejido afectado. Los autoanticuerpos del paciente unidos a sus propios tejidos se detectan al añadir anticuerpos conjugados anti-Ig humana. A veces, el tejido afectado no está accesible y la única opción consiste en buscar autoanticuerpos en el suero. Esta técnica indirecta implica la incubación del suero del paciente con el tejido obtenido de muestras quirúrgicas o de autopsias y la utilización de anti-Ig humana para detectar los anticuerpos del paciente que se unen.









Medición de inmunocomplejos


Los fagocitos fijados en el tejido hepático y esplénico son los responsables de eliminar los complejos antígeno-anticuerpo. Sin embargo, si su capacidad se supera, los inmunocomplejos circulan y se depositan en los tejidos a los que se han unido los anticuerpos. Se puede realizar un diagnóstico de las enfermedades mediadas por inmunocomplejos por demostración de los depósitos de inmunocomplejos en los tejidos diana mediante técnicas inmunofluorescentes o inmunohistoquímicas. Una segunda estrategia diagnóstica consiste en medir la cantidad de componentes del complemento, en concreto C3 y C4, en el suero, ya que estos niveles se reducirán cuando el complemento sea activado por los inmunocomplejos. Sin embargo, la interpretación de los resultados puede ser difícil puesto que C3 es un reactivo de fase aguda y su nivel tiende a aumentar en las afecciones inflamatorias.


Una tercera estrategia diagnóstica es la búsqueda de inmunocomplejos en el torrente sanguíneo. Se pueden usar varios métodos34,35. Algunos análisis dependen de la capacidad de los anticuerpos IgG o IgM para fijar C1q. El C1q radiomarcado puede añadirse al suero; una vez que se hayan precipitado todas las proteínas séricas del mismo tamaño de los inmunocomplejos se cuantifica la cantidad de C1q que coprecipita. Otro tipo de análisis se basa en que los inmunocomplejos circulantes llevan unido C3b. El C3b (y los complejos unidos) se extraen del suero usando anticuerpos inmovilizados al C3b o mediante la estirpe celular Raji, que tiene un receptor abundante y ávido por C3b. La cantidad de inmunoglobulina humana que coprecipita con C3b se utiliza como una estimación de la cantidad de inmunocomplejos presentes.


Las diversas estrategias para medir los inmunocomplejos no siempre deparan resultados concordantes, lo que indica que los complejos pueden variar en tamaño, composición y conducta biológica entre pacientes o en distintas etapas del proceso de la enfermedad.
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No hay suficiente ADN en el genoma humano para codificar cada una de los millones de especificidades de anticuerpos que puede producir una persona cuando se expone del modo adecuado. Más que codificar cada especificidad de anticuerpos en la secuencia de la línea germinal, los linfocitos B crean la diversidad de anticuerpos mediante la selección de una serie de genes que codifican los componentes de la hendidura de unión al antígeno y los reorganizan de manera variable. El proceso de reorganización del ADN usa enzimas exclusivas de los linfocitos, como RAG-1 y 2 (de recombination activating genes [genes activadores de la recombinación]), así como la serie completa de las ubicuas enzimas de reparación del ADN, comunes a todas las células. Los linfocitos B comienzan produciendo anticuerpos IgM. Con la estimulación posterior del antígeno y la señalización por los linfocitos T, la progenie de estos linfocitos B cambia a la producción de IgG, IgA o IgE con el mismo sitio de unión al antígeno que la IgM inicial.






Reorganización del adn y generación de diversos lugares de unión al antígeno


La médula ósea produce alrededor de 109 células pro-B al día. Para convertirse en linfocitos B, estos precursores deben sufrir una serie específica de reorganizaciones (fig. 6-5 y tabla 6-3). El primer paso es reorganizar el ADN para formar una cadena pesada μ funcional. Cuatro segmentos génicos deben juntarse para constituir una cadena μ: el segmento V o variable, el segmento D o de la diversidad, el segmento J o de la unión y el gen de la cadena pesada μ. Hay 50 segmentos de genes funcionales posibles para V, 27 para D, 6 para J y 1 gen μ. A través de la selección aleatoria de estos segmentos, se pueden generar 8.100 (50 × 27 × 6) especificidades distintas de IgM mediante diversidad combinatoria. Uno de los genes D se corta y empalma con uno de los genes J, y el gen DJ resultante se corta y empalma a su vez con uno de los genes V. Debe advertirse la nomenclatura solapada: «V» se usa para designar el segmento del gen V y también el dominio V en el extremo 5′ de las cadenas ligera y pesada.





[image: image]

Figura 6-5 Reorganización del ADN.


El esquema de la reorganización de los genes de la cadena CD4+ pesada comienza con el corte y empalme de uno de los segmentos del gen D con uno de los segmentos del gen J. El producto DJ se corta y se empalma con el segmento V y éste con el gen de la cadena μ. Las cadenas μ y δ que codifican el ADN están adyacentes la una a la otra y el linfocito B puede producir un solo ARNm que abarque ambas. A través de cortes y empalmes alternativos en pasos posteriores a la traducción, el linfocito B produce IgM e IgD, que se expresan en la superficie del linfocito B. El linfocito B también produce IgM secretada. Después de que reciba las señales de los linfocitos T activadas, el linfocito B puede cambiar la producción de IgM a la de IgG, IgA o IgE. El segmento VDJ se corta y se empalma con los genes de una nueva cadena pesada, con lo que conserva la especificidad de los anticuerpos producidos.






Tabla 6-3 Estadios del desarrollo del linfocito B
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La hendidura de unión al antígeno se forma por dominios V de las cadenas pesada y ligera. Cada uno de estos dominios V tiene tres regiones hipervariables o CDR. Dos de los CDR están codificadas en el gen V. El tercer CDR lo está en el ADN que abarca la unión entrelazada entre los segmentos V y J. El descuido o la mala posición en el corte y empalme de estos genes producen más variaciones en el sitio de unión del antígeno por la diversidad de la unión. El corte y empalme del ADN requiere el desdoblamiento, y los extremos cortados del ADN no son inmediatamente unidos de nuevo en el gen siguiente. En su lugar, el final se repliega sobre sí mismo para formar una horquilla. Antes del corte y empalme se reabre el asa, pero no necesariamente en el mismo sitio. Un cambio en el sitio exacto del corte de apertura produce mayor variabilidad en la secuencia de los genes. Se pueden introducir (o eliminar) nucleótidos adicionales para aumentar más diversidad a la secuencia génica.


Estas reorganizaciones del ADN representan un riesgo para el linfocito B. Se pueden introducir codones de parada de manera inadvertida. En aproximadamente dos tercios de los casos, el marco de lectura se desplaza de la secuencia y el gen no sigue codificando una proteína funcional. Antes de continuar, el linfocito B debe verificar que el gen VDJ reconfigurado del primer gen codifica un gen funcional de cadena μ. Para evaluar la funcionalidad del gen, el linfocito B intenta emparejar la cadena con un sucedáneo de la cadena ligera y expresa el producto en la membrana celular. Se desconoce el modo en que el linfocito B confirma que estas dos proteínas se muestran del modo correcto. No obstante, si se cumplen los criterios exigidos, se impide que el gen de la cadena pesada en el otro cromosoma se reorganice mediante un proceso denominado exclusión alélica. Si la cadena no se muestra correctamente, la célula pro-B intenta reorganizar el alelo de la otra cadena pesada.


Una vez lograda con éxito la reorganización del locus de la cadena pesada, la célula pro-B se divide y comienza a reorganizar la cadena ligera (v. tabla 6-3). El proceso de reorganización para las cadenas ligeras es el mismo que para las pesadas, a excepción de que las cadenas ligeras sólo tienen segmentos V, J y de la región constante; carecen de segmento D. Sin embargo, las probabilidades de éxito son dos veces mejores para las cadenas ligeras que para las pesadas. Se intentan primero las cadenas κ y si no tiene éxito ninguna de las reorganizaciones de la cadena κ, el linfocito B puede reorganizar las cadenas λ. Una vez que ambas cadenas se han reconfigurado con éxito para formar una IgM de membrana funcional, la célula se transforma oficialmente en un linfocito B inmaduro, listo para encontrar el antígeno (v. tabla 6-3).









Deleción de clones autorreactivos


El siguiente paso consiste en eliminar cualquier linfocito B que produzca anticuerpos autorreactivos capaces de lesionar al huésped. Los linfocitos B inmaduros en dicho estadio expresan sólo IgM en su superficie y se localizan en la médula ósea. Los antígenos en este entorno probablemente son antígenos propios o autoantígenos. Si la IgM de superficie del linfocito B se une y reacciona de forma cruzada con un antígeno (autoantígeno), el clon del linfocito B se elimina del repertorio. Los linfocitos B pueden ser inducidos a sufrir apoptosis en un proceso denominado deleción clónica, o pueden transformarse en anérgicos, o sin respuesta al antígeno. Existe un rescate potencial del linfocito B autorreactivo. Si permanecen en el citoplasma niveles suficientes de la enzima RAG, los linfocitos B autorreactivos pueden intentar reorganizar un nuevo gen de cadena ligera, que podría dar lugar a una nueva IgM que ya no reacciona con los antígenos propios. Este proceso se denomina edición del receptor.









Estimulación antigénica: primera señal


A medida que los linfocitos B abandonan la médula ósea, comienzan a expresar IgD e IgM en sus membranas. Para producir ambos isotipos a la vez, el linfocito B genera una larga molécula de ARN mensajero (ARNm) que comprende la región VDJ reordenada, el gen μ y el gen δ. Mediante el corte y empalme alternativo, el linfocito B puede usar este ARNm para producir IgM o IgD. Éste es un proceso muy diferente al empleado para el cambio del isotipo. El cambio de tipos de IgM a IgG, IgA o IgE es irreversible porque el linfocito B corta y empalma la secuencia VDJ con un nuevo gen de cadena pesada (γ, α o [image: image]) y descarta el ADN que ha intervenido (v. fig. 6-5).


La producción de IgD constituye un umbral fundamental en la vida de un linfocito B. Antes de este estadio, el entrecruzamiento de IgM de superficie con antígeno, que habría sido un autoantígeno procedente de la médula ósea, llevó a inactivación o muerte. De aquí en adelante, la interacción con el antígeno tendrá un efecto estimulador esencial; además, la supervivencia del linfocito B depende ahora de la repetición del estímulo por el antígeno. Los linfocitos B vírgenes que abandonan la médula ósea tienen alrededor de 1 semana para localizar su antígeno correspondiente. El 80% de los linfocitos B fracasa en este cometido y muere36.


La IgM de la membrana también se denomina receptor (antígeno) del linfocito B (BCR). Cuando interactúa con el antígeno correspondiente, la IgM de membrana se reorganiza en balsas de lípidos en la membrana del linfocito B. La cola citoplásmica de la IgM no tiene capacidad señalizadora por sí misma. La señalización se lleva a cabo, en su lugar, por otras dos proteínas citoplásmicas: Igα e Igβ, que se asocian con la IgM en la balsa lipídica. Su función es muy parecida a la de los correceptores de los linfocitos T, el CD3 y la cadena ζ. Igα e Igβ poseen motivos de activación del inmunorreceptor basados en la tirosina (ITAM). Cuando la IgM sufre reacción cruzada, estos ITAM se fosforilan, lo que permite el acoplamiento de la tirosincinasa Syk. Syk es la equivalente en los linfocitos B de la ZAP-70 en los linfocitos T. Syk y otras tirosincinasas activan la vía de la proteína cinasa activada por mitógeno Ras (MAP) y la vía de la fosfolipasa C específica del fosfatidilinositol, lo que provoca un aumento en el citoplasma de calcio y diacilglicerol (DAG). Por último, se producen los factores de transcripción, como el factor nuclear de los linfocitos T activados (NFAT), el factor nuclear de las células κB (NFκB) y la proteína activadora (AP)-137,38.









Los correceptores amplían o suprimen la señalización del antígeno


La señalización mediada por antígenos puede potenciarse por la participación de diferentes correceptores de linfocitos B. CD21, CD19 y CD81 forman el complejo correceptor de los linfocitos B. CD21, también conocido como receptor 2 del complemento (CR2), se une a C3d. C3d es un producto de degradación de C3b que se acumula en la superficie de los patógenos cuando se activa el complemento. Mientras el antígeno del patógeno interactúa con la IgM, el C3d puede ligarse en forma cruzada al CD21 en los linfocitos B. Esto pone la cola citoplásmica de CD19 en proximidad con el BCR, donde puede ser fosforilado por Syk y unido a Igα o Igβ. El CD19 fosforilado acaba activando la fosfatidilinositol-3 (PI3) cinasa. Las cinasas de la familia Src unidas al CD21 también pueden fosforilar ITAM en Igα e Igβ39. El efecto neto de la participación del correceptor es el aumento de la concentración de moléculas señalizadoras. En un modelo murino, la participación del complejo del correceptor, modelado por la unión cruzada de CD21 con los anticuerpos, redujo la cantidad de antígeno necesaria para inducir una respuesta inmunitaria 1.000 veces40.


Otros receptores, como FcγRIIB, tienen un efecto opuesto e inhiben la señalización de la IgM de membrana. La cola citoplásmica de FcγRIIB posee un motivo inhibidor del inmunorreceptor basado en la tirosina (ITIM) que inhibe la actividad de los ITAM. Los ITIM activan una fosfatasa que desfosforila los ITAM e interrumpe la vía señalizadora. Como resultado, cuando los inmunocomplejos que contienen antígeno e IgG interactúan con el linfocito B, la señal potenciadora suministrada por la interacción de IgM de membrana con el antígeno se contrarresta por una señal inhibidora que nace de la interacción de la IgG con FcγRIIB29. Este papel regulador del FcγRIIB se demostró por la unión cruzada de IgM de membrana con IgG anti-IgM, como sucedáneo del antígeno. La IgG anti-IgM-intacta, que interactuó con IgM de membrana y FcγRIIB, suprimió las respuestas de anticuerpos. El tratamiento con fragmentos de F(ab′)2 de la misma anti-IgM, que se pudo unir en forma cruzada a la IgM de membrana pero no pudo interactuar con FcR, estimuló la producción de anticuerpos41.









Segundas señales E interacción linfocitos B-T


Para cambiar la producción de IgM a la de IgG, IgA o IgE, los linfocitos B necesitan recibir una señal de los linfocitos T CD4+ colaboradores activados (fig. 6-6). Los linfocitos T activados expresan el ligando CD40 (CD40L o CD154), que se une al CD40 en los linfocitos B y los activa42. El papel crucial de las interacciones CD40-CD40L se ilustra mejor por los defectos observados en personas con deficiencia congénita de CD40L y un trastorno denominado síndrome de hiper-IgM o síndrome de Omen. Sin CD40L, los linfocitos T no pueden estimular el CD40 en los linfocitos B. Los linfocitos B de los pacientes afectados producen cantidades superiores a lo normal de IgM, pero son incapaces de cambiar la producción de los otros isotipos o de formar centros germinales en los ganglios linfáticos.
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Figura 6-6 Los linfocitos B y T necesitan, cada uno, dos señales.


Parte superior, La primera señal para los linfocitos B se produce cuando el antígeno reacciona en forma cruzada con las Ig de membrana. Si esto sucede cuando el linfocito B inmaduro expresa tan sólo IgM, la señal es inhibidora. Sin embargo, una vez que el linfocito B expresa IgM e IgD, la exposición al antígeno es estimuladora. Parte media, Los linfocitos T se activan por el encuentro con las células presentadoras de antígeno (CPA), como las células dendríticas. Los linfocitos T necesitan reconocer a su péptido antigénico correspondiente, expresado en una molécula de clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), y también una señal a través de su receptor CD28. El ligando de CD28 es uno de los miembros de la familia B7 (CD80 y CD86). Las CPA estimulan la expresión de sus moléculas B7 cuando encuentran estímulos proinflamatorios, como los PAMP en el antígeno. Esta segunda señal de la CPA confirma al linfocito T que el antígeno es «peligroso» y que se requiere una respuesta inmunitaria. Parte inferior, Para cambiar de IgM a otros isotipos y formar células de memoria, los linfocitos B precisan señal de los linfocitos T activados. Estas segundas señales son la interacción del CD40 en los linfocitos B con el CD40L (CD154) en los linfocitos T activados y varias citocinas derivadas de los linfocitos T.




Las moléculas de adherencia, incluida la molécula de adherencia intercelular 1 (ICAM-1 o CD54) y la molécula asociada a la función del linfocito 1 (LFA-1 o CD11a/CD18), estabilizan los linfocitos B y T como un par conjugado. Las dos células pueden permanecer en contacto durante muchas horas, mientras el linfocito T secrete citocinas en dirección polarizada al espacio entre las mismas. Los linfocitos B pueden responder a numerosas citocinas derivadas de los linfocitos T, entre ellas las interleucina-2 (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-6 y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β). IL-10 y TGF-β hacen que el linfocito B cambie al isotipo IgA, mientras que IL-6 lo induce para que se transforme en una célula plasmática productora de IgA a alto nivel43. IL-4 e IL-5 estimulan el cambio al isotipo IgE.


Después de la estimulación por el linfocito T, el linfocito B comienza a dividirse cada 6 o 7 horas y genera varios miles de células hijas. En este punto, la naturaleza aumenta las expectativas para la célula B. La célula está condenada a morir por apoptosis a causa de una disminución del nivel de Bcl-2 y un aumento del Fas. Los linfocitos B pueden sobrevivir si encuentran un antígeno para interactuar con su inmunoglobulina de superficie, lo que hace que aumente el nivel de Bcl-XL; si esto no ocurre, el linfocito B muere por las vías de apoptosis mediadas por el Fas. Además, el linfocito B cesa la expresión de la IgD de superficie y expresa sólo pequeñas cantidades de IgM.


Para potenciar su capacidad de unir antígeno, los linfocitos B sufren hipermutaciones somáticas dentro de segmentos de ADN que codifican las hendiduras de unión a antígeno con el fin de aumentar la afinidad por antígeno. Las linfocitos B pueden introducir una mutación por 103 pares de bases en esta secuencia particular, que es 10 millones superior al índice base de mutaciones para otras células somáticas. Ya que el estímulo continuado por los antígenos es un prerrequisito para la supervivencia, cuando el antígeno escasea, los linfocitos B deben competir modificando sus lugares de unión al antígeno, para generar una secuencia de mayor afinidad por el mismo. Sólo los linfocitos B que fabrican anticuerpos con mayor afinidad de unión serán capaces de competir por la señal crítica de supervivencia proporcionada por el antígeno. El resultado es que la afinidad media de la respuesta del anticuerpo se hace mayor de forma progresiva.


La hipermutación somática se produce en la región folicular del ganglio linfático o del bazo en los centros germinales44. Los linfocitos B se mueven a través de la zona basal ligera y compiten por el antígeno expresado en las células dendríticas foliculares. Los supervivientes se transforman en células de memoria y en precursores de células plasmáticas45. Las células plasmáticas pueden producir anticuerpos a un ritmo muy acelerado durante un período de días, o quizá incluso mayor. Otra progenie de los linfocitos B se transforma en células de memoria y parece sobrevivir durante años46,47.









Cómo los linfocitos B encuentran y activan a los linfocitos T


¿Cómo un linfocito B encuentra, entre un millón, un linfocito T específico de un péptido del mismo antígeno? Después de que los linfocitos B abandonen la médula, circulan por la corriente sanguínea y pasan por los ganglios linfáticos o el bazo en donde pueden encontrar sus antígenos correspondientes, ensamblados desde la periferia por las células dendríticas. Las células que no encuentran su antígeno de apareamiento pasan al ganglio siguiente. Los linfocitos B que encuentran un antígeno adecuado comienzan a expresar el receptor de quimiocina CCR7, que los atraen hacia las quimiocinas producidas por las células del estroma en la zona de linfocitos T48,49. Los linfocitos T activados son dirigidos a su vez hacia las quimiocinas generadas en la zona de linfocitos B50.


Los linfocitos B pueden aumentar también sus posibilidades de contactar con los linfocitos T específicos del mismo antígeno, al transformarse en células presentadoras de antígeno (CPA) que activan las linfocitos T. Los linfocitos B ingieren el antígeno y presentan los péptidos relevantes para activar los linfocitos T necesarios. A diferencia de los monocitos o las células dendríticas, que capturan antígenos de forma aleatoria, los linfocitos B tienen un mecanismo de captura específico del antígeno, su IgM de membrana. El antígeno capturado por la IgM de membrana es llevado a un compartimento endosómico, degradado en péptidos y mostrado en la superficie celular en las moléculas de clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) para activar linfocitos T CD4+. Cuando la IgM de membrana se entrecruza con el antígeno, el linfocito B se activa para mostrar aún más antígeno de clase II del MHC, que favorece aún más su capacidad para ser un APC para los linfocitos T CD4+. Como el antígeno fue capturado con la IgM de membrana específica de antígeno, el linfocito B sólo presenta los péptidos adecuados para atraer a los linfocitos T con la especificidad antigénica apropiada. No debe infravalorarse la importancia de los linfocitos B como APC específicos de antígeno. Las enfermedades mediadas por linfocitos T pueden mejorarse por el anticuerpo monoclonal específico de linfocitos B, rituximab, que parece actuar interfiriendo con la presentación del antígeno por los linfocitos B a los linfocitos T51. Los linfocitos B producen también IL-10 y TGF-β y pueden estar implicados en el desarrollo de linfocitos T reguladores52.


Además de su capacidad para seleccionar linfocitos T corregidos por el antígeno, los linfocitos B activados por el antígeno pueden asimismo proporcionar las moléculas coestimuladoras necesarias, requeridas para activar el receptor CD28 de los linfocitos T53. Los linfocitos T precisan dos señales para ser activados. La primera señal viene de su receptor antigénico y la segunda del CD28 y es aportado generalmente por las CPA: monocitos, macrófagos, células dendríticas o linfocitos B. El requisito de las dos señales asegura que los linfocitos T no responden inmunitariamente a los antígenos propios. Los linfocitos T no tienen posibilidad de discriminar los antígenos patógenos de los inocuos. Si los linfocitos T fueran activables con tan sólo una señal, responderían a cada péptido que encajase en sus receptores antigénicos y el huésped estaría abrumado por los procesos inflamatorios. El papel de las CPA consiste en decirle al linfocito T si un antígeno particular es «peligroso» y merece una respuesta inmunitaria. Las CPA realizan esta función expresando ligandos B7 cada vez que encuentran un peligro. Hay dos miembros homólogos en la familia B7: B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86). Las moléculas B7 se unen al CD28 y proporcionan la segunda señal crítica que activa los linfocitos T y los mantiene vivos. Los linfocitos T estimulados por una señal única (es decir, antígeno sin B7) sufren apoptosis.


¿Cómo identifican las CPA el peligro? Las CPA identifican a los patógenos utilizando un conjunto de receptores denominados colectivamente receptores de reconocimiento de patrones (PRR)54. Los PRR se unen a patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) como lipopolisacáridos, peptidoglucanos, ácidos lipoteicoicos, mananos, ADN bacteriano y ARN bicatenario. Cuando los PRR se unen a PAMP, la CPA lo reconoce como patógeno y comienza a mostrar las moléculas coestimuladoras B7. El entrecruzamiento de la IgM de membrana, las moléculas de clase II del MHC o el CD40 estimula las moléculas B7 en los linfocitos B y las transforma en eficaces CPA55.


Las vacunas de polisacáridos conjugados dependen de la capacidad de los linfocitos B para, como sus propias CPA, presentar antígenos a los linfocitos T con un poco de «dar gato por liebre» (fig. 6-7). Las vacunas de polisacáridos no son buenas ya que no pueden estimular la producción de anticuerpos IgG específicos. Los linfocitos B, que producen anticuerpos frente a los polisacáridos, no pueden realizar el cambio de IgM a IgG ni generar células de memoria, pues no existen linfocitos T específicos que proporcionen las segundas señales necesarias. No hay linfocitos T específicos de los polisacáridos porque los linfocitos T están programados para reconocer péptidos (es decir, fragmentos de proteínas) mostrados en las moléculas del MHC. Los polisacáridos no generan péptidos, por lo que no es posible tener linfocitos T específicos de polisacárido. Las vacunas conjugadas están diseñadas para engañar a los linfocitos T específicos de otros antígenos para que ayuden a los linfocitos B específicos de los polisacáridos. Una vacuna conjugada une el antígeno polisacárido a una proteína, como el toxoide tetánico, para la que el huésped tiene ya linfocitos T específicos. Los linfocitos B específicos de los polisacáridos interiorizan el conjugado mediante su IgM de membrana específica de polisacárido. El conjugado es degradado y los péptidos del toxoide tetánico conjugado exhibidos en las moléculas de clase II del MHC del linfocito B. Los linfocitos T específicos de los péptidos del toxoide tetánico se emparejan con este linfocito B específico del polisacárido y le proporcionan la ayuda necesaria para realizar el cambio de isotipo y la formación de células de memoria.
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Figura 6-7 Vacunas conjugadas.


La vacuna conjugada está diseñada para inducir la producción de anticuerpos IgG frente a los antígenos polisacáridos (PS), que por lo general serían incapaces de inducir los anticuerpos IgG. Los polisacáridos no generan anticuerpos IgG porque las células presentadoras de antígeno (CPA) no pueden degradarlos en péptidos susceptibles de ser presentados en las moléculas de clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) para estimular a los linfocitos T específicos del antígeno. La vacuna consiste en el antígeno PS unido a una proteína antigénica, como el toxoide tetánico (TT), para la que el huésped ha preparado linfocitos T específicos del antígeno. Los linfocitos B capaces de producir anticuerpos específicos del PS ingieren la vacuna a través de su IgM de membrana (IgMm) específica del PS. Los linfocitos B degradan la molécula de la vacuna y presentan los péptidos del TT en sus moléculas de clase II del MHC a un linfocito T CD4+ activado, específico del TT. El linfocito T puede ser activado por el linfocito B o por la interacción previa con una célula dendrítica que muestra los péptidos del TT. El linfocito T activado específico del TT proporciona a los linfocitos B (mostrando péptidos del TT) específicos del PS la colaboración necesaria en forma de interacciones de CD40-CD40L y citocinas. Recibidas las señales necesarias de un linfocito T, el linfocito B específico del PS puede cambiar a la producción de IgG, así como generar células memoria duraderas.











Antígenos independientes de los linfocitos T


Los linfocitos B requieren típicamente dos señales para convertirse en células eficientes productoras de anticuerpos. La primera señal procede del antígeno y la segunda señal suele proceder de los linfocitos T. Algunos antígenos pueden proporcionar un tipo de segunda señal al linfocito B sin la participación de los linfocitos T. Ejemplos de antígenos independientes de los linfocitos T son los polisacáridos de Haemophilus influenzae tipo b, los peptidoglucanos, la proteína A de Staphylococcus y numerosos virus. Los antígenos independientes de T presentan, típicamente, motivos muy repetitivos y una estructura flexible. Su estructura repetitiva y armazón flexible les permiten interaccionar con grandes cantidades de moléculas de IgM de membrana que se acumulan en un solo foco y emiten una señal potente para el linfocito B. Muchos antígenos independientes de T son patógenos recubiertos también con C3d, que se degrada a C3d. Éste se entrecruza con el CD21 de las linfocitos B, que comparte una balsa lipídica con la IgM de membrana, lo que amplía las vías señalizadoras al linfocito B. Los linfocitos B activados por los antígenos independientes de T dependen todavía de las citocinas, pero pueden recibirlas de otras fuentes que no sean los linfocitos T, como los macrófagos.


Los linfocitos B en la zona marginal del tejido linfático secundario tienden a expresar IgM de membrana específica frente a antígenos independientes de T. Estos linfocitos B responden a los patógenos en la sangre, como las bacterias atrapadas por los macrófagos localizados alrededor de la zona marginal. Ya que no requieren la participación de los linfocitos T, los linfocitos B de la zona marginal originan una respuesta seudoinnata de bacteriemia con una rápida liberación de anticuerpos IgM.









Inhibición de la producción de anticuerpos


Una vez que el antígeno es eliminado, las respuestas de anticuerpos van declinando. Existen varios mecanismos que desconectan una respuesta de anticuerpos. El secuestro del antígeno priva a los linfocitos B de la señal activadora que requieren para sobrevivir56. Los inmunocomplejos formados entre el antígeno y el exceso de anticuerpos IgG emiten señales inhibidoras al linfocito B interactuando con FcγRIIB, como se ha descrito con anterioridad41. Los anticuerpos antiidiotipo aparecen de forma espontánea durante una respuesta inmunitaria y pueden tener un papel estimulando o inhibiendo las respuestas inmunitarias57. Los anticuerpos antiidiotipo son autoanticuerpos que reaccionan con los epítopos en o cerca del sitio de unión al antígeno del anticuerpo. Al reconocer los epítopos exclusivos de un clon particular, pueden modular los linfocitos B de manera muy selectiva. Los antiidiotipos que interaccionan con IgM de membrana antes de que el linfocito B exprese IgD pueden suprimir la producción de anticuerpos. La disminución de los linfocitos T ayuda también a atemperar la respuesta de anticuerpos. Con una activación persistente, los linfocitos T comienzan a expresar Fas y su ligando, FasL. Las interacciones recíprocas entre las células activadas que expresan Fas y FasL conducen a la muerte mutua por apoptosis58. Luego, en la respuesta inmunitaria, los linfocitos T activados comienzan a expresar también antígeno-4 del linfocito T citotóxico (CTLA-4). El CTLA-4 se une a las moléculas coestimuladoras B7 con mucha mayor afinidad que el CD2859. Mientras el CD28 envía señales estimuladoras para los linfocitos T, el CTLA-4 las manda inhibidoras, de modo que el efecto neto sobre el linfocito T es la supresión de su actividad. Por último, a medida que el antígeno escasea, cada vez menos linfocitos T y B reciben las señales del antígeno necesarias para su activación continua y supervivencia.









Linfocitos B1


Los linfocitos B «habituales» descritos hasta ahora se denominan B2 para distinguirlos de los B1. Estos últimos se localizan sobre todo en los espacios pleural y peritoneal60 y tienen un único marcador de superficie, CD5. Los linfocitos B1 parecen regenerarse de forma continua en la periferia antes que en la médula ósea. Sólo producen IgM, lo que indica que no reciben colaboración de los linfocitos T. Sus hendiduras de unión al antígeno se codifican directamente mediante secuencias de líneas celulares germinales sin mayor modificación, y los antígenos que reconocen tienden a ser polisacáridos microbianos y proteínas del huésped desnaturalizadas o degradadas. Los anticuerpos producidos por los linfocitos B1 pueden realizar una función de limpieza facilitando la eliminación de los desechos celulares y proteínas desnaturalizadas61. Se cree que los linfocitos B son la fuente de muchos anticuerpos «naturales» para los antígenos microbianos, en concreto para aquellos que se encuentran en la microbiota intestinal normal. Dichos anticuerpos están presentes en niveles bajos incluso en personas que no han sido inmunizadas de un modo deliberado. Los animales que han sido criados en ambientes «exentos de microorganismos» tienen niveles bajos de anticuerpos naturales circulantes que reaccionan con diversos microorganismos comensales, lo que sugiere que los linfocitos B1 pueden ser parte del sistema inmunitario endógeno.
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Clasificación de las reacciones de gell y coombs


Las reacciones de hipersensibilidad son respuestas inmunitarias que causan lesión tisular y, por tanto, morbilidad en el huésped. En algunos casos, una respuesta autoinmunitaria aberrante se dirige de manera específica contra los antígenos y las células del huésped. En muchos otros casos, una respuesta inmunitaria excesiva frente a un agente infeccioso lesiona las células del huésped que son testigos inocentes. La clasificación de Gell y Coombs divide las reacciones de hipersensibilidad en cuatro tipos basados en su mecanismo de acción subyacente. Los tipos I, II y III están mediados por anticuerpos y se tratarán aquí. Aunque pocas enfermedades se pueden atribuir a un solo tipo de Gell y Coombs, el esquema de clasificación constituye una base útil para la comprensión de los mecanismos patogénicos. Debe señalarse que el término reacción de hipersensibilidad se emplea a menudo, de manera potencialmente paradójica, para describir mecanismos de defensa en realidad beneficiosos para el huésped. Por ejemplo, los granulomas formados en respuesta a los microorganismos tuberculosos ayudan a contener el bacilo y proteger al huésped; sin embargo, se conoce como un mecanismo de hipersensibilidad tipo IV.






Hipersensibilidad de tipo I


Las reacciones de tipo I implican la desgranulación de los mastocitos. Los mastocitos contienen depósitos preformados de histamina y heparina. También producen leucotrienos, prostaglandinas, citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF)-α y proteasas. La liberación local del contenido de los mastocitos genera pápulas, urticaria y habones. La desgranulación masiva y simultánea de grandes cantidades de mastocitos en el cuerpo produce anafilaxia, que da lugar a bajada de la presión arterial, extravasación de líquidos a través de las paredes permeables de los vasos y constricción de la musculatura lisa. Los mastocitos pueden ser desgranulados por entrecruzamiento de los anticuerpos IgE retenidos en el FcɛR en la superficie del mastocito. También puede llevarse a cabo por antígeno o anticuerpos frente a las moléculas de IgE o FcɛR. Los opioides y los contrastes también pueden desgranular los mastocitos sin actuar a través de la IgE o del FcɛR. Como resultado, las respuestas que desencadenan se denominan reacciones anafilactoides. Los fragmentos de la tercera y quinta proteínas del complemento (C3a y C5a) pueden asimismo desgranular los mastocitos, y estas moléculas se llaman anafilotoxinas. El clínico que lucha para hacer frente a las reacciones mediadas por IgE frente a sustancias inocuas, como penicilina o ambrosía, recuerda con dificultad que las respuestas de tipo I tienen un papel beneficioso en la defensa contra los parásitos intestinales.









Hipersensibilidad de tipo II


Las reacciones de tipo II conllevan anticuerpos que reaccionan con antígenos en la superficie de las células del huésped. Las células recubiertas con antígenos pueden ser lisadas por el complemento activado o fagocitadas por los neutrófilos o los monocitos/macrófagos. Los anticuerpos se pueden unir a las células del huésped porque son autorreactivos o autoanticuerpos. Por ejemplo, la anemia hemolítica autoinmunitaria puede estar causada por anticuerpos contra los antígenos celulares. Los anticuerpos también pueden dirigirse contra antígenos que se hayan unido a las células del huésped. Por ejemplo, los pacientes con anticuerpos contra penicilina pueden desarrollar anemia hemolítica cuando la penicilina se une a sus eritrocitos.









El origen de los anticuerpos autorreactivos


Podría ser de ayuda, en este punto, revisar los mecanismos que impiden el desarrollo de autoinmunidad y exponer cómo se pueden evitar tales procesos. El sistema inmunitario hace todo lo posible por eliminar los linfocitos B autorreactivos. A comienzos del desarrollo de los linfocitos B, son inducidos para sufrir apoptosis o para no responder si se encuentran con antígenos afines. Esta reacción se produce durante la ventana de vulnerabilidad que persiste mientras los linfocitos B inmaduros expresan IgM y antes de que expresen IgD. Tales linfocitos B se encuentran probablemente en la médula ósea, o al principio de la transición a la periferia y los antígenos que encuentran son probablemente autoantígenos. A medida que las linfocitos B se mueven a la periferia, en donde tienen probabilidad de encontrarse con antígenos extraños, pierden la IgD y el antígeno se convierte en un estímulo activador de por vida. Sin embargo, la inducción central de la tolerancia parece ser sólo parcialmente efectiva porque la práctica totalidad de las personas tienen linfocitos B circulantes que pueden ser llevados, in vitro, a producir anticuerpos reactivos frente a autoantígenos.


La naturaleza de la señalización del antígeno parece dictar también si un linfocito B se hará sensible o anérgico. Entre los estímulos que tienden a inducir anergia se encuentran los estímulos persistentes, los antígenos oligovalentes, las interacciones de baja afinidad y los inmunocomplejos que pueden interactuar de forma simultánea con los FcγRIIB y que contienen ITIM en el linfocito B. Es importante reconocer que los linfocitos B maduros en los centros germinales sufren hipermutaciones somáticas y generan nuevos sitios de unión a anticuerpos bastante después de que ya no sean vulnerables a los mecanismos reguladores que se aplican a las células pre-B en la médula ósea.


El control de los linfocitos B es imperfecto, de modo que gran parte de la responsabilidad para impedir las reacciones autoinmunitarias recae en los linfocitos T62. Al madurar en el timo, los linfocitos T son examinados con cuidado en su capacidad para unirse a antígenos autólogos. Un sistema exclusivo permite al epitelio tímico expresar diversas proteínas que por lo general sólo se encuentran en tejidos extratímicos. Así, el linfocito T puede ser evaluado contra un repertorio sorprendentemente amplio de antígenos propios mientras se encuentra aún en el timo. Los linfocitos T inmaduros que se unen con gran afinidad a los antígenos autólogos se eliminan mediante un proceso denominado selección negativa. Tras dejar el timo, los linfocitos T no pueden ser activados por el antígeno correspondiente solo, sino que requieren una segunda señal transmitida por el CD28, típicamente a partir de las CPA. Los linfocitos T que reciben una señal a través de su receptor de antígenos sin acompañarse de una señal desde el CD28 son inducidos a sufrir apoptosis. La señalización desde CD28 la realizan las moléculas B7 coestimuladoras mostradas en las CPA. Las CPA estimulan la expresión de las moléculas B7 cuando reconocen señales de peligro o PAMP en el patógeno. Las CPA que muestran péptidos de los antígenos del huésped no suelen expresar moléculas B7. Sin embargo, en el curso de una infección, una CPA podría mostrar péptidos autólogos en el momento de haber sido también estimulada por las citocinas proinflamatorias para expresar las moléculas B7 coestimuladoras. Por lo tanto, durante una infección, o en otras afecciones inflamatorias, los linfocitos T, que reconocen péptidos de los antígenos propios, pueden ser activados y, a su vez, proporcionar ayuda a los linfocitos B autorreactivos. Es uno de los mecanismos postulados para dar lugar a respuestas autoinmunes


Otro posible mecanismo que conduce a la autoinmunidad es el mimetismo molecular, que involucra a los antígenos derivados de patógenos, muy parecidos a los antígenos del huésped. Ejemplos de mimetismo molecular son los epítopos de reacción cruzada encontrados en la proteína M de Streptococcus pyogenes y las proteínas en el sarcolema del miocardio63 y los péptidos de reacción cruzada encontrados en Tripanosoma cruzi y las neuronas humanas64. Aunque el primer péptido reconocido como resultante del mimetismo molecular puede no desencadenar una enfermedad autoinmunitaria, la respuesta inmunitaria tiende a expandirse a otros epítopos en la misma proteína, en un proceso denominado extensión del epítopo65. Se piensa que esta extensión del epítopo se produce cuando los linfocitos B producen anticuerpos contra un epítopo en una proteína. Estos linfocitos B captan la proteína a través de sus IgM de membrana, la procesan en péptidos antigénicos y los muestran, en grandes cantidades, junto con las señales coestimuladoras, presumiblemente inducidas por un estímulo inflamatorio coexistente. El linfocito B activado, en su papel de CPA, activa los linfocitos T que reconocen otros epítopos de la misma proteína. Esto expande el repertorio de células CD4 que están activadas y les permite ayudar a una serie aún más amplia de linfocitos B66. Con el tiempo, este repertorio expandido puede incluir linfocitos T y B autorreactivos, cuya especificidad les lleva a lesionar los tejidos del huésped.









Hipersensibilidad de tipo III


Las reacciones de hipersensibilidad de tipo III son respuestas inflamatorias desencadenadas por inmunocomplejos solubles que se depositan en diversos tejidos. Los fagocitos tratan de ingerir los inmunocomplejos unidos a los tejidos. Aunque los tejidos recubiertos con complejos son demasiado grandes para ser ingeridos, los fagocitos lo intentan y en el proceso liberan enzimas proteolíticas lesivas y citocinas proinflamatorias. Los inmunocomplejos también pueden activar el complemento, que se deposita en la superficie celular. En general, las células del huésped se protegen de los ataques del complemento con proteínas que bloquean la formación del complejo de ataque a la membrana y aceleran la inactivación de los componentes del complemento. Sin embargo, cuando los inmunocomplejos activan al complemento a través de la vía clásica, el huésped puede ser incapaz de producir proteínas inactivadoras a un ritmo suficiente. El sitio de las reacciones de hipersensibilidad de tipo III depende por completo de dónde se han depositado los inmunocomplejos; la especificidad antigénica de los anticuerpos resulta irrelevante. Por ejemplo, los complejos de anticuerpos y antígenos de la hepatitis causan vasculitis si se depositan en las paredes de los vasos sanguíneos, y glomerulonefritis si lo hacen en el riñón.


Las enfermedades infecciosas están habitualmente asociadas a las reacciones del tipo III de hipersensibilidad porque la infección genera una continua fuente de antígeno que se incorpora a los inmunocomplejos67,68. Cuando hay un exceso de antígeno, cada anticuerpo puede unirse a su propio antígeno y los complejos son pequeños. Cuando hay un exceso de anticuerpo, el antígeno se recubre de anticuerpos y los complejos siguen siendo pequeños. Sin embargo, cuando el antígeno y el anticuerpo están presentes en cantidades equivalentes, los anticuerpos reaccionarán de forma cruzada con las moléculas de los antígenos contiguos; este entramado crea un gran inmunocomplejo. Los anticuerpos con baja afinidad liberan el antígeno con rapidez y tienden a formar complejos pequeños, con independencia de su relativa abundancia.


Los factores reumatoides son anticuerpos que reaccionan con la IgG humana (autóloga) y constituyen un componente común de los inmunocomplejos. Estos autoanticuerpos que se presentan de forma natural se encuentran en casi todas las personas. Las secuencias que codifican muchos factores reumatoides están en las líneas celulares germinales y se expresan con poca reorganización del ADN69,70. Su conservación en tales secuencias indica que estos anticuerpos pueden tener un papel inmunorregulador o de limpieza71. Las antiinmunoglobulinas que reaccionan con los epítopos en o cerca del sitio de unión al antígeno pueden emular la señalización del antígeno y tener efectos positivos o negativos en la producción de anticuerpos por los linfocitos B72,73. Asimismo, pueden facilitar la eliminación de moléculas de inmunoglobulina degradadas74. En casos de infección crónica o de inflamación, los niveles de factores reumatoides pueden llegar a ser bastante elevados y contribuir de modo significativo a formar inmunocomplejos que causan lesión tisular. La crioglobulinemia es una vasculitis desencadenada por complejos de factores reumatoides e IgG que se depositan de manera preferente en lugares con una temperatura corporal reducida.












Hipergammaglobulinemia


Las infecciones crónicas como el paludismo, la endocarditis75, la tripanosomiasis76 y las infecciones asociadas a fibrosis quística77 aumentan los niveles de inmunoglobulina circulante muy por encima del rango normal. Se cree que el mecanismo es la activación presencial de los linfocitos B, ya que pocos de los anticuerpos producidos son específicos de los antígenos relacionados con el agente infeccioso. El virus de Epstein-Barr también se asocia a niveles elevados de inmunoglobulina, ya que el virus infecta y activa una serie amplia de linfocitos B, que entonces producen anticuerpos de diversas especificidades (policlonales)78. Los sueros con niveles muy elevados de inmunoglobulina tienen niveles altos de uniones inespecíficas en los análisis de anticuerpos específicos. Este trasfondo elevado puede generar lecturas falsamente positivas si no se realizan las oportunas sustracciones del trasfondo. Las hipergammaglobulinemias no se relacionan con una patología definida, a excepción de la hipergammaglobulinemia D y el síndrome de fiebre periódica hereditario, en el que la sobreproducción de IgD puede desencadenar inflamación crónica79.
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Deficiencia de inmunoglobulina A


Entre las inmunodeficiencias hereditarias, los defectos que implican a los linfocitos B son mucho más comunes que los de linfocitos T o fagocitos. La inmunodeficiencia hereditaria más común es la deficiencia selectiva de IgA, que afecta a una de cada 300-700 personas. Parecen ser formas hereditarias autosómicas, dominantes y recesivas, con penetrancia incompleta.


Muchas personas con deficiencia de IgA son relativamente sanas y asintomáticas y la verdadera prevalencia de esta enfermedad pasó sin ser apreciada hasta que se determinaron sistémicamente las concentraciones séricas de IgA en los donantes de sangre. Los síntomas pueden ser mínimos por el transporte compensador de las IgM a las secreciones7. Pocas personas con deficiencia de IgA contraen infecciones sinusales o pulmonares recurrentes, atopia, trastornos autoinmunitarios y neoplasias. Sus alergias se dirigen a menudo contra los antígenos de la dieta y se ha propuesto que la atopia se presenta porque son incapaces de bloquear la absorción de antígenos ambientales de las superficies gastrointestinales. Las personas con mayor morbilidad tienen a menudo una deficiencia combinada de IgA y uno o más de los subtipos de IgG, en concreto IgG2 o IgG4. Algunas de estas personas llegan a desarrollar un síndrome de inmunodeficiencia variable común.


Las personas con deficiencia congénita de IgA tienen un riesgo potencial de presentar reacciones anafilácticas a la IgA en las administraciones intravenosas de preparados de inmunoglobulinas o de concentrados de hematíes sin lavar80. La sustitución con inmunoglobulinas no beneficia a los pacientes con deficiencia de IgA por dos razones. Primera, las preparaciones son IgG y no contienen IgA. Segunda, incluso si la sustitución contuviera IgA, los anticuerpos IgA intravenosos no serían transportados a las secreciones. Sólo los anticuerpos IgA2 producidos en el tejido linfoide submucoso son transportados a través de las barreras epiteliales a las secreciones.









Agammaglobulinemias


Los niños con deficiencias profundas hereditarias de anticuerpos se mantienen bien hasta los primeros 6-9 meses de vida por los anticuerpos maternos adquiridos a través de la placenta. La semivida de la IgG es de aproximadamente de 3 semanas y no es hasta después de seis a nueve semividas o aproximadamente 6 meses después del nacimiento, cuando la IgG materna cae por debajo de los niveles de protección. Entonces, estos niños comienzan a contraer infecciones como sinusitis, otitis media y neumonías. Agentes infecciosos muy habituales son: Streptococcus pneumoniae, H. influenzae, meningococos y especies de Mycoplasma81. Para cuando se diagnostique y trate la etiología subyacente, estos niños pueden haber desarrollado bronquiectasias irreversibles. Son habituales las infecciones intestinales por Salmonella, Shigella, Campylobacter, Giardia y rotavirus82,83. Los síntomas reumatológicos se presentan en el 10-30% de los casos84. Tienden a desarrollar artritis séptica por bacterias comunes. Asimismo, pueden desarrollar sinovitis en ausencia de agentes infecciosos. Estos pacientes son también vulnerables a la meningitis crónica por enterovirus, que a menudo resulta mortal85. La vacunación con microorganismos inactivados se revela inútil porque no pueden producir los anticuerpos deseados. Las vacunas vivas se deben evitar, ya que se han producido poliomielitis inducidas por vacunas en pacientes con agammaglobulinemia86.


Muchas de las afecciones que afectan a la maduración de los linfocitos B y la producción de anticuerpos están ligadas al cromosoma X. La más grave es la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, producida por un defecto en una de las cinasas citoplásmicas transductoras de señales en los linfocitos B87. La proteína defectuosa es la tirosincinasa de Bruton (Btk) y el trastorno también se denomina agammaglobulinemia de Bruton. Sin Btk, los linfocitos B son detenidos en el estadio pre-B y no pueden transformarse en células con expresión de inmunoglobulinas de superficie88. Se han descrito muchos tipos de mutaciones de este gen, pero no existe correlación aparente entre una mutación específica y la gravedad de la enfermedad. Los niños afectados tienen menos de 100 mg/dl de IgG y no presentan IgM o IgA en el suero. Los linfocitos B se encuentran prácticamente ausentes de la médula ósea o la periferia, pero los linfocitos T son normales.









Síndrome de hiperinmunoglobulina M


El síndrome de hiper-IgM suele estar ligado al cromosoma X, aunque existe una forma que afecta a las niñas. Estos niños tienen las mismas infecciones piógenas recurrentes como las observadas en niños con agammaglobulinemia ligada al cromosoma X. Los pacientes con el síndrome de hiper-IgM también son susceptibles a la neumonía por Pneumocystis. Tienen cantidades normales de linfocitos B circulantes, bajos niveles de IgG e IgA y niveles mayores de lo normal de IgM. El defecto radica en sus linfocitos T, no en los B. Les falta el ligando CD40 (CD154), que por lo general se expresa en la superficie de los linfocitos T activados. Sin esta molécula, los linfocitos T activados no se pueden unir al CD40 en los linfocitos B e inducir el cambio de isotipo. Por consiguiente, los linfocitos B continúan produciendo IgM, pero no cambian a IgG o IgA y no presentan la afinidad de la maduración característica de una respuesta secundaria. Como se podría predecir, los ganglios linfáticos de estos pacientes están poblados de células, pero no tienen centros germinativos organizados. Su predisposición a la neumonía por Pneumocystis puede reflejar la incapacidad de sus linfocitos T para interactuar con el CD40 de los monocitos y activar su potencial microbicida completo. Estos niños son asimismo propensos a desarrollar anemia hemolítica autoinmunitaria, púrpura trombocitopénica y neutropenia recurrente81.









Inmunodeficiencia variable común


La aparición de la inmunodeficiencia variable común se produce típicamente entre los 15 y 25 años89,90, sorprendentemente más tarde que en las agammaglobulinemias congénitas. Aunque la aparición tardía indica una etiología adquirida, hay un patrón familiar que respalda una predisposición genética. Estos pacientes, a menudo aunque no siempre, tienen cantidades normales de linfocitos B, que expresan inmunoglobulinas de superficie, pero sólo producen cantidades muy pequeñas de inmunoglobulinas secretadas circulantes91. La causa subyacente no está aún bien definida, pero el defecto puede, en realidad, residir en el linfocito T92. Los pacientes con inmunodeficiencia variable común tienden a manifestar síndromes de malabsorción y enfermedades autoinmunitarias. Algunos presentan un cuadro sarcoideo93. También tienen un riesgo elevado de neoplasias gastrointestinales y linfomas94. Los familiares de los pacientes con inmunodeficiencia variable común muestran una incidencia mayor de lo normal de deficiencia de IgA95, trastornos autoinmunitarios y neoplasias malignas96.









Deficiencias de subtipos de inmunoglobulina G


Las deficiencias de subtipos no son una causa común de predisposición a la infección. La deficiencia aislada de IgG1 conduce a una morbilidad significativa ya que este subtipo domina la respuesta IgG; sin embargo, este trastorno es raro. Las deficiencias de los subtipos IgG2 se observan a menudo en combinación con defectos de IgG4, IgE o IgA. Los pacientes con deficiencia de IgG2, IgG3 o IgG4 presentan a veces infecciones bacterianas recurrentes,97, pero no en general98. Cuando se sospecha una deficiencia de un subtipo de IgG, debe verificarse que el enfermo es deficiente en su capacidad para producir anticuerpos funcionales antes de proponer el reemplazo de la Ig. Esto se efectúa midiendo las cantidades de anticuerpos antes y después de una vacuna de recuerdo para antígenos tales como difteria o tétanos.









Inmunodeficiencias selectivas


Unas pocas inmunodeficiencias afectan sólo a la respuesta a algunos patógenos concretos. Las personas con enfermedad linfoproliferativa ligada al sexo (enfermedad de Duncan) son incapaces de generar una respuesta adecuada al virus de Epstein-Barr. Sus linfocitos B permanecen infectados con el virus y continúan proliferando.


Otro ejemplo de inmunodeficiencia específica del patógeno se observa en personas a las que les falta el segmento del gen VκA2. Dicho gen está a menudo implicado en la producción de anticuerpos de H. influenzae. Presumiblemente, la secuencia de este gen V codifica un sitio de unión al antígeno que encaja de manera exacta con los epítopos de esta bacteria. A muchos miembros de la tribu Navajo les falta este segmento V, y los que no lo tienen son más propensos a las infecciones por H. influenzae99.









Defectos combinados de linfocitos T y B


Los niños con inmunodeficiencia combinada grave son incapaces de generar linfocitos B o T maduros y se muestran susceptibles a todo tipo de patógenos, entre ellos bacterias piógenas, virus, hongos e infecciones oportunistas variadas. El síndrome de Wiskott-Aldrich ligado al cromosoma X se caracteriza por trombocitopenia, dermatitis eczematoide grave y deficiencia en las respuestas de linfocitos T y B100. Los pacientes tienen cantidades normales de linfocitos T y B, pero un defecto en la transducción de señales altera su capacidad para organizar respuestas de anticuerpos dirigidas al antígeno101. Los niveles de IgM e IgG son bajos y los de IgE e IgA, elevados81. Estos niños son vulnerables a las infecciones con S. pneumoniae y H. influenzae y pueden necesitar profilaxis con inmunoglobulina intravenosa (IGIV)100. Los niños con ataxia-telangiectasia tienen defectos en los mecanismos de reparación del ADN que pueden, por último, afectar a los genes de sus inmunoglobulinas. El tratamiento con reposición de inmunoglobulina debe administrarse a niños con defectos demostrables en su capacidad de generar anticuerpos a las vacunas infantiles81,102.









Neoplasias malignas


Se pueden ver deficiencias de anticuerpos en pacientes con leucemia linfocítica crónica, mieloma múltiple y macroglobulinemia de Waldenström103. Estas deficiencias pueden deberse a la disminución de linfocitos B y a la supresión de la producción normal de anticuerpos por elementos celulares del tumor o sus productos104.









Evaluación clínica de una inmunodeficiencia humoral sospechada


Los médicos de familia deberían poder iniciar una evaluación de la inmunodeficiencia humoral midiendo los niveles totales de inmunoglobulina y la presencia de anticuerpos funcionales. Los niveles de inmunoglobulina total, incluidos los subtipos de IgG, están rápidamente disponibles en los laboratorios clínicos. Los rangos normales varían mucho con la edad, y es fundamental utilizar las tablas de referencia ajustadas por la edad cuando se evalúa a niños. Una prueba simple de anticuerpos funcionales consiste en analizar los anticuerpos para los grupos sanguíneos, pues éstos se forman de manera espontánea frente a los antígenos de los grupos sanguíneos A o B que una persona no posee. Los laboratorios clínicos también pueden evaluar si un paciente tiene anticuerpos contra diversos agentes infecciosos de los que existen pruebas documentadas de inmunización previa, como parotiditis, hepatitis y rubéola. Se pueden realizar evaluaciones más extensas cuando las indique un especialista, por ejemplo, el recuento de linfocitos B y T en la circulación o una estimación de la capacidad de los linfocitos de un paciente para responder a estímulos que en general ocasionan proliferación de los leucocitos y producción de anticuerpos in vitro. Se puede inmunizar a los pacientes con un nuevo antígeno no encontrado en la naturaleza, como el bacteriófago ΦX174, a fin de evaluar su capacidad de organizar una respuesta inmunitaria humoral específica in vivo. Pueden ser necesarias pruebas adicionales, entre ellas la evaluación de la función fagocítica y de las vías señalizadoras que proporcionan a las CPA la capacidad de estimular los linfocitos B y T del huésped, para evaluar bien a los pacientes inmunodeficientes (v. también cap. 308).
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Inmunización pasiva


Los anticuerpos preparados a partir de una persona resultan eficaces cuando se inyectan en otra. La inmunización pasiva consiste en la administración de inmunoglobulina preparada a partir de personas de las que se sabe que tienen niveles elevados de anticuerpos frente al agente infeccioso en cuestión. Se puede usar en pacientes inmunodeprimidos cuando se duda de su capacidad de generar una respuesta inmunitaria suficiente a la vacunación. Por ejemplo, los receptores de aloinjertos inmunodeprimidos pueden necesitar suero inmune contra citomegalovirus (CMV) tras una exposición inadvertida a este virus.


La inmunización pasiva también se emplea cuando un paciente no puede producir anticuerpos a tiempo para protegerse de la enfermedad. Por ejemplo, Clostridium tetani en una herida contaminada puede generar cantidades letales de toxina mucho antes de que un huésped no vacunado sintetice anticuerpos neutralizadores de la toxina. En tal caso, el paciente debe recibir inmunoglobulina antitetánica y también ser vacunado para protegerse frente al tétanos en caso de futuras lesiones. La administración simultánea de anticuerpos (suero hiperinmune) y antígeno (vacuna toxoide) no impide el desarrollo de una respuesta inmunitaria adecuada. De hecho, las células dendríticas pueden almacenar los inmunocomplejos y usarlos para estimular los linfocitos B durante largos períodos. El paciente, vacunado con anterioridad contra el tétanos, debe tener algunos anticuerpos circulantes contra la toxina y una vacuna de recuerdo con toxoide tetánico desencadenará una respuesta secundaria con producción rápida de cantidades adicionales de anticuerpos específicos frente a la toxina.


Otra indicación de la inmunización pasiva es el antídoto en la mordedura de serpiente, que requiere el uso de un antiveneno. No es práctico y, de hecho, puede resultar peligroso inmunizar a voluntarios humanos con el antígeno. Como existen pocas personas que se hayan vuelto inmunes por exposición natural es necesario usar antisueros preparados de animales inmunizados. Los anticuerpos de otras especies se revelan perfectamente adecuados, pues su papel principal, en este caso, consiste en bloquear la unión de las toxinas a los receptores celulares. La limitación de las inmunoglobulinas no humanas es que los anticuerpos de otras especies pueden desencadenar una respuesta inmunitaria y una reacción de hipersensibilidad de tipo III, sobre todo con la administración repetida.









Reposición intravenosa de inmunoglobulina


Las personas con agammaglobulinemia o hipogammaglobulinemia necesitan una reposición de por vida de anticuerpos que los protejan ante los diversos agentes infecciosos con los que se encontrarán en sus actividades cotidianas. Resulta improbable que la reposición de inmunoglobulina sea necesaria antes de que los niveles de IgG caigan por debajo de 200 mg/dl. Incluso con niveles globales bajos de IgG, algunos pacientes pueden producir aún niveles adecuados de anticuerpos específicos. Se puede valorar rápidamente mediante las pruebas clínicas disponibles que miden la respuesta a las vacunas como el toxoide tetánico, el conjugado toxoide de H. influenzae tipo b o la hepatitis B. Los pacientes con agammaglobulinemia requieren 300 a 400 mg/kg de inmunoglobulina cada 3-4 semanas. Hay disponibles preparados específicamente diseñados para la administración intravenosa. La inmunoglobulina intravenosa (IGIV) no debe contener inmunoglobulina agregada susceptible de actuar como un inmunocomplejo y desencadenar reacciones de hipersensibilidad de tipo III. La vida de las IgG infundidas alcanza los 21 días. Con perfusiones repetidas a intervalos de 3-4 semanas, los niveles valle aumentan despacio. El objetivo radica en asegurar que los niveles no caigan por debajo de 700-800 mg/dl. Las perfusiones se pueden acompañar de fiebre, escalofríos, mialgias, cefalea y náuseas, pero tienden a ser menos frecuentes tras las la repetición de las mismas102,105.


Después de que se demostrase su éxito en el tratamiento de las enfermedades infecciosas, los clínicos comenzaron a administrar IGIV en procesos inflamatorios de etiología desconocida, pero que se creían de origen infeccioso. La IGIV está hoy en día aprobada por la Food and Drug Administration de EE.UU. para el tratamiento de la púrpura trombocitopénica106 y el síndrome de Kawasaki107. Sin embargo, la IGIV resulta beneficiosa en una amplia variedad de afecciones, el síndrome de Guillain-Barré108, la miastenia grave109 y otras miopatías inflamatorias110. También puede ser beneficiosa en el síndrome del shock tóxico111.


No se conocen los mecanismos por los que la IGIV mejora estos trastornos, que podrían variar con cada enfermedad. La IGIV debe contener anticuerpos que neutralicen las bacterias, las toxinas o los superantígenos responsables de la enfermedad112. Los preparados de IGIV se elaboran con plasma de al menos 1.000 y a veces hasta 100.000 donantes. Por consiguiente, la serie de lugares de unión al antígeno representa sobre todo el repertorio humano completo. En este repertorio puede haber anticuerpos antiidiotipo, capaces de inhibir las respuestas autoinmunitarias patológicas en algunos pacientes113. Las infusiones de IGIV también parecen inhibir la producción de citocinas inflamatorias, posiblemente por anticuerpos específicos de la citocina114,115. En los casos en que las células del huésped recubiertas de anticuerpo sean atacadas por el sistema inmunitario, la IGIV puede ralentizar el proceso por bloqueo del sistema reticuloendotelial116. Como la semivida de la IgG se ve influida por su concentración en el suero, la elevación con la IGIV puede acelerar la eliminación de los autoanticuerpos. Es incluso posible que algunos de los efectos de la IgG no estén causados por anticuerpos, sino por otras proteínas del suero, de las que sólo hay cantidades mínimas presentes. Por ejemplo, CD4, CD9, las moléculas HLA y las citocinas se hallan en niveles bajos117,118.









Anticuerpos monoclonales


Los preparados de anticuerpos uniformes y reproducibles se usan también como fármacos terapéuticos in vivo y como reactivos in vitro. Para producir anticuerpos monoclonales, un animal, por lo general un ratón o una rata, se inmuniza con el antígeno deseado. Los linfocitos B del animal inmunizado se fusionan con linfocitos B malignos que no producen su propia inmunoglobulina con el objetivo de crear un hibridoma que prolifere de manera indefinida y genere IgG a un ritmo elevado. Las células fusionadas se distribuyen una por cada pozo y se les permite proliferar. El sobrenadante se analiza buscando anticuerpos específicos, y los clones productores de altos niveles del anticuerpo deseado se seleccionan y propagan de forma indefinida.


El uso terapéutico de los anticuerpos monoclonales se está extendiendo con rapidez. Los anticuerpos monoclonales contra los linfocitos T se emplean para suprimir rechazos de injertos119. Los anticuerpos monoclonales contra los linfomas y los antígenos en los tumores sólidos se utilizan como parte de los regímenes quimioterapéuticos. Los anticuerpos contra las citocinas o sus receptores se usan para interferir en la actividad de los mediadores proinflamatorios, como TNF-α120.


Dado su origen murino, los anticuerpos monoclonales se consideran proteínas extrañas, y el paciente puede desarrollar de modo ocasional anticuerpos frente a ellos. Una vez que forman complejo con los anticuerpos humanos antirratón, los anticuerpos monoclonales se eliminan antes, por lo que resultan menos eficaces121. Para evitar esta situación, se han desarrollado técnicas con objeto de humanizar el anticuerpo monoclonal. Por ejemplo, se puede cortar y empalmar la región variable del anticuerpo murino con la región constante de un anticuerpo humano122. Una tecnología similar se ha utilizado para desarrollar moléculas bifuncionales. Por ejemplo, la Fc de la IgG se fusiona con el CD4 para crear una proteína que pueda ayudar a eliminar el VIH; se usa el CD4 aminoterminal análogo para unir el VIH y el fragmento Fc para unirse a las células fagocíticas. Los enlaces químicos se han usado asimismo para intentar ampliar las funciones efectoras de la IgG. Se han conjugado toxinas con anticuerpos con la esperanza de que el anticuerpo conduzca a la toxina hasta la célula diana deseada. También se han conjugado radionúclidos con anticuerpos y se han utilizado para localizar células tumorales. Las estrategias para humanizar los anticuerpos monoclonales se están volviendo cada vez más eficaces123.
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7 Complemento




Peter Densen





La actividad funcional atribuible al sistema del complemento se describió por primera vez a finales del siglo xix, cuando se demostró que el suero fresco contenía un factor bactericida termolábil denominado alexina1. Posteriormente, se demostró que un factor termoestable presente en el suero convaleciente contribuía también a la actividad bactericida. A principios del siglo xx, Paul Erlich utilizó el término complemento para describir el factor termolábil y ambocepto (anticuerpo), para el factor termoestable. Con el siglo xx llegó el reconocimiento de que el complemento tenía más de un componente. Sin embargo, hasta 1941 Louis Pillemer no fue capaz de separar componentes distintos desde el punto de vista funcional de la vía clásica a partir de varias fracciones de suero. Al principio de la década de 1950, Pillemer también describió un mecanismo independiente de los anticuerpos para la activación del complemento al que se refirió como vía de la properdina1-3. No obstante, las técnicas de purificación proteica de la época eran incapaces de obtener componentes del complemento con la pureza suficiente para convencer a otros autores de la existencia de esta vía.


En las décadas de 1960 y 1970 se desarrollaron modelos matemáticos capaces de describir la activación secuencial del complemento, así como nuevas técnicas para la purificación de sus componentes individuales. Los últimos avances llevaron al redescubrimiento del trabajo de Pillemer, la definición de esas proteínas y la descripción de los mecanismos que controlan su actividad. La década de 1980 aportó el reconocimiento de que el sistema del complemento consta también de proteínas de membrana, receptoras e inhibidoras, que intervienen, respectivamente, en las consecuencias celulares de la acción del complemento y protegen a las células del huésped de los efectos dañinos de su activación. Con este avance surgió la apreciación de que el complemento funciona de forma óptima en la interfase entre la fase líquida y la superficie celular.


Hacia el final del siglo xx, un gran auge de las investigaciones sobre biología molecular condujo a 1) la clonación y definición estructural de todas las proteínas del complemento y a un conocimiento de las bases moleculares de sus estados de deficiencia; 2) la definición de una tercera vía de activación del complemento, la vía de la lectina de unión a la manosa, y 3) el uso de ratones modificados genéticamente para analizar los detalles moleculares de la función del complemento. Gracias a este proceso se ha determinado que el complemento consta de más de 30 proteínas (tabla 7-1) y se han definido con más claridad los papeles e implicaciones del complemento como puente entre los sistemas inmunitarios innato y adquirido, así como la eliminación de los inmunocomplejos y las células apoptósicas. Como consecuencia de tales revelaciones, se ha reemplazado la visión del sistema del complemento como un mero sistema que aumenta las defensas del huésped por uno más global, en el que sirve como uno de los sistemas más precoces de reconocimiento de patrones a la hora de diferenciar lo propio de lo extraño y actúa de enlace entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo gracias a sus acciones inflamatorias y antiinflamatorias4.




Tabla 7-1 Proteínas plasmáticas del complemento
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[image: image] Síntesis, catabolismo y distribución del complemento


En estudios que utilizan hepatocitos cultivados junto con un análisis de los polimorfismos de componentes del complemento en pacientes, antes y después de un trasplante hepático ortotópico, se ha identificado el hígado como el sitio principal de síntesis de la mayor parte de los componentes del complemento5,6. El catabolismo fraccionado de varios componentes del complemento indica que se encuentran entre las proteínas del plasma metabolizadas más rápidamente7.


Las fluctuaciones de la concentración de los componentes individuales del complemento reflejan en parte el hecho de que son reactantes de fase aguda y su síntesis se puede modular de dos a cinco veces mediante diversos mediadores inmunitarios, entre ellos interleucina-1 (IL-1), IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF), interferón-γ (IFN-γ) y endotoxina8. En la mayoría de los casos, el aumento de la síntesis se arbitra a nivel de la transcripción.


Otras células diversas también sintetizan y secretan varias proteínas del complemento. Las más señaladas son los monocitos, los macrófagos y los adipocitos, aunque la microglía, los astrocitos, los fibroblastos y las células endoteliales son asimismo lugares destacados de producción local de complemento9. La síntesis de complemento por los monocitos puede modularse por IFN-γ, endotoxina, IL-1 y TNF. La síntesis local es un aspecto esencial de la defensa del huésped mediada por el complemento, como demuestra la observación de que los monocitos y los macrófagos pueden sintetizar cantidades suficientes de complemento para estimular la opsonización, la ingestión y la destrucción de las bacterias8.


En las personas sanas, casi todo el complemento se encuentra en el plasma. Las concentraciones de las proteínas del complemento en las secreciones normales de las mucosas son de, aproximadamente, el 5-10% de los niveles séricos y en el líquido cefalorraquídeo normal son incluso más bajas, quizá del 1% o menos. Ante una inflamación local, las concentraciones del complemento en las secreciones mucosas y en el líquido cefalorraquídeo aumentan, muy probablemente como resultado de alteraciones en las barreras de permeabilidad vascular, pero también debido al aumento de su síntesis y secreción por las células mononucleares locales.


La actividad del complemento sérico se reduce en los lactantes prematuros en proporción al grado de inmadurez. En cambio, los niveles del complemento en lactantes sanos a término representan el 60-100% de los observados en adultos sanos. A pesar de estos niveles, casi normales, se han observado defectos en la activación del complemento, ya sea por la vía clásica o la alternativa, hasta en el 40% de esos lactantes10.
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Revisión: C3, la piedra angular del sistema del complemento


La relevancia de C3 en la cascada del complemento es evidente por la posición que ocupa en la convergencia de las vías clásica y alternativa, su papel de activación y amplificación de la activación de la vía alternativa, la multitud de actividades funcionales asociadas con sus diversos productos de escisión, el hecho de que es un punto principal de regulación de la actividad del complemento (fig. 7-1) y el hecho de que su concentración plasmática (1,6 mg/ml) supera en 2-10 veces la concentración de todos los demás componentes del complemento (v. tabla 7-1)11.
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Figura 7-1 La cascada del complemento.


Dentro de cada vía, los componentes están ordenados por su orden de activación y alineados frente a sus análogos estructurales y funcionales en las otras vías. Los recuadros redondeados se relacionan con la activación de las vías, los rectangulares reflejan las funciones del complemento; los asteriscos indican los lugares de inhibición de la actividad del complemento (v. tabla 7-2). B, factor B; C, complemento; CAM, complejo de ataque a la membrana; CR1, receptor 1 del complemento; D, factor D; Ig, inmunoglobulina; MASP, proteinserasa asociada a MBP; MBP, proteína de unión a la manosa.




La escisión de C3 y su unión covalente estable con las superficies diana es el resultado esencial de la activación del complemento. La escisión de C3 puede producirse a través de tres vías generales de activación del complemento: la clásica, la de unión a lectina y la alternativa. El producto de cada una de estas tres vías es la formación de complejos enzimáticos específicos (C3 convertasas-C4b2a y C3bBb) capaces de amplificar la escisión de C3 y de iniciar la formación del complejo de ataque a la membrana (CAM) (v. fig. 7-1)4.


Las moléculas de reconocimiento de patrones con propiedades que oscilan de una especificidad bastante amplia (p. ej., proteína de unión a manosa [MBP]) a la multiespecificidad (p. ej., properdina, inmunoglobulina M [IgM]) o a la alta especificidad (IgG) desencadenan la activación del complemento al unirse a sus objetivos respectivos. Una característica estructural común de la MBP, la properdina, la IgM y la proteína C1q es la presencia de múltiples elementos de unión, algunos con especificidad para distintos objetivos. La participación de estos elementos favorece un enlace estable, un inicio eficaz de la secuencia de activación del complemento y la expresión de muchos efectos fisiopatológicos mediados por el complemento en una etapa precoz de la enfermedad12.


Varios estudios elegantes en los que se han usado ratones defectivos han establecido con claridad que, en ausencia del anticuerpo IgG específico, la activación del complemento mediante la IgM natural y la vía clásica es responsable del depósito de C3 inicial y de marcar a la mayoría de las células en una población diana. La amplificación posterior a través de la vía alternativa es responsable de aumentar la cantidad de C3 en la partícula13.


En la mayoría de los casos, la molécula de reconocimiento y el complemento actúan de forma sinérgica. Por ejemplo, la unión al anticuerpo específico o a la MBP produce una activación del complemento más rápida y eficaz, y sirve para dirigir el depósito de complemento a zonas próximas en la superficie de un patógeno invasor. La opsonización de los agentes infecciosos con anticuerpos y complemento aumenta la eficacia de la ingestión y la destrucción de estos microorganismos que la opsonización con cada sustancia por separado14.









Generación de C3 convertasa de la vía clásica


La vía clásica puede ser activada por múltiples mecanismos, como anticuerpos específicos, MBP y proteasas extrínsecas al sistema del complemento. En el primer caso, la activación se produce por la formación de un inmunocomplejo, consecuencia del reconocimiento del antígeno por la inmunoglobulina, la unión de C1 y la activación enzimática secuencial de la cascada de componentes del complemento. Las diferencias de aminoácidos y de glucosilación en la región CH2 y CH3 del anticuerpo contribuyen a las diferentes potencialidades activadoras del complemento entre las clases de anticuerpos y los subtipos de IgG (IgG3 > IgG1 > IgG2)15,16.


C1 es un complejo trimolecular que contiene una molécula de C1q, dos de C1r y otras dos de C1s. C1q consta de un núcleo central con seis hebras fibrilares, afines al colágeno, que irradian y terminan en cabezas globulares que contienen los lugares de unión al anticuerpo. Aunque C1q se puede unir directamente a las superficies cargadas de forma negativa y al hacerlo ejerce efectos esenciales desde el punto de vista funcional (p. ej., la eliminación de las células apoptósicas)17, la unión de C1q suele iniciarse como consecuencia del reconocimiento del antígeno por el anticuerpo. En el caso de la IgM, la unión funcionalmente primordial de C1q se produce después del cambio de configuración que acompaña a la unión de una sola molécula de IgM a múltiples lugares en la partícula diana. En cambio, la unión funcionalmente eficaz de C1q a la IgG requiere que dos moléculas de IgG se unan mediante enlaces cruzados de las cabezas globulares de C1q. Esta estipulación topográfica exige que muchas moléculas IgG se unan a una partícula diana con el fin de asegurar la densidad suficiente para la formación del doblete. Funcionalmente, este requisito significa que la activación del complemento por la IgG es menos eficaz que por la IgM15,18.


La unión de C1 por el anticuerpo produce tal cambio en la configuración estructural de la molécula de C1q que el tetrámero C1r y C1s contenido en la estructura formada por las vainas que irradian de C1q adquiere actividad autocatalítica. Esta alteración estructural puede implicar la liberación del inhibidor de C1 (C1-INH), que se une de modo reversible a la proenzima C1. La expresión de actividad enzimática por C1r y C1s constituye la activación inicial y el paso de amplificación de la vía clásica. Muchas moléculas de sustrato se disocian por un complejo enzimático dado, lo que origina la fijación de los componentes del complemento subsiguientes en la cascada, en estrecha proximidad al sitio de unión al antígeno. Por tanto, el anticuerpo sirve no sólo para activar el complemento de manera cinéticamente eficaz, sino también para que se deposite en las proximidades de la superficie diana, lo que incluye al propio anticuerpo (v. más adelante).


La C1s activada escinde un fragmento de 9 kD, el C4a del extremo amino de la cadena α de C4. Esto produce la exposición de un enlace tioéster interno que se une al grupo SH de un residuo de cisteína con el grupo carboxilo terminal del ácido glutámico. Dicho enlace está sujeto a ataques nucleófilos por grupos hidroxilo o amino, lo que provoca la formación de uniones éster o amida covalentes19. A través de esta reacción, junto con una análoga que implica a C3 (fig. 7-2), el sistema del complemento adquiere una asociación químicamente estable con las superficies diana. Debido a la duplicación de los genes, existen dos genes algo distintos: C4A y C4B. El producto del gen C4A forma preferentemente enlaces amida con las superficies diana y, desde el punto de vista hemolítico, resulta menos activo que el producto del gen C4B, que forma enlaces éster de manera preferente20. Así pues, C4A se une con más eficacia a las proteínas (p. ej., complejos antígeno-anticuerpo) que C4B20,21. La base molecular de esta diferencia se asocia a un residuo de ácido aspártico en la molécula C4A y un residuo histidina en la de C4B y ambos influyen en la predisposición del enlace tioéster al ataque nucleófilo por los grupos reactivos en la superficie diana. Esta diferencia puede participar en el cuadro clínico de los pacientes con deficiencias heredadas de moléculas C4A y C4B21.
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Figura 7-2 Activación de C3 y destino del enlace tioéster interno.


Durante la activación, C3a es liberado del extremo amino de la cadena α de C3. El enlace tioéster interno expuesto se vuelve accesible a los ataques nucleófilos y puede reaccionar con agua o con grupos hidroxilo o amino disponibles en las superficies celulares. Reacciones análogas se producen en C4. Juntas, estas reacciones que implican a C3 y C4 son responsables de la unión covalente del depósito del complemento a la superficie de la célula.


(De Gordon DL, Hostetter MK. Complement and host defense against microorganisms. Pathology. 1986;18:365-75. Disponible en www.tandf.co.uk/journals [a febrero de 2009].)





La C1s activada también escinde a C2 para producir un pequeño fragmento, C2b, que se libera al entorno y un fragmento mayor, C2a, que se une a C4b en la superficie de la partícula diana. Este complejo, C4b2a, es la C3 convertasa de la vía clásica (v. fig. 7-1).


Aunque el reconocimiento del antígeno por el anticuerpo es, históricamente, el iniciador destacado de la activación de la vía clásica, varios estudios han confirmado un papel clínico vital de la activación del complemento por la vía de la lectina de unión a la manosa (v. fig. 7-1). La MBP es una lectina del colágeno (colectina) que consta de tres subunidades idénticas; cada una de ellas termina en un dominio de reconocimiento de hidratos de carbono dependiente del calcio. La MBP es estructural y funcionalmente homóloga a C1q22. Como ella, existe en el suero formando un complejo con serina proteasas, denominado proteasas del suero asociadas a MBP (MASP). Cuatro de esas moléculas (MASP1 a 3 y MAp19) son el producto de dos genes que parecen haber surgido de un antecesor común compartido con C1r y C1s23. La función exacta de cada una de las MASP todavía no está clara, pero MASP2 desempeña un papel concreto en la escisión de C4 y C2 y la generación de C3 convertasa de la vía clásica, como ya se ha descrito22,23.


Los dominios de reconocimiento de los hidratos de carbono en la MBP se unen a diversos monosacáridos terminales, como manosa, N-acetil-manosamina, N-acetil-D-glucosamina, fucosa y glucosa. De aquí que esta secuencia de activación se denomine de un modo más adecuado vía de unión de la lectina. Estos azúcares suelen «decorar» las superficies bacterianas, pero sólo raramente aparecen como unidades terminal en oligosacáridos o glucoconjugados de las células humanas. Esta característica tiene notables implicaciones en la defensa del huésped, ya que proporciona un mecanismo para diferenciar lo propio de lo extraño y para la activación rápida de la cascada del complemento. A este respecto, la MBP comparte varias características críticas con la IgM o el «anticuerpo natural». Ambas son polirreactivas y se unen a superficies con hidratos de carbono y, para ambas, la unión de una sola molécula basta para la activación del complemento. Además, a diferencia de la IgG, el reconocimiento de un antígeno no requiere la expansión clonal de una población específica de linfocitos4,22.


Recientemente se han descrito los papeles de las proteasas específicas como el factor Hageman (factor XII de la cascada de la coagulación) a la hora de activar la vía clásica y de otras proteasas en la activación de los componentes subsiguientes del complemento, y su significado clínico se está dilucidando en la actualidad12,24.









Generación de C3 convertasa de la vía alternativa


Al mismo tiempo que se han descubierto varios mecanismos nuevos para la generación de C3 convertasa de la vía clásica, los últimos datos han apuntado hacia dos mecanismos para la generación de la C3 convertasa de la vía alternativa: el modelo estándar de ralentí de C3 de fase líquida y el recién descrito modelo dirigido por properdina. La activación del complemento por la vía alternativa tiene varias características únicas: 1) no se requiere anticuerpo, aunque puede facilitar el proceso de activación, 2) la activación aparece en la fase líquida y en las superficies celulares y 3) un componente del proceso de activación, C3b, es asimismo un producto de la reacción, con lo que se genera un bucle de retroalimentación positiva que amplía el proceso de activación. Por tanto, el depósito de C3b que tiene lugar por la disociación de C3, ya sea por la vía alternativa o por la clásica de C3 convertasa, puede iniciar el bucle de amplificación de la vía alternativa (v. fig. 7-1)19,25.






Modelo del «ralentí»


C3 es el reactivo crítico de la vía alternativa y contiene un enlace tioéster interno en su cadena α26. Este enlace sufre una hidrólisis espontánea a bajo ritmo para formar C3(H2O) (v. fig. 7-2). Durante un breve momento, antes de su inactivación por las proteínas de control, C3(H2O) puede formar un complejo con el factor B. Varias reacciones posteriores dan lugar a una C3 convertasa de fase líquida, C3(H2O)Bb, que puede escindir más C3 para generar C3b metaestable capaz de formar un enlace covalente, éster o amida, con los constituyentes químicos apropiados en la superficie de las células cercanas. El C3b unido a la superficie puede unirse al factor B adicional, que a su vez se puede disociar por el factor D para producir C3bBb, que es la C3 convertasa de la vía alternativa (v. fig. 7-1). Esta convertasa presenta una labilidad inherente, con una semivida de unos 90 segundos. La unión de la properdina a C3bBb estabiliza el complejo y prolonga su semivida 5-10 veces27, lo que proporciona condiciones de reacción suficientes para una mayor disociación de C3 y señalización de la iniciación de la fase de amplificación de la activación de la vía alternativa.


Aunque los anticuerpos no son necesarios para la activación de la vía alternativa, actúan sinérgicamente con la properdina para facilitar el proceso de activación28. La facilitación depende de la porción Fab de la molécula del anticuerpo más que del fragmento Fc responsable de la activación de la vía clásica28,29. La base molecular para la facilitación no se conoce, pero puede depender de la identidad de las moléculas de hidratos de carbono presentes en la IgG. Los grupos hidroxilo de estas moléculas pueden servir como lugares para la formación de enlaces éster con C329. Además, la C3 convertasa de la vía alternativa generada por la IgG es bastante resistente a la acción por las proteínas reguladoras29-31.









Modelo dirigido por properdina


Hourcade y cols. han desarrollado recientemente el modelo dirigido por properdina, que resulta fascinante por varios motivos, de los que uno de los más destacados es que constituye un respaldo directo de la hipótesis original de Pillemer sobre la existencia de una vía alternativa de activación de complemento, que este autor denominó vía de la properdina32-34.


La properdina es una molécula con carga positiva compuesta por subunidades idénticas, cada una de las cuales consta de seis repeticiones de tromboespondina globular de tipo uno que se asocian para formar dímeros, trímeros y tetrámeros. Estos multímeros pueden unirse directamente a varias moléculas de la superficie celular, en especial glucosaminoglucanos (GAG) sulfatados, como la heparina y el condroitín. Como ya se ha indicado, la properdina es una proteína de unión a C3b, que protege a C3b de su inactivación por proteínas reguladoras. La properdina se une directamente a las células diana y también actúa como plataforma preferente para la unión de C3b generada de fase líquida. La unión subsiguiente del factor B y su escisión generan la C3 convertasa de la vía alterna ya estabilizada, C3bBb32,34.


Una consecuencia de la activación del complemento dirigida por properdina es que esta activación es mucho más rápida que en el modelo del «ralentí». Además, la properdina se sintetiza por las células inmunitarias, sobre todo por las de origen fagocítico. Cuando estas células liberan la properdina, aumenta su concentración local y dirige la activación de la vía alterna hacia dianas específicas, como las células apoptósicas. Éstas se unen a la properdina que se libera por los fagocitos estimulados con más facilidad que a la properdina del suero intacto. Este hallazgo sugiere que hay unos papeles preferentes para la activación del complemento por la vía activa a través de los dos mecanismos de activación. En el suero (es decir, modelo del «ralentí»), la formación de convertasa estabilizada por properdina parece suprimirse hasta que la generación o la concentración de los componentes activados alcanza un umbral crítico. Por el contrario, en los tejidos, la properdina dirige el ensamblaje rápido de la convertasa estabilizada y la activación amplificada. El último mecanismo puede tener un papel especialmente significativo en la eliminación de las células apoptósicas32-34.












Ensamblaje del complejo de ataque a la membrana


De las diversas formas de C3, sólo C3b puede perpetuar la activación del complemento. La unión de C3b a las C3 convertasas da lugar a nuevos complejos, las C5 convertasas (C4bC2aC4bn y C3bBbC3bn35), que son responsables de la escisión de C5 y del inicio del ensamblaje del CAM. C5 es el homólogo estructural de C4 y C3, con la excepción de que su cadena α no contiene un enlace tioéster interno. De forma similar a C4 y C3, la activación de C5 prosigue a través de la disociación de un fragmento de 11,2 kD, C5a, del extremo amino de su cadena α. El C5b residual se une de forma no covalente a la superficie de la partícula diana36. Los otros componentes terminales del complemento, C6, C7, C8β, C8α-γ y C9, comparten un alto grado de organización estructural a nivel del ADN y proteico37,38. A diferencia de los componentes iniciales de las vías, clásica y alternativa, estas proteínas carecen de actividad enzimática, pero como grupo se caracterizan por sus propiedades anfipáticas. Circulan en el plasma en forma hidrófila y sufren transformaciones hidrófobas cuando se unen al CAM recién formado.


El ensamblaje del CAM comienza cuando la unión de C5b a lugares hidrófobos en la superficie celular expone sitios de unión para C6 y C7, lo que lleva a la formación de un complejo trimolecular estable, C5b-7. A continuación, C8 se une a C5b a través de un sitio en su cadena β39. En el paso final, C8 inicia la polimerización de C9 por el sitio de unión en C8α-γ40. Un modelo actual de este proceso indica que la función de C5b-8 es crear una discontinuidad en la bicapa lipídica de la membrana, con lo que se establece un entorno para el desplegamiento secuencial, la inserción y la polimerización de los monómeros de C941. En su estado completamente ensamblado, el CAM consta de una sola molécula de C5b, C6, C7 y C8 y múltiples moléculas (1-18) de C936.


Cuando está insertado del todo y polimerizado, C9 tiene una forma tubular y las propiedades de una proteína integrante de la membrana. La cara interna de esta estructura tubular es hidrófila y permite el paso de agua e iones, mientras que la superficie externa es hidrófoba y produce diversos grados de desorganización de la membrana durante la inserción. Se cree que ambos efectos contribuyen a las propiedades bactericidas y citolíticas del CAM36,41.
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Una característica principal de la cascada del complemento es su producción controlada de una reacción inflamatoria suficiente para potenciar la defensa del huésped y la respuesta inmunitaria, pero no tan potente como para lesionar al huésped. La estimulación de este proceso se consigue gracias a la propiedad inherente de las enzimas de actuar con rapidez sobre múltiples moléculas de sustrato y a la estabilización de los complejos enzimáticos (p. ej., por properdina). La inhibición se logra de forma temporal mediante las cortas semividas de los complejos enzimáticos y las anafilotoxinas, y de manera espacial gracias a la dirección de la activación del complemento hacia la superficie de la célula (p. ej., por anticuerpos, MBP, properdina). La modulación de los efectos lesivos potenciales de la activación indiscriminada del complemento se obtiene mediante proteínas reguladoras específicas que actúan en tres niveles principales: activación (C1), iniciación del efector (C3) y citólisis (CAM). Las entidades patológicas específicas secundarias a una deficiencia en estas proteínas de control indican la importancia de la regulación del complemento.






Regulación de la activación de C1


El inhibidor de la C1 esterasa (C1-INH) se une de forma reversible a pro-C1, lo que impide su activación espontánea18. La unión de C1q al anticuerpo altera este control, al producir la disociación de C1-INH de pro-C1 y permitir la continuación de la escisión autocatalítica. En algún momento tras la activación de C1, C1-INH se une covalentemente a los lugares activos de C1r y C1s, lo que inactiva su función catalítica y los disocia de C1q. C1-INH no impide ni inhibe la activación inicial; sus funciones son las de impedir la amplificación de la activación de C1 en la fase líquida y limitar la activación excesiva en la célula diana. La inactivación completa de C1 requiere la unión de cuatro moléculas de C1-INH, una por cada sitio catalítico. En comparación con su unión a pro-C1, la unión de C1-INH a C1r y C1s es irreversible y, por tanto, impide la escisión de C4, por lo que controla el paso inicial de la amplificación por la activación de la vía clásica18,42.









Regulación de las C3 convertasas


Como se indica en la figura 7-1, las C3 convertasas de las vías clásica y alternativa son moléculas análogas desde el punto de vista funcional. El control de su actividad se produce por tres mecanismos básicos que utilizan proteínas reguladoras funcionalmente idénticas o compartidas (tabla 7-2)19,25:



1. Degradación espontánea: ambas convertasas (C4b2a y C3bBb) presentan una labilidad inherente y sufren una degradación espontánea, con la pérdida de C2a o Bb de sus complejos respectivos.



2. Degradación acelerada: la degradación espontánea puede acelerarse por la proteína de unión a C4b (C4b BP) y sobre todo el factor H. Estas proteínas compiten con C2a y Bb por los lugares de unión en C4b y C3b, e inhiben así la formación de nueva convertasa y favorecen la separación de las convertasas ya formadas.



3. Inactivación facilitada: la exposición de C3b y C4b las hace muy sensibles a la escisión enzimática por el factor I. C4b BP y el factor H actúan como cofactores para potenciar la escisión mediada por el factor I y la producción de C4b (iC4b) y C3b (iC3b), respectivamente. La inactivación elimina la posibilidad de que estas moléculas vuelvan a formar C3 convertasas43,44. En circunstancias normales, la semivida funcional de C3b es de solo 90 segundos, mientras que el producto de su disociación, iC3b, tiene una semivida de unos 35 minutos.


Tabla 7-2 Proteínas plasmáticas y de membrana que regulan o intervienen en la actividad del complemento






	Localización, proteína

	Especificidad

	Funciones






	Plasma






	C1-INH

	C1r, C1s

	Se une e inactiva a C1r y C1s en el complejo C1






	C4b BP

	C4b

	Inhibe el ensamblaje y acelera la degradación de C4b2a; cofactor para la escisión de C4b por el factor I






	Factor H

	C3b

	Inhibe el ensamblaje y acelera la degradación de C3bBb; cofactor para la escisión de C3b por el factor I






	Factor I

	C4b, C3b

	Inactivación proteolítica de C4b y C3b






	Properdina

	C3bBb

	Estabiliza la C3 convertasa de la vía alternativa






	Proteína S (vitronectina), SP-40,40 (clusterina)

	C5b-7

	Se une a C5b-7 en la fase líquida; impide la fijación de C5b-7 de la vía alternativa y de C5b-9 a las membranas






	Carboxipeptidasa N

	C4a, C3a, C5a

	Inactiva estas anafilotoxinas por eliminación del extremo carboxilo de la arginina






	Membranas celulares






	CR1 (CD35)

	C3b, C4b, iC3b

	Inhibe el ensamblaje y acelera la degradación de las C3 convertasas; une los inmunocomplejos a los eritrocitos; fagocitosis






	Proteína cofactor de la membrana (CD46)

	C3b, C4b

	Cofactor para la escisión de C4b/C3b por el factor I






	Factor acelerador de la degradación (CD55)

	C4b2a, C3bBb

	Estimula la degradación de las C3 convertasas






	CR2 (CD21)

	C3d, C3dg

	Fagocitosis; modula las respuestas de los linfocitos B; receptor del virus de Epstein-Barr






	CR3 (CD11b/CD18)

	iC3b

	Fagocitosis






	CR4 (CD11c/CD18)

	C3dg, C3d

	Fagocitosis






	CD59

	C8 en C5b-8

	Se une a C8; inhibe la polimerización de C9






	C3a/C4aR

	C3a, C4a

	Vasodilatación






	C5aR

	C5a, C5a des Arg

	Quimiotaxis; activación celular, secreción de citocinas






	C1qR

	C1q

	Fagocitosis







BP, proteína de unión; CR, receptor del complemento; i, inactivo; INH, inhibidor.


Varios puntos adicionales han surgido de los múltiples estudios sobre la regulación de la C3 convertasa. Primero, el control de la actividad de la C3 convertasa se expresa en la fase líquida y en las superficies celulares del huésped. C4b BP y el factor H modulan la actividad de la convertasa en ambas localizaciones, mientras que las proteínas unidas a las membranas (receptor 1 del complemento [CR1], proteína cofactor de membrana [MCP] y factor acelerador de la degradación [DAF]) controlan sobre todo la actividad de la convertasa en las superficies celulares. Segundo, las proteínas de control aceleran la degradación de las C3 convertasas (DAF) o estimulan la escisión mediada por el factor I de C3b o C4b (MCP), o ambas (CR1, C4b BP, factor H). Tercero, C4b BP y el factor H, a diferencia de sus homólogas unidas a la membrana, presentan una especificidad relativa por las C3 convertasas de las vías clásica y alternativa, respectivamente42,44. De entre estas dos proteínas séricas, el factor H desempeña el papel regulador dominante.


Estas moléculas reguladoras contienen un motivo estructural denominado repeticiones consenso cortas (SCR)45. Las SCR son repeticiones en tándem de unos 60 aminoácidos que comparten una secuencia consenso conservada. El número de repeticiones varía considerablemente entre las proteínas de control, desde tan solo 3 en MCP y DAF hasta 59 en C4b BP. Las SCR constituyen los dominios de unión para C3b y otras moléculas. Suelen requerirse 2-4 SCR para formar un sitio de unión completo, pero el número y el tipo de SCR que en una secuencia forman un sitio de unión específico difiere entre las proteínas y sus ligandos de unión45,46.


Como ya se ha indicado, el control de la actividad C3 convertasa, y en especial la amplificación de la actividad convertasa de la vía alternativa, se expresa tanto en la fase líquida como en las superficies celulares. El control de la convertasa bajo estas dos circunstancias se logra mediante una interacción diferencial entre varios sitios de unión a C3b y sitios de unión a polianiones sobre el factor H. La regulación de fase líquida se produce con rapidez y depende de la interacción de C3b con las SCR 1-4 en el extremo amino del factor H. Por el contrario, la regulación de la actividad convertasa sobre las superficies celulares depende de las SCR 16-20 en el extremo carboxilo del factor H. Estas SCR se unen tanto a polianiones de la superficie celular (p. ej., ácido siálico, glucosaminoglucanos, heparán-sulfato) como a C3b. El reconocimiento simultáneo de los polianiones de superficie y de C3b por la misma molécula de factor H aumenta en gran medida la afinidad del factor H por C3b, lo que potencia el control de la convertasa. Estos hallazgos son especialmente relevantes para nuestra comprensión de la fisiopatología del síndrome hemolítico-urémico y de la deficiencia del factor H (v. más adelante)47-49.


En resumen, las C3 convertasas son el principal sitio de amplificación y de regulación del complemento. Las membranas de las células huésped contienen tanto proteínas específicas que inhiben las C3 convertasas como polianiones que potencian la afinidad del factor H de fase líquida por la C3b unida a superficie y estimulan su actividad reguladora. El microambiente químico de las superficies bacterianas también es un determinante fundamental del resultado de la competición entre C3b y C4b BP con C4b en la formación de la convertasa de la vía clásica, y entre Bb y el factor H con C3b en la formación de la convertasa de la vía alternativa. Las bacterias no patógenas suelen poseer un entorno de superficie activador, mientras que las patógenas suelen mostrar un entorno no activador (v. después)50.









Regulación del complejo de ataque a la membrana


El ensamblaje del CAM se controla de dos formas: por las proteínas que se unen al complejo C5b-7 y por las que inhiben la incorporación y polimerización de C9 en el CAM. Las moléculas C5b-7 recién formadas tienen el potencial de insertarse en cualquier membrana celular y no están restringidas a la superficie en que se activa el complemento. Con la unión a este complejo trimolecular, la proteína S (vitronectina) y la clusterina anulan su capacidad de insertarse en las membranas celulares y, por tanto, su potencial hemolítico.


Aunque varias proteínas inhiben la incorporación y polimerización de C9 en el CAM, la más potente es CD59, que presenta una distribución muy amplia. Su presencia como proteína de membrana probablemente explica la restricción homóloga51, un fenómeno en el que las células no se lisan por el complemento de las mismas especies, pero pueden ser lisadas (aunque no siempre) por el complemento de especies distintas. Aunque está claro que CD59 se une a C9, el sitio de unión y el mecanismo por el que impide la incorporación y la polimerización de C9 en el CAM se desconocen43.


Las células eucariotas nucleadas son resistentes a la citólisis mediada por el complemento, incluso frente a una fuente de complemento no homóloga. La resistencia se relaciona con la capacidad de la célula para mantener una síntesis elevada de lípidos de membrana y deshacerse del CAM de su superficie celular52,53. La inserción del CAM en las membranas de las células eucariotas se acompaña de una rápida entrada de calcio, la generación de señales múltiples y la estimulación del metabolismo del ácido araquidónico54,55. Estos fenómenos probablemente potencian las funciones fisiológicas normales y contribuyen a lesionar las células del huésped.









Bases para la discriminación entre las superficies celulares del huésped y los microorganismos


El potencial de C4 y C3 para formar enlaces covalentes con grupos reactivos en las superficies celulares los hace de forma inherente incapaces de distinguir entre las células del huésped y las del microorganismo. En consecuencia, la discriminación entre lo propio y lo extraño debe depender de otros factores50. Uno de estos elementos es la presencia de proteínas reguladoras del complemento en las membranas de las células del huésped, pero no en las de los microorganismos50. Otro determinante es la composición química de la superficie celular. Como la formación de enlaces covalentes no es discriminatoria, la base para la discriminación debe apoyarse en la capacidad para que haya diferencias químicas en la superficie celular, a fin de afectar al resultado de la competencia entre los factores B y H por el sitio de unión en C3b. Por lo general, esto se logra mediante la modulación de la afinidad del factor H (y no por la del factor B) por C3b. La mayor afinidad por el factor H y la unión a él favorece la degradación de la C3 convertasa y disminuye la activación de la vía alternativa y su amplificación en la superficie celular. La menor afinidad y unión del factor H produce el efecto opuesto (v. antes). Las células de la primera categoría (p. ej., «propias») son no activadoras, mientras que las de la segunda (p. ej., «extrañas») son activadoras respecto a la vía alternativa. El C3b unido a la superficie de una partícula no activadora se une al factor H con una afinidad 100 veces mayor que si estuviera unido a una partícula activadora. En consecuencia, la unión del factor B y la posterior amplificación de la activación del complemento se ven favorecidas por la última partícula19,25,47-49.


Los compuestos químicos de las membranas celulares que contribuyen al microentorno que potencia la unión del factor H son, entre otros, polianiones como el ácido siálico y los mucopolisacáridos ácidos sulfatados (p. ej., heparansulfato). Estas moléculas, presentes en la mayoría de las células humanas, se unen a los sitios de unión a aniones en el factor H para aumentar su afinidad por C3b, lo que contribuye al estado no activador de las células del huésped47-49,56,57.
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Los receptores del complemento se han descrito sobre todo en las células de la sangre periférica: eritrocitos, neutrófilos, monocitos, macrófagos, linfocitos T y B, eosinófilos, mastocitos y plaquetas. Se agrupan en dos grandes categorías: 1) los que unen fragmentos difusibles del complemento liberados durante la activación de la cascada del complemento y 2) los que unen componentes del complemento depositados en las superficies celulares, de forma que el componente sirve como un ligando bifuncional, o un puente, uniendo la célula diana al receptor (v. tabla. 7-2).


La primera categoría de receptores interviene en muchas de las manifestaciones clínicas de la respuesta inflamatoria al unirse a C4a, C3a y C5a, los mediadores inflamatorios derivados del complemento. De éstos, el receptor de C5a de alta afinidad ha sido el mejor estudiado. Está presente en neutrófilos, monocitos y macrófagos, y su alteración produce migración (quimiotaxis) de estas células en la dirección de aumentar la concentración de C5a. Varios estudios recientes han proporcionado un ejemplo interesante de interferencia mutua entre la unión del FcγRs macrofágico y C5aRs. La unión de FcγR inicia la liberación de C5, lo que aumenta la eficacia de la función macrofágica14. La evidencia experimental ha confirmado la presencia de receptores de C3a en los linfocitos B, el íleon de cobaya, el endotelio vascular, los adipocitos y los mastocitos58.


En la segunda categoría de receptores se encuentran C1qR, CR1, CR2, CR3 y CR4. C1qR es una proteína rica en hidratos de carbono expresada en las células fagocíticas y en los linfocitos que modula la fagocitosis, la liberación de citocinas, la citotoxicidad y las interacciones con las células endoteliales. Además de C1q, otros ligandos funcionales reconocidos por C1qR son la MBP, la proteína surfactante A y la conglutinina; todas ellas presentan homología estructural con C1q59.


Los receptores de los productos de escisión de C3 y C4 (CR1, CR2, CR3 y CR4) se han estudiado con más detalle. Aunque reconocen a ligandos relacionados estrechamente, cada uno de estos receptores es estructuralmente distinto y presenta un patrón único de distribución en las células sanguíneas periféricas. Parte de estos receptores están unidos al citoesqueleto celular, una asociación fundamental para la transducción de la señal59-61.


CR1, el receptor de C3b/C4b, está presente en los eritrocitos, los neutrófilos, los monocitos, los linfocitos B, subpoblaciones de linfocitos T, las células dendríticas foliculares y los podocitos glomerulares. Cuatro variantes polimorfas se diferencian en su tamaño (190-280 kD) y en el número de lugares de unión de C3b/C4b62. El número de moléculas de CR1 por célula está determinado genéticamente, pero varía con el tipo celular y la actividad de la enfermedad. CR1 interviene en la unión y eliminación de inmunocomplejos, estimula la ingestión de las partículas que llevan C3b/C4b, modula ciertas funciones linfocíticas59,60 y transporta algunos antígenos de grupos sanguíneos63.


CR3 y CR4 son miembros de la familia de las integrinas de proteínas heterodiméricas64. Reconocen a iC3b como su principal ligando de unión. CR3 se une también a C3b y a C3dg y alberga un dominio de tipo lectina que reconoce hidratos de carbono específicos sobre las superficies microbianas. La secuencia de tres aminoácidos arginina-glicina-ácido aspártico (Arg-Gly-Asp), presente en C3 y otros ligandos, representa un motivo de unión esencial para CR365. Juntos CR3 y CR4, sobre todo el primero, reconocen las distintas combinaciones de C3b, iC3b y C3dg presentes en las superficies de las células bacterianas y desempeñan un papel principal en su eliminación por todos los tipos de células fagocíticas66. Además, CR3 tiene un papel clave en las funciones de los neutrófilos relacionadas con la adherencia (v. cap. 8).


CR2 está presente en los linfocitos B y las células dendríticas foliculares y sirve para reconocer a C3d y C3dg. La asociación de CR2 y CD19 en la membrana del linfocito B constituye un mecanismo fundamental para la activación del linfocito B67. CR2 actúa para identificar a las partículas que llevan C3dg o a los inmunocomplejos en las áreas del bazo y los ganglios linfáticos ricas en linfocitos, lo que provoca la activación antigénica de estas células y estimula la memoria inmunológica de larga duración.
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El material precedente y la representación de la cascada del complemento de la figura 7-1 hacen hincapié en las características compartidas por las tres vías con respecto a su activación y regulación. Los componentes del complemento también pueden agruparse en varias familias de proteínas distintas68:



• La familia de serina proteasas (C1r, C1s, MASP1 a 3, MAp19, C2, factor D, factor B y factor I)



• Moléculas con multicadenas unidas por puentes disulfuro homólogas a una proteína ancestral que contenía un enlace interno tioéster (C4, C3 y C5)



• Proteínas que son producto de los genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase III, localizados en el cromosoma 6 (C2, factor B, C4A y C4B)



• Proteínas que se unen a los fragmentos de C3 y C4 y pertenecen a una familia de supergenes agrupada estrechamente, localizada en el brazo largo del cromosoma 1 (C4b BP, factor H, DAF, MCP, CR1 y CR2)



• Proteínas que comparten homología con los receptores de lipoproteínas de baja densidad (LDL) (C6, C7, C8α, C8β y C9).


Entre estas cinco familias, el interés se ha centrado en las últimas tres.


Los genes del MHC de clase III se localizan entre los loci de las clases I y II en el brazo corto del cromosoma 668. El material genético en esta región parece haber sufrido dos duplicaciones, produciendo por una parte las proteínas C2 y el factor B, estructural y funcionalmente relacionados, y por otra C4 y las variantes A y B de la 21-hidroxilasa68. Las recombinaciones en esta región del cromosoma tienden a ser suprimidas, por lo que, en general, se hereda la región completa intacta de cada progenitor69. Las variantes polimorfas de los componentes del complemento codificados por estos genes en una persona determinada se denominan complotipos70. La asociación de complotipos específicos con productos específicos de los genes del MHC I y II probablemente contribuya a la asociación de complotipos específicos con ciertos estados patológicos (p. ej., lupus eritematoso sistémico [LES]).


Las proteínas codificadas por los loci de las proteínas reguladoras del complemento en el cromosoma 1 comparten un motivo estructural común, la SCR (v. antes), con otros componentes del complemento que se unen a C3 y C4 (p. ej., C2 y factor B) y con otras proteínas del complemento y ajenas a éste, que no se unen a esos dos componentes45,46.


Las proteínas del complemento relacionadas con el receptor de LDL son moléculas ricas en cisteína. Cada molécula (excepto C8α) contiene un número idéntico de residuos de cisteína, que se agrupan en los extremos amino y carboxilo de las proteínas y participan en la formación de los puentes disulfuro. Los que se agrupan en el extremo amino de la molécula comparten homología con el receptor de LDL, mientras que los del extremo carboxilo la comparten con el factor de crecimiento epidérmico. Se piensa que el gran número de puentes disulfuro en estas moléculas transfiere una estructura terciaria que facilita la transición hidrófila-hidrófoba, que se produce en su interacción con los lípidos de la membrana durante el ensamblaje del CAM37,38.
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El complemento desempeña un papel principal en la distinción entre lo propio y lo extraño, el desarrollo de una respuesta inflamatoria, la eliminación de los patógenos bacterianos, la modulación de la respuesta inmunitaria adaptativa y, a través de la eliminación de los inmunocomplejos y las células apoptósicas, la limitación del potencial de una respuesta inflamatoria lesiva (v. fig. 7-1)4.


La distinción entre lo propio y lo extraño, como ya se ha descrito, es lo que produce el aumento de la degradación o la amplificación, respectivamente, de C3 convertasa formada en un principio4.


Los fragmentos de péptidos pequeños y difusibles liberados de C4, C3, C5 y probablemente de C2 durante su activación inician y modulan la respuesta inflamatoria58. De manera colectiva, C4a, C3a y C5a se denominan anafilotoxinas y juntos estimulan la liberación de histamina por los mastocitos (C3a), estimulan la dilatación vascular (C3a, C4a), aumentan la permeabilidad endotelial (C3a) y estimulan las respuestas de neutrófilos (C5a). Además de estas actividades proinflamatorias, C3a actúa a través de su receptor en los linfocitos B para inhibir la síntesis de citocinas y la producción de anticuerpos71. La eliminación mediada por la carboxipeptidasa N de la arginina en el extremo carboxilo de las anafilotoxinas anula su actividad funcional, al impedir su interacción con receptores específicos67.


La activación del complemento estimula la eliminación de microorganismos junto con las células fagocíticas por opsonofagocitosis o, en el caso de ciertos patógenos gramnegativos, por ataque bactericida directo. La opsonofagocitosis mediada por el complemento estimula la ingestión a través de receptores del complemento, sobre todo CR1 y CR3, que reconocen a C3b e iC3b, como se ha descrito con anterioridad (v. tabla 7-2). En el caso de las bacterias, la opsonización con C3b o iC3b, sobre todo junto con IgG, estimula la ingestión del microorganismo y desencadena los mecanismos microbicidas de las células fagocíticas (v. cap. 8). La ingestión parece más eficaz cuando el microorganismo se opsoniza con iC3b que con C3b72. La activación completa de la cascada del complemento, con el ensamblaje del CAM y su inserción eficaz en las membranas celulares, produce la muerte y la lisis final de la célula. La muerte y la lisis son acontecimientos independientes y, en el caso de los procariotas, las pruebas indican que el organismo requiere una respuesta metabólica antes de que los efectos letales del CAM puedan expresarse73. En algunos microorganismos, el ensamblaje del CAM a través de C8 es suficiente para su muerte74, sin embargo, en todos los casos, la incorporación de C9 acelera este proceso. También se ha descrito actividad viricida mediada por el complemento y, en algunos casos, parece requerir el depósito tan sólo de los componentes iniciales de la vía clásica75.


Hay datos sustanciales que indican que C3 modula la respuesta inmunitaria adaptativa76,77. Estos datos comprenden: 1) el requisito absoluto de la unión de C3 para la localización del antígeno en los centros germinales del bazo y linfoides, 2) la presencia de receptores del complemento, sobre todo CR2, en los linfocitos B, las células dendríticas foliculares y otras células presentadoras de antígenos, 3) la alteración de las respuestas de anticuerpo en animales o seres humanos sin un componente del complemento (C1, C2, C4, C3) necesario para la formación de C3 convertasa de la vía clásica y restauración de la respuesta inmunitaria al reemplazar el componente que falta, y 4) la asociación de estas deficiencias en seres humanos con concentraciones disminuidas de IgG4 e IgG278,79. En general, estos estudios demuestran que los fragmentos solubles de C3 (sobre todo C3a) inhiben las respuestas inmunitarias adaptativas, mientras que los fragmentos de C3 (en concreto C3d) unidos de modo covalente a las partículas diana potencian estas respuestas. La activación del complemento a través de la vía clásica y la unión de los receptores CD21-CD35 estimula la diferenciación de los linfocitos B que no han tenido exposición antigénica y la eliminación de células autorreactivas76. La unión de C3d a su receptor, CR2, conduce a su asociación con CD19 en la membrana del linfocito B y constituye una señal significativa para la activación de estas células67. C3d actúa como un ayudante inmunitario cuando está unido al antígeno, lo que reduce la concentración de antígeno necesaria para activar los linfocitos B. Este papel de adyuvante es más crítico al potenciar la respuesta a antígenos con baja afinidad por el receptor del linfocito B80-82. Además de su papel de adyuvante, C3d facilita el cambio de isotipo, las respuestas anamnésicas tras la segunda exposición al antígeno y la supervivencia de linfocitos B y de la memoria inmunológica de larga duración. De forma similar, los fragmentos de C3 estimulan la expansión de los linfocitos T CD8+ tras la infección viral, y la coestimulación de CD3 y CD46 (MCP) estimula el desarrollo de linfocitos T reguladores. Por tanto, la activación del complemento contribuye al desarrollo de las respuestas inmunitarias adquiridas de linfocitos B y T76,77,83.


La incorporación del complemento en los inmunocomplejos estimula su eliminación y ayuda a minimizar la posibilidad de daño tisular84,85. Este proceso incluye la inhibición de la precipitación de los inmunocomplejos, la solubilización de los mismos y la eliminación de los que llevan C3b a través del receptor CR1. En situaciones de exceso de anticuerpos o de equivalencia de anticuerpo-antígeno, existe un aumento de las probabilidades de que los lugares de unión al antígeno en un único anticuerpo se unan a epítopos en un solo antígeno y de que múltiples moléculas de anticuerpo se unan a una molécula determinada de antígeno. Esta situación estimula las interacciones anticuerpo-anticuerpo por los fragmentos Fc y la precipitación posterior del inmunocomplejo84. La unión de C1q a la porción Fc del anticuerpo inhibe las interacciones Fc-Fc y conduce al enlace covalente de C3b con el inmunocomplejo. La incorporación sucesiva de la vía alternativa a través del bucle de amplificación de C3b estimula un mayor depósito de C3b en el entramado del inmunocomplejo, lo que reduce las fuerzas que mantienen ese entramado unido y produce la separación (solubilización) de complejos pequeños del mismo. De esta forma, la activación de la vía clásica inhibe la precipitación de los inmunocomplejos, mientras que la alternativa estimula su solubilización84,85. Sin embargo, en el contexto de la patogenia de la enfermedad, hay que insistir en que el complemento es 10 veces más eficaz a la hora de inhibir la precipitación del inmunocomplejo que para solubilizar los complejos precipitados. Esta propiedad probablemente contribuya en gran medida a la estrecha relación existente entre las deficiencias de componentes de la vía clásica y la aparición de enfermedades por inmunocomplejos (p. ej., LES).


En las personas sanas, la mayoría de los inmunocomplejos que llevan C3b están unidos a células con receptores C3b (CR1). El número de estos receptores por célula varía entre un mínimo de 950 en los eritrocitos hasta un máximo de 57.000 en los neutrófilos86. No obstante, como hay 1.000 veces más eritrocitos que leucocitos, el 95% de los receptores CR1 en la circulación periférica se localiza en los eritrocitos. Por tanto, los inmunocomplejos que llevan C3b tienen 500-1.000 veces más probabilidades de ser eliminados de la circulación por los eritrocitos que por los leucocitos86. Estos complejos se eliminan del eritrocito, junto con CR1, durante su paso por el hígado y el bazo. Dicha extracción probablemente implique a los macrófagos fijos que se alinean en los sinusoides de estos órganos87.


Estudios recientes han ampliado nuestro conocimiento del papel antiinflamatorio desempeñado por el complemento en la estimulación de la eliminación de las células apoptósicas. En situaciones de equilibrio estacionario, los miles de millones de células del huésped que mueren a diario se eliminan con una mínima inducción de inflamación o respuesta inmunitaria. A pesar del número de células implicadas y de la finalización del ciclo apoptósico en un período de varias horas, se identifican pocas células apoptósicas en los tejidos o la circulación. La rápida eliminación fagocítica (dependiente del complemento) de las células apoptósicas por los macrófagos parece ser la causa de esta aparente paradoja. Durante la apoptosis, la membrana de la célula hace prominencia y forma vesículas que contienen complejos macromoleculares de proteínas y ácidos nucleicos, un hallazgo que puede contribuir de forma significativa al desarrollo del LES (v. más adelante). La superficie expuesta de la vesícula contiene varios fosfolípidos únicos que han sido translocados desde la capa interna hasta la externa de la bicapa lipídica de la membrana de las células normales. Algunos de estos fosfolípidos, sobre todo la fosfatidilserina, se unen a C1q directamente para activar la vía clásica. Un proceso análogo tiene lugar en las células isquémicas con la reperfusión. Los glucosaminoglucanos expuestos estimulan la activación de la vía alternativa dirigida por properdina34. A diferencia de las células eucariotas viables, las células apoptósicas y las isquémicas «permiten» la formación y la amplificación de C3 convertasa. Estas células pueden entonces ser eliminadas a través de C1qR, CR3 y CR4 en las células mononucleares, los macrófagos fijos y las células dendríticas. La eliminación de esta forma minimiza el potencial inflamatorio de las células lesionadas88,89.
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La demostración por parte de Roantree y Rantz90 de que las bacterias gramnegativas aisladas de la sangre eran casi siempre resistentes a la destrucción mediada por el complemento, mientras que dos tercios de las aisladas de las superficies mucosas eran sensibles al suero, fue una de las primeras en sugerir un papel clínico esencial de la actividad bactericida mediada por el complemento en la defensa del huésped. La certeza de esta sugerencia se demostró gracias a los estudios posteriores en personas con deficiencia de complemento (v. más adelante) y por la aclaración de las estrategias y de los extremos hasta donde llegan los microorganismos para escapar de los mecanismos de defensa del huésped. En el caso del complemento, tales estrategias son semejantes a las empleadas por las células del huésped para evitar la lesión durante la respuesta inflamatoria, es decir, se focalizan en la disminución de la activación del complemento, la aceleración de la degradación de la convertasa y la inhibición de la formación o la inserción del CAM91. En muchos casos, las proteínas bacterianas responsables de estos efectos comparten similitudes moleculares, estructurales, inmunológicas y funcionales con sus homólogas humanas.


Como ya se ha indicado, el ácido siálico es un modulador bien caracterizado de la actividad de la vía alternativa, cuya acción se expresa mediante el aumento de la unión del factor H. El ácido siálico también es un constituyente químico destacado de los polisacáridos capsulares de los estreptococos del grupo B, Escherichia coli K1 y de los meningococos de los grupos B y C50,57. Por consiguiente, las cápsulas de estos microorganismos son no activadoras de la vía alternativa y constituyen un mal estímulo para la producción de anticuerpos. En este contexto, hay que señalar que E. coli K1, los estreptococos del grupo B y los meningococos del grupo B son causas destacadas de sepsis y meningitis neonatales e infantiles. La frecuente ausencia en estos pacientes de corta edad de un anticuerpo específico para activar la vía clásica, junto con la inhibición bacteriana mediada por ácido siálico de la vía alternativa puede proporcionar el contexto clínico ideal para que se produzca la infección por estos microorganismos.


Varios experimentos elegantes, que correlacionan la virulencia con la composición de los lipopolisacáridos y la activación del complemento en tres variantes isogénicas de Salmonella typhimurium (que diferían sólo en la estructura química de las cadenas laterales de los lipopolisacáridos), han demostrado la importancia del depósito limitado del complemento en las superficies de las bacterias. La mayor tasa de consumo de C3 y el grado de depósito de C3b se iniciaban por las cepas menos virulentas. Experimentos posteriores probaron que se expresaban diferencias discretas en la estructura del antígeno O a nivel de la amplificación de la vía alternativa, como manifestaba la mayor afinidad del factor B por C3b en la superficie de las cepas menos virulentas comparadas con las más virulentas. En cambio, la afinidad del factor H por C3b era la misma en todas las cepas92,93.


La apropiación de las proteínas reguladoras del complemento es una estrategia empleada por una amplia variedad de patógenos microbianos, como se ha demostrado con muchas bacterias, hongos y helmintos patógenos. Estos microorganismos expresan cualquiera de las varias proteínas adquisidoras-reguladoras del complemento (CRASP1 a 5) en sus superficies. Un objetivo de unión esencial de estas proteínas es el factor H, aunque el sitio en el que éste se une varía un poco entre las CRASP94. La proteína M en los estreptococos del grupo A funciona como una CRASP. Sus repeticiones C estimulan la unión, no sólo del factor H, sino también de C4b BP y MCP. Que los estreptococos del grupo A se unan a múltiples proteínas que regulan al complemento a nivel de C3 prueba la importancia crítica de la actividad de C3 para la supervivencia del microorganismo y, de forma similar, para la defensa del huésped contra el mismo. A través de estas interacciones, la proteína M no sólo limita el depósito del complemento en la superficie del estreptococo, sino que estimula la adherencia a los queratinocitos94,95.


Otros microorganismos emplean estrategias relacionadas. La envoltura del virus del herpes simple tipo 1 contiene una proteína específica del virus, gC-1, que interfiere en la estabilización dependiente de la properdina de la vía alternativa de C3 convertasa, lo que limita los efectos mediados por el complemento. Los mutantes por deleción a los que les falta gC-1 son muy sensibles a la lisis mediada por el complemento. No se han aislado a menudo mutantes naturales en las investigaciones de muestras clínicas, lo que atestigua la importancia de esta proteína y quizá de este mecanismo en la patogenia de la infección. Los virus de las vacunas llevan un homólogo estructural y funcional con C4b BP que acelera la degradación de la vía clásica de la convertasa91,96,97.


Una variación de este tema se presenta en los gonococos sensibles al suero aislados de pacientes con síntomas locales de enfermedad genital. Estos microorganismos poseen una sialil transferasa, pero les falta la capacidad de sintetizar ácido citidina-monofosfato-N-acetil neuramínico (CMP-NANA). En consecuencia, no pueden realizar la sialización endógena de sus lipopolisacáridos; en su lugar, se apropian de la CMP-NANA de su huésped para este fin. La sialización exógena confiere resistencia al suero a estos gonococos al reducir la unión con los anticuerpos bactericidas98; también reduce la ingestión fagocítica y puede alterar la escisión de C3 y la supervivencia intracelular. Trypanosoma cruzi obtiene el mismo efecto mediante una trans-sialidasa que elimina los residuos terminales de ácido siálico de los glucoconjugados del huésped y los transfiere a moléculas aceptoras en la superficie del parásito99.


La sorprendente metamorfosis que experimentan los protozoos durante la transformación de las formas que infectan a insectos o a humanos se acompaña de la adquisición de resistencia a la destrucción dependiente del complemento. Este fenómeno se ha estudiado con más detalle en T. cruzi, en el que se han identificado proteínas de superficie que bloquean el ensamblaje y estimulan la degradación de la C3 convertasa de la vía alternativa91,99. Estas proteínas actúan de un modo idéntico que CR1 y DAF humanas (v. tabla 7-2). La saliva de las garrapatas Ixodes contiene una proteína, Salp15, que, cuando se une a Borrelia burgdorferi, inhibe el ensamblaje y evita la lisis mediada por complemento del microorganismo100.


La creciente disponibilidad de bancos de datos con secuencias de ADN y de investigaciones en la patogenia molecular ha servido para enfocar la atención en las interacciones de los virus con el complemento y los mecanismos por los que estos microorganismos eluden el ataque mediado por complemento. Los estudios del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) son bastante ilustrativos. Durante la replicación viral, el virus se ensambla y se libera desde la célula infectada por gemación, un proceso que incorpora las proteínas de la membrana celular del huésped en la envoltura viral. DAF y CD59 de la célula del huésped, incorporadas de esta forma a la envoltura viral, funcionan con eficacia para limitar el depósito amplificado del complemento en el VIH y su posterior lisis. Además, las proteínas de la envoltura específicas del VIH, gp120 y gp41, contienen dominios de unión al factor H, que en el caso de la última proteína muestran una homología significativa con C3. El factor H absorbido pasivamente desde el suero y las secreciones sirve para limitar aún más el depósito del complemento en el virus96,101.


Otros microorganismos deben su resistencia sérica a homólogos funcionales de CD59, la proteína que interfiere en el ensamblaje del CAM en las membranas celulares del huésped. Por ejemplo, la adhesina específica de la galactosa de Entamoeba histolytica no sólo funciona de esta forma, sino que comparte homología de secuencia del ADN y reactividad cruzada antigénica con CD59102. Los plásmidos de Salmonella typhimurium y Yersinia enterocolitica contienen los genes rck y Ail, respectivamente, que codifican productos de una familia de proteínas de membrana externa asociadas a la virulencia. Al impedir la polimerización de C9, estas proteínas intervienen en la resistencia sérica y funcionan, por tanto, de forma similar a CD59103,104.


Los polisacáridos capsulares modulan los efectos del depósito del complemento en el microorganismo y la interacción de éste con el huésped (v. antes). En ausencia de anticuerpos específicos, la cápsula, al enmascarar el C3 depositado en las estructuras subcapsulares, bloquea su interacción con los receptores apropiados del complemento en las células fagocíticas. Dichos efectos contribuyen a las propiedades antifagocíticas de tales polisacáridos capsulares. Además, los polisacáridos capsulares y las vesículas de la membrana externa se diseminan durante el crecimiento del microorganismo y el ataque del complemento. Esta diseminación sirve para desviar el ataque del complemento de la superficie del microorganismo a los complejos diseminados. La capacidad del anticuerpo específico de la cápsula para neutralizar estos efectos constituye un testimonio de la importancia del anticuerpo para redirigir el depósito del complemento a un sitio relevante en la superficie del microorganismo105.


Los gonococos aislados de pacientes con infección gonocócica diseminada son resistentes a la actividad bactericida del suero humano normal106. La resistencia al suero de estas cepas es multifactorial. En ausencia de anticuerpos bactericidas, el CAM se ensambla en la superficie del microorganismo, pero no se inserta del modo correcto en la membrana externa107. La inserción del CAM y la destrucción se producen, por lo general, en presencia de IgG antilipopolisacárido encontrada en el suero convaleciente de algunos pacientes con esta infección108. Sin embargo, algunos sueros también contienen IgG específica de la proteína 3 de la membrana externa gonocócica109. Este anticuerpo compite con el anticuerpo bactericida por los lugares de unión en la superficie del microorganismo, lo que bloquea su efecto bactericida. Aunque el anticuerpo bloqueante estimula el depósito del complemento en el microorganismo, lo hace, en apariencia, en lugares que no conducen a la destrucción del mismo110. El anticuerpo bloqueante también parece determinar la resistencia de los meningococos a la destrucción por el suero de algunos adultos que adquirieron esta infección111. Tales hallazgos ilustran la influencia de la composición de la membrana externa de las bacterias gramnegativas para establecer la sensibilidad a la destrucción mediada por el complemento y la importancia para el huésped del anticuerpo específico a la hora de vencer la resistencia de estos microorganismos a la destrucción112.


El conocimiento del número de patógenos intracelulares que usan los receptores del complemento para acceder a las células está aumentando113-114. Los microorganismos varían en función de si el acceso de esta forma inicia una respuesta apropiada de transducción de señales y si ésta basta para establecer una infección intracelular eficaz. Por ejemplo, gp350 en el virus de Epstein-Barr sirve como ligando de CR2, a fin de iniciar la entrada viral en los linfocitos B. La transformación celular resultante probablemente contribuye a la gammapatía policlonal observada de forma precoz en la mononucleosis infecciosa113,114. Además de su dominio de unión al factor H, la gp120 del VIH contiene varias regiones de unión a C3b. Las células que albergan VIH latente pueden ser activadas mediante la ingestión de VIH adicional o de otras partículas a través de CR3. Las interacciones a través de este receptor pueden inducir al factor de transcripción celular denominado factor nuclear kappa B (NFκB), que a su vez se une a regiones promotoras en el virus para estimular la generación de la progenie de virus4,22.


En la última década, nuestro concepto de microorganismos extracelulares se ha modificado por el reconocimiento de que muchos de ellos pueden entrar y sobrevivir en las células epiteliales. El meningococo y el gonococo, al igual que el virus del sarampión, usan CD46 (v. tabla. 7-2) para acceder a tales células y activar cascadas señalizadoras intracelulares fundamentales para su infecciosidad115,116.
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Incidencia


Los estados de deficiencia de complemento pueden ser adquiridos o heredados. Los estados de deficiencia adquiridos pueden surgir de manera aguda, formando parte de una agresión súbita, como una infección, o junto con una enfermedad reumatológica o autoinmunitaria crónica. La frecuencia de las deficiencias heredadas de complemento en la población general es de alrededor del 0,03%. Como estos estados son raros, la utilidad de las pruebas de cribado es mayor en poblaciones que muestran los correlatos clínicos de la herencia anormal del complemento, es decir, personas con enfermedades reumatológicas o una infección bacteriana recidivante117,118. La frecuencia de las deficiencias de complemento notificadas en personas con tales alteraciones está influida por factores metodológicos y biológicos119. Las variables metodológicas más significativas son el tamaño de la muestra y el grado de incertidumbre. Las consideraciones biológicas más destacables son la estructura étnica de la población y la incidencia de la enfermedad estudiada en esa población.


En uno de esos estudios, mediante análisis inmunológicos y funcionales, se detectó a una única persona con deficiencia homocigótica de C2 entre 545 pacientes con enfermedad reumatológica119. Esta frecuencia (0,2%) es unas 10 veces superior a la de la población general. En los estudios donde se utilizaron metodologías de tipificación de ADN, se constató una frecuencia de deficiencia homocigótica de C2 en personas de raza blanca con LES de alrededor del 1,7%120. Dichos estudios proporcionan un respaldo claro de la relación de los estados de deficiencia de complemento con algunas enfermedades reumatológicas, en concreto el LES121.


Las notificaciones de una asociación entre infecciones meningocócicas y gonocócicas sistémicas y la deficiencia heredada de C5, C6, C7 o C8 han conducido a varios estudios sobre la prevalencia de tales deficiencias en los pacientes con estas infecciones. En esos estudios se constató un mínimo de 0 de 47 (<2%) y un máximo de 8 de 16 (50%) personas con deficiencia de complemento que presentaron un primer episodio de enfermedad meningocócica documentada118,119. El análisis de estos estudios demostró una relación inversa entre la prevalencia de la deficiencia de complemento en personas con enfermedad meningocócica y la incidencia de la enfermedad en la población general, es decir, prevalencia alta en poblaciones con enfermedad hipoendémica y baja en poblaciones con enfermedad epidémica (fig. 7-3). Este hallazgo indica que la prevalencia global de las deficiencias de complemento es relativamente constante (0,03-0,11%), pero que entre las poblaciones en las que el nivel de anticuerpos protectores es bajo y la enfermedad meningocócica es epidémica, se infectará un número mayor de personas sanas que de aquéllas con deficiencia de complemento, ya que el número de personas sanas a las que les faltan anticuerpos específicos es mucho mayor que el de aquéllas con deficiencia de complemento. Con el aumento de la inmunidad en la población, disminuye la incidencia de enfermedad meningocócica; sin embargo, ya que la prevalencia de la deficiencia de complemento en la población general es relativamente estable, la frecuencia del estado infeccioso entre personas con enfermedad meningocócica aumenta, es decir, la deficiencia de complemento se vuelve proporcionalmente más determinante del riesgo de infección119. La mejor estimación de los estados con deficiencia heredada del complemento entre pacientes con enfermedad endémica por neisserias (aproximadamente 10 casos/millón, v. fig. 7-3) es del 5-10%. Sin embargo, la probabilidad de la deficiencia de complemento aumenta de forma considerable (31%) entre los pacientes que han tenido más de un episodio de infección meningocócica o que cuentan con antecedentes familiares de enfermedad meningocócica.
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Figura 7-3 Relación entre la prevalencia de la deficiencia de complemento y la incidencia de enfermedad meningocócica.


(De Figueroa JE, Densen P. Infectious diseases associated with complement deficiencies. Clin Microbiol Rev. 1991;4:359-395.)





Aunque el número de infecciones por Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae parece aumentar en los pacientes con deficiencia de complemento, la prevalencia de ésta entre personas con infección sistémica por estos microorganismos no parece muy distinta de la observada en la población general122. La base de esta aparente paradoja, sobre todo en el caso de H. influenzae, que comparte muchas características con los meningococos, se desconoce.









Aspectos generales de las bases moleculares de las deficiencias del complemento


Al igual que sucede con la mayoría de las demás afecciones heredadas, la base de los estados de deficiencia del complemento presenta una gran heterogeneidad, sobre todo entre las personas que tienen antecesores de distintas etnias o razas. En una población étnica o racial concreta, la probabilidad de que un único defecto molecular predomine es mucho mayor. Un corolario de este principio es que es probable que la misma deficiencia funcional que se produce entre personas de distintas procedencias muestre heterogeneidad molecular. Esta última generalización es útil para seleccionar a los pacientes cuyas deficiencias, cuando se caracterizan a nivel molecular, probablemente proporcionen nueva información. Los estudios actuales se centran cada vez más en la contribución de diversos polimorfismos de los componentes a la fisiopatología de distintos estados patológicos.









Deficiencias de la vía clásica






Aspectos clínicos






Trastornos inmunitarios


La asociación de trastornos inmunitarios, en concreto el LES, con estados de deficiencia de complemento, es más evidente en las personas a las que les falta C1, C4, C2 o C3 (tabla. 7-3). Incluso si tales deficiencias heredadas aparecen en una pequeña minoría de pacientes con LES, su relación con dicho trastorno se halla bien remarcada por la elevadísima penetrancia de la enfermedad en estas personas, por ejemplo, el 87% en pacientes con deficiencia de C1q (v. más adelante). No obstante, existe incertidumbre sobre si las deficiencias del complemento homo y heterocigóticas constituyen un factor de riesgo de LES, o si sólo los primeros estados conllevan tal riesgo. Los estudios iniciales que utilizaron análisis inmunológicos y funcionales sugirieron una asociación en personas con deficiencia de ambos tipos, homo y heterocigótica. Estudios más recientes, con técnicas de tipificación de ADN, indican con fuerza que, al menos en la deficiencia de C1q y C2, la asociación sólo existe para el estado homocigótico121.




Tabla 7-3 Estados de deficiencia de complemento
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El análisis de este tema en pacientes con deficiencia parcial de C4 se complica por la existencia de dos genes de C4 distintos (C4A y C4B). Como resultado, la deficiencia completa de C4 (es decir, la ausencia de los productos de todos los cuatro loci genéticos C4) es excepcional. Por el contrario, la deficiencia heterocigótica de C4 es muy habitual y se presenta en alrededor del 25% de la población general123,124. Además, como resultado del desequilibrio de ligamiento, se producen genes nulos para C2 y C4 como parte de haplotipos extensos y específicos. Entre estos haplotipos se encuentran los genes de MHC I, MHC II, el complemento y el TNF. Todos ellos son genes candidatos de susceptibilidad a enfermedades. El haplotipo específico asociado a la deficiencia de C2 aparece en cerca del 93% de las personas afectadas. Para la deficiencia de C4, el análisis multifactorial de los genotipos DR y C4 ha confirmado una contribución independiente de los alelos C4AQ0 y DR al desarrollo del LES. El gen nulo de C4B (C4BQ0) no se ha relacionado con el LES125-127. La preferencia química del tioéster interno en C4A para formar enlaces amida y reaccionar con los inmunocomplejos puede contribuir al efecto que el gen nulo C4A tiene en el desarrollo del LES20.






Papeles fisiopatológicos del complemento en el lupus eritematoso sistémico


La base fisiopatológica de la asociación entre estas deficiencias de complemento y el LES no se conoce del todo, pero nuestro creciente conocimiento del complemento en la eliminación de las células apoptósicas (v. antes) ha proporcionado perspectivas adicionales y una lógica cada vez más convincente respecto a dicha asociación88,89. A pesar de las perspectivas que aportan los estudios de estas personas y los de ratones manipulados genéticamente para tener deficiencias de complemento, está claro que la predisposición al LES es multifactorial desde el punto de vista genético128.


Las características clínicas clave del LES en las personas con deficiencia de complemento son: edad temprana de aparición (mediana, 7 años), gravedad creciente (a menudo con fotosensibilidad impresionante), afectación del sistema nervioso central y frecuencia elevada de glomerulonefritis129. Se observa una sorprendente jerarquía de penetrancia disminuida del LES con las deficiencias de la vía clásica: 93%, 57%, 57%, 75% y 10% para las deficiencias de C1q, C1r, C1s, C4 y C2, respectivamente. Esta relación jerárquica es también evidente en la gravedad del LES y en la frecuencia y el tipo de los autoanticuerpos presentes en el suero de estos pacientes. El LES resulta más grave en caso de deficiencia de C1q, C1r, C1s o C4127,129-131. En las personas con deficiencia de C2, la gravedad del LES parece similar a la de la población general, mientras que en las personas con deficiencia de C3, el LES puede ser menos grave122,127,131.


Los estudios sobre la aparición del LES en algunos pacientes con hipocomplementemia adquirida aportan pruebas adicionales de la importancia de la deficiencia de complemento como factor predisponente del LES. Entre dichos hallazgos, la deficiencia del C1-INH resulta especialmente interesante, debido a que la ausencia de esta proteína reguladora se asocia al consumo incontrolado de los componentes del complemento de la vía clásica, que es especialmente intenso y prolongado en un pequeño número de pacientes. Parece que son estos pacientes los que corren el riesgo de desarrollar un LES129.


Los papeles funcionales específicos desempeñados por la vía clásica, cuya alteración parece influir en el desarrollo del LES, son: 1) la eliminación de las células apoptósicas y 2) la eliminación de los inmunocomplejos.


Como ya se ha mencionado, las vesículas de la membrana de las células apoptósicas expresan fosfatidilserina, a la que se puede unir C1q, lo que activa la vía clásica y estimula la eliminación opsonofagocítica por parte de los receptores del complemento de las células mononucleares y los macrófagos. La vacuolización de las células apoptósicas a través de estos receptores no parece iniciar una respuesta inflamatoria prominente88,89. Es interesante remarcar que la luz solar resulta muy eficaz a la hora de inducir la apoptosis de las células de la dermis17. Esta observación probablemente ayude a explicar el exantema por fotosensibilidad característico del LES, así como la prueba positiva para la banda lúpica, que se evidencia en las muestras de biopsia de piel en personas con LES, con independencia de la actividad de la enfermedad. La incapacidad de los macrófagos para eliminar las células apoptósicas de forma eficiente se relaciona con un aumento de la presencia de desechos de células apoptósicas en las superficies de las células dendríticas, donde pueden ser presentados a los linfocitos autorreactivos como un paso inicial para el desarrollo de autoanticuerpos y linfocitos T autorreactivos. Es muy intrigante la observación de que las vesículas de la membrana en las células apoptósicas contienen complejos macromoleculares de proteínas ribonucleicas a las que se dirigen los autoanticuerpos observados en el LES y que los epítopos relevantes de estos complejos queden expuestos durante la incorporación a las vesículas4,88,89.


Aproximadamente un tercio de todos los pacientes con LES desarrolla autoanticuerpos contra C1q. El papel crítico desempeñado por C1q para unirse a las vesículas apoptósicas lo coloca en la proximidad de los complejos moleculares para los cuales se forman los autoanticuerpos. Tal vez esta localización contribuya a la tendencia a la formación de autoanticuerpos contra C1q. Los anticuerpos contra C1q estimulan de manera eficaz el consumo de complemento por la vía clásica. Cuanto mayor sea la disminución de los componentes de la vía clásica, mayor será el daño potencial en la eliminación de las células apoptósicas, situación que, presumiblemente, continua agravando dicha eliminación131.


Los pacientes con concentraciones elevadas de anticuerpos contra C1q también pueden manifestar una vasculitis urticariforme hipocomplementémica. Desde el punto de vista clínico, estos pacientes presentan urticaria crónica y vasculitis leucocitoclástica asociada. También pueden desarrollar angioedema, obstrucción de las vías respiratorias, glomerulonefritis y neuropatía. Los datos de laboratorio se caracterizan por una hipocomplementemia profunda (medida por el complemento hemolítico total [CH50]) y un descenso notable de las concentraciones de C1q, C4 y C2, así como una reducción moderada de C3131.


Alrededor de un tercio de los pacientes con LES desarrolla anticuerpos contra los fosfolípidos, de nuevo, presumiblemente, como resultado de la exposición de estas moléculas en las vesículas de las células apoptósicas. Estos pacientes pueden presentar episodios trombóticos recidivantes o abortos espontáneos, características clínicas del síndrome antifosfolipídico. Hace poco se ha demostrado que las muertes fetales en estos pacientes se encuentran causalmente relacionadas con el infarto placentario y el consumo masivo del complemento en el feto. Se desconocen los factores que determinan qué pacientes con LES desarrollan cada tipo de autoanticuerpos (p. ej., anti-C1q o antifosfolípidos)131-132.


Además de la eliminación alterada de las células apoptósicas, los pacientes con LES y deficiencia de complemento presentan diversas alteraciones en la eliminación de los inmunocomplejos que han sido documentadas por interesantes experimentos in vivo133-136. Entre ellas figuran: 1) tamaño aumentado de los inmunocomplejos, coherente con el papel clave de C1q en inhibir la formación de complejos (v. antes); 2) menor número de CR1 en los eritrocitos, coherente con el aumento de su eliminación por la asociación con los inmunocomplejos durante su paso por el bazo137; 3) mayor proporción de inmunocomplejos circulantes sin unir en el plasma que unidos a los eritrocitos, concordante con menos C3 unido a los complejos y menos CR1 en los eritrocitos, y 4) ritmo y patrón alterados de eliminación de inmunocomplejos por el hígado y el bazo, con un mayor número de complejos eliminados con más rapidez por el hígado, con una parte de éstos liberados de nuevo a la circulación tras un corto retraso86,87. La alteración de la eliminación refleja la mayor proporción de complejos circulantes en estado no unido, así como su captación por los receptores de IgG de los macrófagos hepáticos. Una parte de estos receptores muestra una baja afinidad relativa por la IgG y libera los complejos con el tiempo. En cambio, la eliminación esplénica de los inmunocomplejos depende casi por completo de C3 y CR1. Cada una de estas anomalías, a excepción del número de CR1, se corrige con el reemplazo del componente del complemento que falta191 y la reducción del número de inmunocomplejos circulantes, como consecuencia del tratamiento eficaz del LES, se relaciona con un aumento del número de CR1 en los eritrocitos circulantes. Los estudios en ratones genéticamente manipulados indican que el daño tisular refleja un mayor papel de los fenómenos posteriores a la participación de los receptores de la inmunoglobulina y también a las actividades flogísticas de las anafilotoxinas del complemento, sobre todo C5a131.












Enfermedades infecciosas


La relativa baja frecuencia de infección (20%) en las personas con deficiencia de C1, C4 o C2, comparadas con las deficiencias de otros componentes (v. tabla 7-3), se ha atribuido a la presencia de una vía alternativa intacta en estos enfermos. La infección bacteriana, cuando se presenta, suele estar producida por bacterias encapsuladas, sobre todo S. pneumoniae, y puede ser recidivante. Los lugares más comunes de infección son el árbol sinopulmonar, las meninges y la sangre117,118.












Aspectos moleculares


C1q es el producto de tres genes distintos (A, B y C; v. tabla 7-1). Las mutaciones de cada uno de estos genes se han asociado con una deficiencia de C1q. Hasta el momento no se ha descubierto una mutación predominante en los pocos pacientes en quienes se ha caracterizado su defecto, ni existe ninguna diferencia aparente en el cuadro clínico entre las personas con estos diversos defectos138.


La deficiencia de C2 tal vez sea la más frecuente de todas las deficiencias de componentes del complemento. Se produce predominantemente en personas de raza blanca procedentes del norte de Europa y se hereda de forma asociada con un aplotipo específico. En más del 90% de los casos, la base molecular de este defecto es la deleción de un gen de 28 pares de bases que provoca el salto del exón 6 durante el corte y empalme del ARN mensajero (ARNm). A su vez, este salto del exón hace que se produzca un codón de terminación prematuro y la síntesis de una proteína no funcional139,140.


La base molecular predominante para las deficiencias de C4A y C4B implica amplias deleciones que engloban los genes respectivos de C4 y de la 21-hidroxilasa asociada125. Se ha descrito una inserción de 2 pares de bases en el exón 29 del gen de C4A en asociación con el haplotipo HLA-B60 DR6141.












Deficiencias de la vía de la lectina de unión a la manosa






Deficiencia de la proteína de unión a la manosa






Aspectos clínicos


En 1976, se describió un grupo de niños con infecciones recidivantes y retraso del crecimiento, cuyo suero no opsonizaba a Saccharomyces cerevisiae. Este defecto se constató más tarde en el 5-7% de la población general. En 1989, se identificó la deficiencia de MBP en una proporción considerable de estos pacientes142. Aunque la relación con la infección se ha documentado mejor en niños, abarca el intervalo completo de edades y se ha confirmado en múltiples poblaciones étnicas. Un estudio con técnicas genéticas constató deficiencia de MBP en el 42% de 345 niños ingresados por infección en un hospital, comparados con el 24% de 272 niños ingresados en el mismo hospital por otras razones. La prevalencia de un gen de MBP anómalo entre los niños infectados fue casi el doble que en los no infectados (23 frente al 13%) y la deficiencia homocigótica fue sorprendentemente prevalente (3%) en todo el grupo de niños hospitalizados. En dicho estudio, los pacientes afectados por la deficiencia de MBP presentaron una gran variedad de infecciones por un amplio espectro de microorganismos. Los diagnósticos habituales fueron infección sinopulmonar (31%), enfermedad meningocócica (13%) y fiebre de origen desconocido (10%). La base de la penetrancia incompleta de la infección entre las personas afectadas por deficiencia de MBP se desconoce, pero probablemente refleje polimorfismos de otros genes, así como efectos ambientales143,144.









Aspectos moleculares


La MBP se codifica por un único gen que contiene cuatro exones. El primer exón codifica el péptido señal y la región similar al colágeno, el segundo codifica el resto de la región similar al colágeno, el tercero la región del «cuello» y el cuarto el dominio de reconocimiento de los hidratos de carbono. Las tres deficiencias conocidas de MBP están causadas por mutaciones que se agrupan en el primer exón. Cada una de estas mutaciones produce la sustitución de un aminoácido que interfiere en la oligomerización de tres cadenas únicas para formar la proteína madura y cada una se asocia a concentraciones reducidas de MBP en el suero4,23.


Además de las mutaciones de la porción codificante del gen, se han encontrado tres lugares polimorfos en la región promotora de éste: H/L, X/Y y P/Q. Cuatro de todas las combinaciones polimorfas posibles (LXP, LYP, LYQ y HYP) forman casi todos los haplotipos del promotor observados. Estos polimorfismos afectan a la transcripción del gen gracias a alteraciones en la unión de los factores transcripcionales, de modo que LXP se relaciona con la menor concentración sérica de MBP y HYP, con la mayor. Estos polimorfismos existen asimismo en desequilibrio de ligamiento con las tres mutaciones estructurales en el exón 1 para crear haplotipos, que difieren de forma notable en table en su frecuencia entre las diversas poblaciones. Así pues, las concentraciones séricas de MBP reflejan los efectos agregados de los polimorfismos del promotor, las mutaciones estructurales del gen y las interacciones entre estos dos factores. Las bajas concentraciones de MBP se relacionan con un mayor riesgo de infecciones piógenas, como se indicó con anterioridad; sin embargo, pueden proteger contra la infección por micobacterias. En cambio, las altas concentraciones séricas de MBP pueden aumentar el riesgo de infección por micobacterias4,23.












Deficiencia de serina proteasa 2 asociada a la proteína de unión a la manosa


Tan solo se ha descrito un paciente con deficiencia de MASP2. Este paciente presentó un cuadro de colitis ulcerosa a los 13 años, eritema multiforme ampolloso a los 29 y tres episodios de infección neumocócica grave entre los 28 y 30 años. Se registró una hipocomplementemia grave y anticuerpos contra C1q a los 35 años, junto con bajas concentraciones de MASP2 y una asociación defectuosa entre MBP y MASP2. La deficiencia de MASP en este paciente se debía a una mutación puntual, que producía el reemplazo de un residuo de ácido aspártico por glicina. Se postuló que la sustitución de un aminoácido neutro por uno ácido alteraba la estructura terciaria y la función de unión. La proteína MASP2 recombinante que portaba esta sustitución de aminoácido mostró una alteración de la unión a MBP que reflejaba la observada en el suero del paciente145.












Deficiencias de la vía alternativa






Aspectos clínicos


Las deficiencias heredadas de los componentes de la vía alternativa parecen ser menos comunes que las de otras proteínas del complemento. Hasta la fecha, no se han identificado personas con deficiencia homocigótica del factor B (v. tabla. 7-3). En presencia de anticuerpos específicos, las personas con defectos en la vía alternativa, por lo general, activan la vía clásica y la vía de la lectina, pero en ausencia de anticuerpos específicos, un defecto de la vía alternativa puede causar una profunda anomalía en la activación del complemento y de la actividad bactericida del suero. Se puede esperar que la infección en tales personas tenga, por tanto, consecuencias desastrosas, una predicción que se cumple en los pacientes con deficiencia de properdina, de los que un 75% desarrollan una infección meningocócica. Esta infección suele caracterizarse por una evolución fulminante y una elevada mortalidad (tabla. 7-4).




Tabla 7-4 Comparación de la enfermedad meningocócica entre pacientes normales, con deficiencia de componentes terminales del complemento y con deficiencia de properdina
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Aspectos moleculares


Se han descrito tres variantes de deficiencia de properdina: el tipo 1, caracterizado por concentraciones muy bajas (<0,1 μg/ml) de properdina y ausencia de función properdina146,147; el tipo 2, caracterizado por una baja concentración (∼2 μg/ml) de properdina antigénicamente detectable, pero funcionalmente alterada, y el tipo 3, caracterizado por una concentración normal (∼25 μg/ml) de properdina antigénicamente detectable, pero sin función148-150. La deficiencia de tipo 1 se debe a varias mutaciones, que causan todas ellas la formación de un codón de terminación prematura, lo que da lugar a la producción de proteínas truncadas, que o no son funcionales o no se segregan151. La deficiencia de tipo 2 se debe a mutaciones que provocan sustituciones de aminoácidos que pueden afectar a la carga molecular. Las moléculas alteradas se segregan con normalidad, pero parecen tener un catabolismo extracelular más acelerado151. La deficiencia de tipo 3 se debe a una sustitución de aminoácido que no afecta ni a la secreción de la molécula ni a su catabolismo extracelular, sino que parece alterarse el plegado de la molécula. Esto parece causar una menor afinidad de la properdina por la proteína C3b152.












Deficiencia de C3






Aspectos clínicos


La deficiencia primaria de C3 es inhabitual (v. tabla. 7-3). Como se podría esperar de su posición central en la cascada del complemento y sus funciones clave, prácticamente todas las personas con este defecto se encuentran enfermas de gravedad117,118. Alrededor del 75% de estos pacientes desarrollan LES o un síndrome reumatológico relacionado. Además, la incapacidad para usar la vía clásica o la alternativa produce multitud de defectos graves en las defensas del huésped, entre ellas alteraciones de la opsonización, las respuestas inmunitarias, la quimiotaxis de los neutrófilos y una incapacidad para generar actividad bactericida del suero. En consecuencia, son habituales las infecciones graves y recidivantes por neumococos, H. influenzae y meningococos, que afectan al árbol sinopulmonar, las meninges y el torrente sanguíneo, con una incidencia de casi el 70% en estos pacientes117,118.


La deficiencia secundaria de C3 se observa en pacientes con ausencia heredada del factor H o del factor I como resultado de la activación incontrolada de la vía alternativa, lo que conduce al consumo de C3 y a bajas concentraciones séricas de C3 (<10%). Los autoanticuerpos contra C3 (factor nefrítico C3 [C3 nef]) o el factor H producen concentraciones bajas de C3 por un mecanismo similar. Estos pacientes muestran grados diversos de predisposición a la infección, sobre todo a la enfermedad meningocócica, como consecuencia de los mecanismos alterados de defensa del huésped. Además, algunos pacientes con C3 nef desarrollan una lipodistrofia parcial (v. tabla 7-3)153.









Aspectos moleculares


La deficiencia primaria de C3 es infrecuente, pero se han descrito casos en poblaciones de diversos orígenes étnicos. La base molecular de esta deficiencia surge de dos defectos distintos de corte y empalme, uno que provoca una deleción considerable y otro que es un cambio de un simple par de bases que causa un defecto de la secreción de C3154.












Deficiencias de los componentes terminales del complemento






Aspectos clínicos


Las personas con deficiencia de uno de los componentes terminales del complemento muestran una sorprendente predisposición a las infecciones sistémicas por Neisseria, en especial enfermedad meningocócica. A pesar del defecto quimiotáctico relacionado con la deficiencia de C5, las manifestaciones clínicas de la enfermedad meningocócica en las personas con este defecto y en aquéllas con otras deficiencias de componentes terminales son muy similares119. Por tanto, la base de la aparición de la enfermedad meningocócica en estas personas parece ser su incapacidad para ensamblar el CAM y expresar la actividad bactericida dependiente del complemento.


Esta conclusión la respaldan estudios epidemiológicos poblacionales detallados que demuestran un incremento del riesgo de enfermedad meningocócica, de unas 5.000 veces, en la deficiencia de C7 comparada con pacientes japoneses con complemento suficiente. En cambio, los japoneses con deficiencia de C9 experimentaron un aumento del riesgo de unas 700 veces155. El mayor riesgo de enfermedad meningocócica en las personas con deficiencia de C5, C6, C7 o C8 comparado con las que tienen deficiencia de C9 es coherente con los estudios in vitro, que demuestran que los sueros con deficiencia de C9 pueden destruir meningococos, aunque a menor ritmo74. Esta relación dosis-respuesta, junto con el hecho de que los genes estructurales que codifican estas proteínas se localizan en múltiples cromosomas, proporcionan pruebas sólidas de una relación causa-efecto entre la ausencia de actividad bactericida dependiente del complemento y la mayor predisposición de estas personas a la enfermedad meningocócica.






Enfermedad meningocócica en los estados de deficiencia del complemento


La enfermedad meningocócica es la infección aislada más común que sufren las personas con deficiencia de complemento y representa el 75-85% de las infecciones con etiología identificada117,118. Aunque la enfermedad meningocócica se ha notificado en personas con deficiencia de cualquier proteína plasmática del complemento, es más habitual en aquéllas con deficiencia de properdina, C5, C6, C7 o C8, de las que el 50-60% presenta al menos un episodio en su vida. Esta sorprendente asociación confirma la importancia del sistema del complemento en la defensa del huésped contra los meningococos.


La enfermedad meningocócica en pacientes con estas deficiencias de complemento presenta varias características únicas que ayudan a distinguirla de la que aparece en personas con suficiencia de complemento (v. tabla 7-4). Estas características proporcionan indicios clínicos clave que deberían sugerir la presencia subyacente de una deficiencia y la necesidad de un examen del estado de deficiencia de complemento. Es improbable que estas características sean tan sólo un sesgo de la evaluación por las siguientes razones. Primero, han sido confirmadas en múltiples estudios en poblaciones diversas de todo el mundo. Segundo, cada característica ha sido verificada por investigaciones en las familias con deficiencia de complemento tras la exclusión del probando del análisis. Tercero, al menos en el caso de las deficiencias de los componentes terminales del complemento, los estudios familiares no han logrado revelar infecciones sin diagnosticar o inexplicadas, o muerte prematura.


Los datos recogidos de la bibliografía y de un estudio poblacional detallado indican que tales estados de deficiencia de complemento aumentan el riesgo de enfermedad meningocócica en 5.000-10.000 veces. En la población general, la mediana de edad de presentación de la infección meningocócica es 3 años y el 56% de las infecciones se produce antes de los 5 años de edad; en cambio, la mediana de edad de la primera infección en pacientes con deficiencia de complemento es 17 años y sólo un 10% surge antes de los 5 años de edad. Por tanto, casi todas las personas con deficiencia de complemento pasan sin problemas por la etapa de la vida en que debería esperarse que la deficiencia incrementase al máximo su predisposición a la enfermedad meningocócica sin mostrar pruebas de tal predisposición. El fundamento de esta observación se desconoce, pero es probable que se relacione con la relativamente mayor relevancia de los anticuerpos específicos en la protección contra esta infección. Dado que el anticuerpo específico se desarrolla durante la infancia como resultado del estado de portador asintomático, la contribución de los estados de deficiencia del complemento como factor de riesgo de la enfermedad meningocócica sistémica aumenta respecto a la contribución del anticuerpo. Como consecuencia, se detectan más casos de deficiencia del complemento entre las personas mayores con enfermedad meningocócica.


La enfermedad meningocócica en estos pacientes está causada por serogrupos no habituales, en concreto los grupos Y, W135 y X, más a menudo que en personas sin deficiencias117,118,156. Asimismo, la prevalencia de estas deficiencias aumenta en los pacientes con enfermedad meningocócica por dichos serogrupos157. El fundamento fisiológico de esta observación se desconoce con certeza, pero entre los factores que podrían ser fundamentales están: 1) el requisito crítico del anticuerpo anticapsular para la prevención de la enfermedad en las personas con deficiencia, comparadas con las normales, 2) la mejor eliminación de las cepas del grupo B por las células fagocíticas en ausencia del anticuerpo capsular158 y 3) la tendencia de los meningococos de serogrupos no habituales a causar enfermedad en las personas mayores159.


La enfermedad meningocócica recidivante, definida como una nueva infección que se produce más de 1 mes después de un episodio previo, se produce en casi el 40-45% de las personas con deficiencia de C5, C6, C7 o C8. Este índice de recurrencia es 100-150 veces mayor que en la población general. Los resultados del análisis estadístico de la cantidad de enfermos con un número especificado de episodios de enfermedad meningocócica son coherentes con la interpretación de que el riesgo de enfermedad meningocócica en personas con deficiencia de complemento es independiente de la infección previa118. La enfermedad previa no reduce el riesgo de infecciones meningocócicas posteriores en tales pacientes: la probabilidad estimada de cada infección fue de 0,39118. Un análisis similar, con un enfoque estadístico algo distinto, llevó a una conclusión idéntica y deparó una probabilidad estimada de infección de 0,6160,161. El último análisis también demostró que el intervalo entre infecciones (4-5 años) no difería y sugirió de nuevo que la enfermedad previa no reduce el riesgo de infección meningocócica posterior. La explicación del fracaso de la infección previa para reducir el riesgo de los episodios siguientes de enfermedad meningocócica en estas personas con deficiencia de complemento parece basarse en su dependencia crítica de los anticuerpos capsulares para la protección y en el hecho de que la infección constituye un estímulo escaso para la producción de dichos anticuerpos, que son muy eficientes a la hora de estimular la eliminación opsonofagocítica de los meningococos. En cambio, los anticuerpos contra los antígenos subcapsulares, aunque son bactericidas y protectores en el huésped normal, son opsoninas relativamente débiles y aportan poca protección a los pacientes con deficiencia de complemento, a los que les faltan las proteínas efectoras necesarias para la expresión de la actividad bactericida162.


La recaída de la enfermedad meningocócica, definida como la infección por el mismo serogrupo, que surge menos de 1 mes tras la infección inicial, se observa en el 7,6% de los pacientes con deficiencia de C5-C8 con enfermedad meningocócica notificada en la literatura. Esta frecuencia, que es unas 10 veces mayor que la de la población general, indica que los meningococos podrían ser secuestrados intracelularmente, donde estarían bastante protegidos de los antibióticos118.


Uno de los aspectos más sorprendentes de la enfermedad meningocócica en personas con deficiencias de componentes terminales del complemento es que, a pesar de que el riesgo de infección se multiplica varios miles de veces, presentan una disminución de la probabilidad de morir por la enfermedad del orden de 5-10 veces en comparación con las personas sanas118. Por tanto, el mismo defecto que predispone a la infección parece proporcionar protección frente a las consecuencias letales de la enfermedad. Esta notable observación indica que la exuberancia de la respuesta del huésped al microorganismo es tan responsable de las manifestaciones clínicas y del resultado como el propio patógeno. Esta deducción queda avalada por el informe de Brandtzaeg y cols.163 que demuestra una estrecha correlación entre el grado de activación del complemento y la mortalidad en la enfermedad meningocócica e indica que la última es en parte dependiente del ensamblaje del CAM.


El fundamento de la menor mortalidad de la enfermedad meningocócica observada en personas con deficiencia de componentes terminales del complemento se desconoce, pero las variables que pueden ser esenciales comprenden: la mayor levedad de la enfermedad160, la posibilidad de que se requieran menos microorganismos para iniciar la infección y la capacidad de tolerar mejor una carga determinada de endotoxina con menor lesión de las células del huésped.


La posibilidad de que se requieran menos microorganismos para establecer una enfermedad meningocócica sistémica en las personas con deficiencia que en las normales resulta atrayente, pero los datos relativos a este punto están visiblemente ausentes en la literatura. Tal efecto explicaría el mayor número de infecciones, así como la levedad de las mismas y el menor índice de casos mortales, en los que la mortalidad está directamente relacionada con el número de microorganismos en la corriente sanguínea164. Una reducción de la carga de microorganismos podría traducirse en una menor concentración de endotoxina circulante y menor inflamación sistémica. Por otra parte, como la inserción del CAM en la membrana externa de los microorganismos gramnegativos produce la liberación de endotoxina libre, la incapacidad de las personas con deficiencias de componentes terminales del complemento para ensamblar el CAM puede estar relacionada con una reducción de la cantidad de endotoxina circulante para una carga dada de microorganismos. Esta reducción, a su vez, puede aminorar la activación continuada del complemento y disminuir la secreción de varias citocinas ligadas al desarrollo del shock séptico en la enfermedad meningocócica163,165,166. Por último, la inserción del CAM en las membranas de la célula del huésped puede ocurrir in vivo como consecuencia de la activación exuberante del complemento en la vecindad de células que son testigos inocentes, o como consecuencia de la unión de la endotoxina a estas células y la consiguiente activación del complemento en sus superficies. Este fenómeno podría estimular respuestas celulares adversas. Por ejemplo, la inserción del CAM activa los leucocitos, estimulando la liberación de una plétora de mediadores potencialmente nocivos167 y el aumento de la expresión de moléculas procoagulantes en las células endoteliales168. La interrupción de estos procesos en el paciente con una deficiencia de componentes terminales del complemento aumentaría la capacidad para tolerar una carga concreta de microorganismos y endotoxina.












Aspectos moleculares


La base de la deficiencia de C5 es molecularmente heterogénea, con defectos múltiples pero distintos entre las personas de raza blanca y afroamericanas. En un estudio, todos los pacientes afroamericanos eran heterocigotos compuestos que poseían mutaciones terminadoras en los exones 1 y 36169.


A escala mundial, la deficiencia completa de C6 es molecularmente difusa. Esta deficiencia es muy común entre los nativos africanos de Western Cape en Sudáfrica170. Se han descrito varios tipos distintos de deficiencia de C6, incluida una deficiencia completa y dos deficiencias subtotales (DS) diferentes, una de las cuales se asocia a una DS de C7. Los genes estructurales de C6 y C7 están estrechamente ligados en el cromosoma 5 (v. tabla 7-1). Los estados combinados de DS C6/C7 son combinaciones novedosas del alelo de DS C6 con un alelo de DS C7 y varios alelos nulos C6 y C7. Estas deficiencias parciales suelen llamar la atención clínica cuando algún suceso iniciador causa la producción del complejo C5b6 que, a su vez, convierte la deficiencia parcial en una total. Las personas en quienes los dos alelos de DS se comparten en combinación con un alelo nulo C6 son funcionalmente DS C6. Su suero contiene una concentración casi normal de C7, pese a la presencia del alelo DS C7, porque la concentración de C6 tan disminuida es insuficiente para provocar el consumo del C7 existente. El consumo del complemento convierte el estado subtotal en una deficiencia completa de C6. De forma similar, las personas en quienes el alelo DS C6 está emparejado con dos alelos DS C7 diferentes son funcionalmente deficientes en C7, pese a la expresión de C7 funcional, aunque reducida, porque el complejo C5b6 consume el C7171,172.


Tres genes (v. tabla 7-1) codifican la molécula C8, pero sólo se han notificado defectos en los genes A y B. La deficiencia de C8β aparece sobre todo en personas de raza blanca, especialmente en las de ascendencia rusa. Alrededor del 95% de los alelos nulos C8β descritos hasta la fecha han sido causados por una transición C→T, con un 85% en el exón 9 y el 10% en otras localizaciones. No está claro por qué las transiciones C→T son un mecanismo subyacente tan común de dicha deficiencia173.


La deficiencia de C9 es especialmente frecuente en la población japonesa, en la que una transición C→T en el exón 4 que convierte un codón de arginina en un codón de parada es la mutación dominante asociada a dicha deficiencia174.












Deficiencias de las proteínas reguladoras del complemento






Angioedema hereditario: deficiencia del inhibidor de C1


Las personas carentes de C1-INH presentan un cuadro clínico característico denominado históricamente edema angioneurótico hereditario (EAH)175. La forma hereditaria de esta enfermedad se descubrió hace más de 100 años y hace poco se ha identificado una variante adquirida como una entidad diferente. El EAH es un trastorno autosómico dominante, pero cerca del 20% de los pacientes de nueva identificación no tiene antecedentes familiares y refleja mutaciones espontáneas. El tipo 1 de EAH representa el 75-85% de los casos y se caracteriza por la presencia de niveles bajos (5-30%) de proteína normal C1-INH originada por el alelo intacto. El tipo 2 de EAH presenta niveles normales o elevados de C1-INH antigénico, lo que indica una mezcla de productos génicos funcionales y disfuncionales42,175,176. En una tercera forma recién descrita de EAH, el suero de personas afectadas contiene cantidades normales de C1-INH funcional. La mayoría de estos pacientes tienen una mutación que incrementa la función del gen del factor XII de la coagulación (factor Hageman), lo que puede causar una mayor producción de bradicinina durante la activación por contacto (v. después)176.


Las formas adquiridas de este trastorno (EAA) son mucho menos habituales. Desde el punto de vista histórico, se han identificado dos variantes: una en relación con trastornos de linfocitos B y la otra debida a la presencia de un autoanticuerpo contra C1-INH. Otros estudios sugieren que esta distinción puede ser imprecisa y que los autoanticuerpos se hallan en ambos tipos de EAA. La unión de anticuerpos no interfiere en la disociación de C1-INH por C1s, sino que impide la formación de un enlace covalente entre la enzima y el inhibidor disociado. Esta alteración convierte de forma eficaz a C1-INH de inhibidor en sustrato y permite que se mantenga la acción de C1s. A su vez, esto conduce al consumo de complemento en la fase líquida y a los niveles disminuidos asociados de C1s, C1r, C4 y C2, lo característico de esta enfermedad177,178.


Como la forma heredada de EAH es un rasgo autosómico dominante, el suero de todos estos pacientes contiene algo de C1-INH que funciona con normalidad42. En cambio, las personas con las variantes adquiridas tienen una actividad funcional de C1-INH en suero notablemente reducida o ausente. Como consecuencia de esta diferencia básica, el suero de pacientes con la forma hereditaria del EAH contiene cantidades normales de C1 y C1q y bajas de C4 y C2, mientras que el suero de aquéllos con EAA contiene cantidades sorprendentemente reducidas de C1, C1q, C4 y C242,175,176.


La salud de las personas con EAH o EAA está salpicada por crisis de edema sin fóvea, prurito ni dolor en las extremidades, la cara o la laringe. El angioedema de la laringe es la complicación más grave de esta alteración y una causa habitual de muerte de estos pacientes. El aparato digestivo también puede estar afectado y las crisis se manifiestan como episodios de dolor abdominal, agudo y cólico, a menudo asociados a náuseas, vómitos y diarrea ocasional. En el EAH, los episodios comienzan por lo general en la infancia, aumentan en frecuencia y gravedad durante la adolescencia y la menstruación, se reducen de forma considerable durante el embarazo y disminuyen gradualmente en la quinta y sexta décadas de la vida. Un episodio típico dura 2-3 días42,176.


El mecanismo por el que la deficiencia de C1-INH produce el síndrome clínico de angioedema no se conoce del todo. Hay pruebas que implican a los derivados del complemento y a los mediadores del sistema de contacto. La inyección intradérmica de C1s activado causa inflamación indolora y sin prurito en seres humanos y cobayas. Esta respuesta no se produce si el C1 activado se inyecta en seres humanos o cobayas con deficiencia de C2, pero se observa tras la inyección en pacientes con deficiencia de C3179. Estos datos respaldan la existencia de una anafilotoxina derivada de C2 en el cuadro clínico del angioedema. Sin embargo, además de su papel como único inhibidor de la C1 esterasa, C1-INH es un gran inhibidor, tal vez el principal, del factor XII y la calicreína. El plasma de pacientes con EAH presenta una capacidad alterada para inactivar estos mediadores. Estudios detallados en una familia concreta con C1-INH disfuncional demostraron que la molécula era incapaz de inhibir C1r y C1s, pero conservaba la capacidad completa para formar complejos e inhibir la calicreína y el factor XIIa. Ninguno de los 10 miembros de la familia, cuyos sueros tenían este C1-INH disfuncional, había tenido nunca un episodio de angioedema180. Estos datos respaldan el papel fundamental del sistema de contacto en el cuadro clínico del EAH. Juntas, estas líneas de investigación separadas, indican que los síntomas derivan probablemente de la interacción de varios factores dentro de estos sistemas en cascada176.


Como era de esperar de los diferentes fenotipos de la proteína C1-INH, la base genética del EAH es heterogénea. Una proporción considerable de los defectos del EAH tipo 1 se relaciona con mutaciones en elementos nucleótidos cortos e intercalados denominados grupos Alu. Estas mutaciones producen diversas reorganizaciones que generan deleciones o duplicaciones en el gen, alteración de la transcripción y niveles reducidos de ARNm específico y de concentraciones plasmáticas de C1-INH. En cambio, el EAH tipo 2, que suele asociarse a concentraciones normales de una proteína disfuncional, en general está causado por mutaciones puntuales. Estas mutaciones afectan a menudo a la arginina en el centro reactivo de la molécula, o a los aminoácidos en su vecindad inmediata. A veces las mutaciones afectan a la glucosilación del C1-INH. En todos los casos, la mutación conduce a la síntesis de una proteína con capacidad alterada para reaccionar con sus sustratos. La alteración resultante del catabolismo es responsable de la concentración plasmática normal o elevada de C1-INH181,182.


El tratamiento del EAH, sobre todo de los ataques agudos potencialmente mortales, se ha revolucionado gracias a la disponibilidad de C1-INH purificado que, en ensayos clínicos controlados, ha iniciado la resolución de los ataques en 30-60 minutos tras su administración intravenosa. El C1-INH también se ha usado como profilaxis para reducir con éxito la probabilidad de un ataque en pacientes con deficiencia y que se iban a someter a procedimientos médicos capaces de precipitar un ataque agudo de EAH. Debido a que los pacientes con EAH sintetizan algo de C1-INH normal (v. antes), no desarrollan anticuerpos contra el C1-INH purificado tras su administración. El uso de C1-INH purificado ha sustituido con rapidez a la administración de plasma fresco congelado para el tratamiento y la profilaxis de los ataques agudos de EAH; sin embargo, aún no se ha aprobado para su uso en países como Estados Unidos. La administración de C1-INH purificado como tratamiento a largo plazo en pacientes con EAH aún no se ha descrito. El tratamiento con andrógenos atenuados, pese a sus efectos secundarios significativos, con el fin de aumentar la biosíntesis de C1-INH sigue siendo el pilar fundamental del planteamiento terapéutico a largo plazo de la forma hereditaria de esta enfermedad42,175,176,183.









Deficiencia de factor H


El factor H es la proteína de control del complemento más abundante y el tercer componente más abundante de forma global94 (v. tabla 7-1). Como ya se ha descrito, el factor H es una proteína de unión multifuncional y multiligando cuya especificidad de unión está determinada por SCR. Las SCR 1-4 intervienen predominantemente en la unión a C3b de fase líquida y en la regulación de la C3 convertasa de la vía alternativa. Las SCR 16-20 intervienen en la unión a polianiones y a C3b en las superficies celulares, además de regular la actividad convertasa en dichos sitios. Aunque estas propiedades se determinaron de forma experimental, la delimitación de su relevancia en la fisiopatología de la glomerulonefritis membranoproliferativa de tipo II (GNMP II), el síndrome hemolítico urémico (SHU) y la degeneración macular relacionada con la edad (DMRE) ha subrayado la relevancia fundamental del control de la formación de C3 convertasa, tanto en la fase líquida como en las células huésped, así como el papel crucial que desempeña el factor H en este proceso. Resulta sorprendente ver que se producen distintas consecuencias clínicas dependiendo de si el factor H está ausente (defecto cuantitativo, GNMP II) o si presenta una alteración de su función (defectos cualitativos: SHU atípico [SHUa], DMRE)47-49. La asociación de distintos estados patológicos con anomalías de segmentos individuales de la molécula del factor H aporta pruebas convincentes del principio de que los dominios específicos de la molécula contribuyen de forma distinta a su función global.






Aspectos clínicos: glomerulonefritis membranoproliferativa de tipo II


La deficiencia cuantitativa de factor H es un trastorno autosómico recesivo caracterizado por concentraciones bajas o ausentes de factor H y bajas de C3. Como se mencionó con anterioridad, el consumo secundario de C3 que se produce en estas personas se asocia a un riesgo aumentado de infección. Algunos de estos pacientes desarrollan también una GNMP II a una edad temprana. Este trastorno se caracteriza por el depósito de cantidades sustanciales de C3 en la membrana basal glomerular, un engrosamiento asociado de dicha membrana y la consiguiente alteración de la función. Como la GNMP II no es una característica de los pacientes con deficiencia primaria de C3, el depósito de C3 parece ser un fenómeno patológico crítico. La importancia del depósito de C3 en este proceso fisiopatológico se respalda por el desarrollo de una GNMP II histológicamente típica en cerdos con deficiencia de factor H y su evitación mediante su infusión184,185. La mayoría de estos pacientes tienen mutaciones que dan origen a moléculas truncadas de factor H, cuya secreción está muy alterada49.









Aspectos clínicos: síndrome hemolítico urémico atípico


El SHU se caracteriza por anemia hemolítica microangiopática, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. La mayoría de los casos aparecen en personas jóvenes que presentan fiebre y diarrea con toxina Shiga positiva causada por E. coli O157-H7. Un pequeño porcentaje de casos de SHU aparece en pacientes sin diarrea (SHUa) y algunos de ellos se presentan en grupos familiares, según un patrón de herencia autosómica dominante49. La investigación de estos pacientes ha permitido la identificación de personas con niveles de complemento y factor H normales, pero cuyo factor H presenta mutaciones que afectan a su función. Una sorprendente mayoría de estas mutaciones tiene lugar en la SCR 20, que está expuesta en la molécula nativa e interviene en la unión a polianiones de la superficie celular y C3b. El factor H de estas personas es completamente capaz de regular la formación de C3 convertasa y de expresar la actividad del cofactor en la fase líquida, de acuerdo con la integridad normal de las SCR 1-4. Sin embargo, se une poco a C3b o a las superficies recubiertas de heparina, así como a las células endoteliales cultivadas. Esto provoca que el factor H de estas personas sea incapaz de regular las C3 convertasas en las superficies celulares47-49,186,187.


Un mayor respaldo de la relevancia de la alteración de la regulación de la C3 convertasa de la vía alternativa en las superficies celulares en la patogenia del SHUa proviene de los casos de pacientes que tienen mutaciones del gen que codifica la MCP (denominada también CD46)188,189. MCP/CD46 funciona en la membrana como un homólogo del factor H. Su expresión es particularmente intensa en las células endoteliales capilares glomerulares. El SHUa también se ha descrito en algunas personas que tienen una mutación del factor I. También se han descrito mutaciones del factor B y de C3 en el SHUa, pero, a diferencia de las mutaciones de pérdida de función del factor H, MCP y del factor I, estas otras producen un aumento de la función47,187.


La histopatología renal de los pacientes con SHU inducido por toxina Shiga es indistinguible de la que se observa en el SHUa. Desde el punto de vista patogénico, estos pacientes solo difieren en que el fenómeno precipitante es conocido en el SHU «típico», pero no en el «atípico». Debido a que sólo alrededor del 15% de los pacientes con diarrea asociada a toxina Shiga desarrollan un SHU, estas observaciones sugieren que unas variaciones mínimas en los niveles de expresión o de la actividad funcional de las proteínas antes mencionadas pueden ser el sustrato para que se desarrolle en SHU en el contexto de una lesión vascular específica (p. ej., la inducida por la toxina Shiga)87. La insuficiencia renal es una consecuencia grave para los pacientes con GNMP II o SHU asociada al factor H. En estas personas, el trasplante renal terapéutico es mejor reservarlo para aquellas en quienes la patogenia de la enfermedad se relaciona con proteínas reguladoras del complemento. El trasplante corrige el defecto causal en tales pacientes. Por el contrario, el los pacientes cuya enfermedad se relaciona con anomalías de las proteínas plasmáticas, el defecto persistirá después del trasplante, y la enfermedad renal recidivará, a menudo con rapidez, en el riñón trasplantado.









Aspectos clínicos: degeneración macular relacionada con la edad


Los estudios histológicos y las observaciones experimentales demuestran que el complemento es un componente significativo de los depósitos en drusas que caracterizan la DMRE190. En estudios de ligamiento recientes se ha demostrado una asociación intensa entre los polimorfismos del factor H en SCR 7 y la DMRE. Estos estudios han establecido que existe un factor predisponente o protector, dependiendo del polimorfismo específico, y juntos suponen más del 50% de la predisposición genética para el desarrollo de DMRE. SCR 7 es un sitio de unión a aniones presente en el factor H que muestra una especificidad de unión relativa por la heparina, la proteína C reactiva, el ADN y la proteína M estreptocócica. Por tanto, difiere del sitio de unión a aniones de SCR 16-20 asociado con el SHUa, que presenta una especificidad relativa por los glucosaminoglucanos, la heparina y el ácido siálico47,48.












Deficiencia de CD59: Hemoglobinuria paroxística nocturna


La hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN) es un síndrome poco común que, en general, se presenta en adultos de 30-50 años. Clásicamente, las personas afectadas presentan episodios de hemólisis intravascular, agravados por la noche, y que duran varios días o semanas. Los acontecimientos que precipitan la hemólisis suelen ser inaparentes. En cambio, la presentación más habitual, que se produce en cerca de la mitad de los pacientes, es la hemólisis crónica. Los pacientes pueden tener dolor de espalda, dolor abdominal cólico y cefaleas. Aunque las principales características clínicas de la enfermedad se refieren a la hemólisis intravascular, el síndrome completo comprende una tendencia a la trombosis venosa y una hematopoyesis disminuida. La trombosis es típica, pero no es habitual, ya que suele afectar a las principales venas intraabdominales y hepáticas y, a menudo, se precipita por la cirugía191.


El problema básico en los pacientes con HPN es la predisposición aumentada de sus eritrocitos a la hemólisis. La sangre periférica de estos pacientes contiene diversas proporciones de tres poblaciones de eritrocitos. Las células de la HPN tipo 1 son normales, mientras que las de los tipos 2 y 3 presentan, respectivamente, 3-6 y 15-25 veces más sensibilidad a la lisis mediada por el complemento. La gravedad del cuadro clínico se correlaciona mejor con la proporción de células del tipo 3 presentes en la circulación periférica192.


Los eritrocitos de la HPN carecen de más de 20 proteínas de superficie diferentes. La presencia de estas moléculas en cantidades normales en las células endoteliales de las personas con HPN respalda el origen clonal de este trastorno en las células precursoras de la médula ósea. La característica clave compartida por estas proteínas es su unión a la membrana celular a través de un anclaje glucosilfosfatidilinositol (GPI) en el extremo carboxilo193,194. La HPN se debe a un defecto en el primer paso de la síntesis del anclaje de GPI responsable de la unión de las proteínas de superficie que faltan a la membrana celular. Este paso lo cataliza una enzima que transfiere la N-acetil glucosa activada al fosfatidilinositol aceptante194. Esta enzima es el producto del gen PIGA y se han notificado múltiples mutaciones en este gen en relación con la HPN. A diferencia de la mayoría de los defectos que afectan a las vías de síntesis, estas anomalías genéticas se expresan de forma dominante en las células de la progenie. Esta característica inusual se debe a que el gen PIGA se localiza en el cromosoma X y las mutaciones somáticas de este gen aparecen tras la inactivación de uno de los cromosomas X193.


Dos de las proteínas que faltan en las membranas de las células HPN son las reguladoras del complemento DAF y CD59195. La incapacidad para regular el depósito del complemento en las células HPN explica la fisiopatología subyacente en este trastorno. Las personas con un defecto hereditario que sólo afecta a la expresión de DAF en las membranas de sus eritrocitos no presentan el fenotipo HPN, mientras que aquéllas a las que sólo les falta CD59 sí lo manifiestan196,197. Por tanto, la ausencia de la molécula CD59 se explica directamente por la mayor predisposición de las células HPN a la hemólisis intravascular.


En ausencia de CD59, muchos CAM se insertan en la membrana de las plaquetas, causan la vesiculación y proporcionan lugares en los que se genera protrombinasa con formación resultante de trombina. Estas alteraciones pueden contribuir a la predisposición de los pacientes con HPN a la trombosis. Además, la ausencia del receptor de la urocinasa unida a GPI en las células de la HPN puede originar coágulos más resistentes a la disolución, aunque ninguna de estas anomalías explica la tendencia a la formación de trombos intraabdominales. De forma similar, la ausencia del receptor de FcγRIII unido a GPI en las células fagocíticas puede contribuir al ligero aumento de la predisposición de estos pacientes a la infección. Los estudios sobre la disminución de la hematopoyesis que aparece en los pacientes con HPN indican que las células HPN no poseen una ventaja proliferativa en la médula. Sin embargo, en una médula ósea anormal en la que las células normales tienen desventaja de supervivencia, las células HPN parecen resistir a las influencias anormales y emerger como el tipo de célula predominante. La ausencia de un receptor ligado al GP (p. ej., de un factor de crecimiento) se ha propuesto como la base de dicho efecto. Se desconoce si los factores que contribuyen al desarrollo de un ambiente anormal en la médula ósea son los mismos que los que dan lugar a las mutaciones somáticas responsables de la HPN193,194.


El desarrollo de un anticuerpo monoclonal humanizado contra C5 (eculizumab) ha proporcionado un tratamiento muy específico, eficaz y seguro para los pacientes con HPN. Un ensayo clínico multicéntrico, aleatorizado, con doble enmascaramiento y controlado con placebo demostró una reducción del grado de hemólisis y de requisitos de transfusión para los pacientes tratados198,199. Una publicación posterior también documentó una reducción de la frecuencia de episodios trombóticos200.


Los pacientes que reciben eculizumab presentan una actividad escasa o nula del complemento funcional durante las primeras 2-3 semanas posteriores a su administración. Al igual que las personas que tienen una deficiencia de uno de los componentes terminales del complemento, demuestran una susceptibilidad ligeramente mayor a las infecciones meningocócicas (v. antes). Por tanto, los pacientes con HPN deberían recibir la vacuna meningocócica tetravalente conjugada varias semanas antes de la administración de la primera dosis de eculizumab. Por el contrario, las enfermedades inflamatorias intercurrentes pueden estimular una mayor biosíntesis de C5, lo que requiere que se acorten los intervalos de administración del anticuerpo monoclonal o que se incremente la dosis a un intervalo fijo.
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La creciente disponibilidad de ratones manipulados genéticamente junto con las modernas técnicas moleculares permite un conocimiento cada vez más sofisticado del papel del complemento en los distintos tipos de inflamación y en la patogenia de la lesión y reparación tisulares. Los mediadores liberados durante la activación del complemento pueden intervenir en el desarrollo de los síntomas o en la evolución de estos trastornos. Las pruebas que respaldan esta idea engloban la observación de que 1) la amplitud de la activación del complemento a menudo corre en paralelo con la actividad de la enfermedad, 2) el complemento se deposita en el sitio de la lesión tisular y 3) en modelos animales de estos trastornos, la manipulación específica de la activación del complemento modula la evolución de la enfermedad. El papel del complemento se ha estudiado de forma más amplia en enfermedades infecciosas, trastornos reumatológicos y glomerulonefritis caracterizados por inflamación evidente. Sin embargo, cada vez está más claro que la activación del complemento y la generación de mediadores desempeñan papeles esenciales en diversas entidades como aterosclerosis201, reestenosis, lesión posperfusión202, trastornos desmielinizantes203, diversas dermatosis204 y rechazo hiperagudo del injerto en xenotrasplantes205. El daño en estos trastornos depende del complemento, es decir, puede evitarse mediante la depleción del complemento o la infusión de las proteínas que regulan su activación, como CR1 y CD46 solubles206. En el caso del xenotrasplante, el rechazo se puede evitar gracias al desarrollo de animales transgénicos cuyos órganos expresen los genes de las moléculas reguladoras del complemento humano207.






Enfermedades Infecciosas


La activación del complemento durante la infección es especialmente impresionante en enfermedades como la fiebre del dengue, la endocarditis bacteriana y la sepsis en la que los microorganismos o sus productos reaccionan con anticuerpos para formar inmunocomplejos circulantes e iniciar el consumo de complemento. Es llamativa sobre todo en la enfermedad meningocócica y algo menos en otras formas de sepsis y shock séptico por gramnegativos. Los estudios han demostrado convincentemente un papel protector del complemento en el shock endotóxico. Los ratones con deficiencia de C3 y C4 manipulados genéticamente no eliminaban la endotoxina de forma tan eficaz como los de tipo salvaje, con mayores niveles de TNF e IL-1 e índices de mortalidad mucho mayores que éstos. Los niveles de C1-INH y fibrinógeno eran también menores en los ratones con deficiencia. La reposición de C1-INH reducía de forma significativa la mortalidad y restauraba las concentraciones de fibrinógeno a la normalidad, a pesar de la deficiencia persistente de C3 o C4. Estos hallazgos en conjunto indican que los inmunocomplejos que contienen endotoxinas inician el consumo de complemento por la vía clásica y que la falta de incorporación de C3 a los inmunocomplejos conduce a la eliminación deficiente de endotoxina y mantiene el consumo de complemento y la depleción de C1-INH. La ausencia de C1-INH permite la activación del sistema de contacto, como manifiesta el consumo de fibrinógeno (un homólogo potencial de la coagulación intravascular diseminada en los seres humanos). El hecho de que la reposición de C1-INH proteja a los animales con deficiencia y restaure niveles normales de fibrinógeno indica con fuerza la participación directa del sistema de contacto en el shock endotóxico y la muerte208. Experimentos posteriores probaron que los inmunocomplejos que iniciaban esta secuencia de acontecimientos se componían del anticuerpo natural IgM con especificidad para el antígeno-O de la endotoxina209. En este sentido, dichos resultados recuerdan los que implicaban a los anticuerpos naturales y al consumo de complemento por la vía clásica en la lesión por reperfusión202.


Los estudios indican que C5a es un mediador clave en el desarrollo del shock séptico y el síndrome de dificultad respiratoria en los seres humanos210, así como en un modelo de mono con shock por gramnegativos211 y en el modelo de sepsis por ligadura y punción del ciego (LPC) en la rata. De los dos modelos animales, el LPC reprodujo con más fidelidad la sepsis humana; las ratas afectadas, sin tratamiento, morían en 4-5 días212. Los investigadores que han usado este modelo han evidenciado una cantidad considerable de C5a unido a neutrófilos y a su vez mostraron una notable supresión del estallido oxidativo. El tratamiento de los animales con anticuerpos anti-C5a en el momento de la LPC reduce la mortalidad de la rata en un 50%, impide la disfunción de los neutrófilos y se relaciona con una marcada reducción de los recuentos bacterianos en sangre, hígado y bazo212. Estos estudios también revelaron que la expresión de C5aR se estimula de forma precoz en el pulmón, el hígado, el riñón y el corazón en la evolución de la sepsis y que el bloqueo de este receptor con anticuerpos específicos no sólo mejora la supervivencia, sino que también reduce las concentraciones en suero de IL-6 y TNF-α213. La inmunosupresión es una característica recién reconocida de la sepsis en seres humanos y se pone de manifiesto por la depleción de los linfocitos en la pulpa blanca del bazo y por linfocitopenia periférica que se asocia temporalmente al síndrome de disfunción multiorgánica214. En el modelo LPC, la inmunodisregulación se produce como resultado de la apoptosis de los linfocitos T dependiente de las caspasas e independiente de NFκB en el contexto de una expresión disminuida de Bcl-XL. La apoptosis de los linfocitos puede bloquearse con la administración de anti-C5a215. Hoy en día se desconoce si este efecto evitador de la apoptosis se debe a la inhibición directa de los acontecimientos que se producen a partir de la unión de C5aR del linfocito T o si es una consecuencia de los niveles disminuidos de citocinas (p. ej., IL-6)216.


El complemento en combinación con el sistema reticuloendotelial desempeña un papel crucial en la eliminación de las bacterias encapsuladas de la corriente sanguínea217. La descripción de la contribución de estas variables al proceso de eliminación, realizada en un modelo animal de bacteriemia neumocócica, ha demostrado que, cuanto más virulento sea el microorganismo, mayor será el papel del bazo en la práctica de esta función eliminadora217. La depleción del complemento produjo una reducción significativa del número de neumococos necesarios para matar al 50% de los animales, lo que revela un papel esencial del complemento en la función de eliminación. Además, la eliminación de los neumococos fue similar en animales sanos y en los que tenían deficiencia de C4, lo que indica que la activación del complemento y la fijación a las bacterias por la vía alternativa eran muy relevantes en este proceso. Más aún, la presencia de anticuerpo inmunitario desvió la carga de la eliminación desde el bazo al hígado; este efecto fue absolutamente dependiente de una vía de complemento alternativa funcional218.









Trastornos reumatológicos


Una cantidad considerable de pruebas clínicas y experimentales relaciona los síndromes de deficiencia de complemento y la activación del complemento con diversos trastornos reumatológicos, sobre todo LES (v. antes). Un respaldo adicional de esta relación es el hallazgo de que los fármacos (p. ej., hidralazina, isoniazida) asociados al LES inducido por medicación inactivan el C4 por ataque nucleófilo a su tioéster interno y la formación de enlaces amida219. La prueba de que la activación del complemento puede estar relacionada con manifestaciones de la enfermedad y con lesión tisular incluye la demostración del depósito de C3 e inmunocomplejos en la unión dermoepidérmica en las lesiones cutáneas de los pacientes con LES o lupus eritematoso discoide. Se han demostrado alteraciones inmunohistoquímicas semejantes en muestras de biopsia de piel sana de los mismos pacientes. Sin embargo, el hallazgo de CAM en áreas de piel afectadas, pero no en las no afectadas de estos pacientes refuerza la hipótesis de que la activación del complemento puede intervenir en parte en la lesión tisular de estos trastornos203.


La incorporación de C3 a los inmunocomplejos estimula su unión a los receptores C3b (CR1) en los eritrocitos, como ya se ha mencionado. El CR1 de los eritrocitos se elimina junto con los inmunocomplejos durante su paso por el hígado y el bazo. El número de moléculas de CR1 del eritrocito se encuentra disminuido en personas con trastornos como el LES, que se caracterizan por inmunocomplejos circulantes137. El grado de reducción de CR1 se correlaciona bien con la actividad de la enfermedad y el grado de activación del complemento. La reducción de CR1, junto con la incapacidad de los eritrocitos circulantes para resintetizarlo, exacerba más aún el defecto de la eliminación de los inmunocomplejos, lo que estimula su depósito en los tejidos, con el consiguiente daño al huésped. El número de moléculas de CR1 en los eritrocitos vuelve al nivel genéticamente determinado, una vez que la enfermedad se controla y la cantidad de eritrocitos se normaliza.









Trastornos renales


El depósito del complemento en los trastornos renales asociados a alteraciones inmunitarias se relaciona con el depósito de inmunocomplejos en el riñón220-222, si bien se ha propuesto que el depósito del complemento en ausencia de inmunocomplejos se produce por activación de la vía alternativa223. En un modelo de enfermedad tubulointersticial crónica en ratas, la pérdida de masa renal y de la función se correlacionó con una producción aumentada de amoníaco y acidosis sistémica. En estas condiciones, el depósito peritubular de C3 y CAM se demostró con facilidad. Sin embargo, el depósito de estos componentes y los datos de inflamación tubulointersticial se redujeron de forma considerable en los animales tratados con bicarbonato sódico. Estos y otros hallazgos indican que al amoníaco ataca el tioéster interno de C3 para formar C3 amidado. El C3 amidado sirve para activar la vía alternativa del complemento en la fase líquida, produce el depósito de C3 y C5b-9 en el tejido y desencadena una respuesta inflamatoria y lesión tisular223,224.


Los experimentos que utilizan conejos con suficiencia y deficiencia de C6 y la infusión de suero con deficiencia de C8 en ratas han demostrado claramente que el desarrollo de proteinuria en la glomerulonefritis membranosa depende del ensamblaje y el depósito de un CAM completo en las células epiteliales glomerulares. Una parte considerable de esta lesión se debe a estimulación mediada por CAM de la síntesis de prostaglandinas y de tromboxano, ya que el desarrollo de proteinuria se redujo gracias al tratamiento con indometacina, un inhibidor de la ciclooxigenasa225.


Muchos pacientes con nefropatías crónicas requieren finalmente hemodiálisis. La exposición del plasma a membranas de filtro nuevas durante la diálisis produce la activación del complemento226. Las anafilotoxinas liberadas durante este proceso (p. ej., C5a) se han asociado, de forma temporal y dependiente de la concentración, al inicio de dificultad respiratoria en algunos pacientes en diálisis210,226. Se cree que esta asociación se relaciona en parte con una agregación y estimulación de neutrófilos dependiente de C5a y con la formación de microémbolos y su depósito en el pulmón (v. cap. 8)210.
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Evaluación


La evaluación del sistema del complemento está indicada cuando se considera el diagnóstico de un estado de deficiencia de complemento, o cuando se usan mediciones específicas de las proteínas del complemento para valorar la actividad de la enfermedad o la respuesta terapéutica. Como ya se ha señalado, varios indicios clínicos deberían hacer sospechar al clínico un estado de deficiencia de complemento117,118. Los más esenciales son los antecedentes médicos o familiares de infecciones sistémicas recidivantes por bacterias encapsuladas, sobre todo por meningococos. Los antecedentes familiares de enfermedad meningocócica fulminante en varones en generaciones alternas deben sugerir la posibilidad de una deficiencia de properdina ligada al cromosoma X. La enfermedad meningocócica en personas mayores de 10 años, especialmente si están causadas por meningococos que no sean del grupo B, requiere la evaluación del sistema del complemento, ya que el 5-10% de estos pacientes tiene un estado de deficiencia de complemento, incluso en ausencia de enfermedad recidivante. De forma similar, unos antecedentes de LES en familiares o la aparición de características atípicas de LES deben sugerir también la necesidad de una evaluación del sistema del complemento. Ciertos síndromes específicos, como el angioedema, lipodistrofia parcial, SHU, DMRE y HPN son otras indicaciones de la valoración de la función del complemento.


Cualquiera de las deficiencias específicas del complemento puede producir uno de los síndromes clínicos típicos asociados a estos trastornos; por tanto, es fundamental que en la evaluación inicial de tales pacientes se use una prueba que mida la función de toda la cascada del complemento. La prueba más habitual es la de CH50 estándar, que mide la función de las vías clásica y terminal del complemento. Si es posible, la evaluación inicial también debería incluir una prueba análoga, la AH50, que mide la función de las vías alternativa y terminal del complemento. Muchos laboratorios de hospitales no realizan esta última prueba; por tanto, puede ser necesario contactar con un laboratorio de investigación o comercial con experiencia específica en esta área. Un resultado negativo o muy bajo en cualquiera de estos dos análisis requiere una mayor evaluación diagnóstica.


Los resultados combinados de las pruebas funcionales de las vías clásica y alternativa deben sugerir qué pruebas adicionales han de realizarse. Si los valores de CH50 de ambas vías son extremadamente bajos, el defecto debe radicar en uno de los componentes compartidos por ambas vías: C3-C9 (v. fig. 7-1). Si la vía alternativa es normal, pero la clásica no, el componente deficitario debe ser C1, C2 o C4. En cambio, una vía clásica normal y una alternativa defectuosa indican un defecto del factor D, del factor B o de la properdina. El diagnóstico de estos defectos específicos puede realizarse a menudo con el uso de métodos inmunoquímicos para demostrar la ausencia del antígeno relevante. Sin embargo, varios estados de deficiencia de complemento conllevan la ausencia de función en presencia de cantidades normales de proteína antigénica. Además, una concentración baja de C3 puede observarse en los estados de deficiencia del factor H o del factor I. Por tanto, la confirmación del diagnóstico de la deficiencia específica de un componente debe comprobarse con análisis funcionales específicos de la proteína considerada y mediante la demostración de que la sustitución del componente que falta restaura la actividad específica y total del complemento. Tales análisis requieren por lo general la experiencia de un laboratorio especializado en la función del complemento.


Las deficiencias adquiridas del complemento pueden complicar la interpretación de los trastornos del complemento. La mayoría de los estados de deficiencia del complemento de tipo adquirido se producen en el contexto de enfermedades inflamatorias agudas o crónicas e implican la activación de toda la cascada del complemento. Como resultado, la evaluación de componentes específicos suele mostrar la presencia de concentraciones bajas de muchas proteínas del complemento. Por el contrario, las pruebas de componentes específicos en personas con un trastorno heredado del complemento (distinto al de un defecto de una de las proteínas reguladoras del complemento) suelen mostrar una baja concentración de una única proteína227. Un corolario destacado de estos principios generales es que la evaluación del complemento puede optimizarse si la prueba se realiza después de que el paciente se haya recuperado de una enfermedad aguda o tras haber tratado la enfermedad con éxito.









Tratamiento


Los aspectos terapéuticos relacionados con las deficiencias específicas del complemento ya se han descrito. Dos aspectos generales que suelen surgir durante la formulación de un enfoque terapéutico para los pacientes con estados de deficiencia de complemento son el reemplazo de la proteína que falta y prevención de la infección.


En la actualidad, aunque los avances en nuestros conocimientos de las bases moleculares de los diversos estados de deficiencia de complemento están empezando a proporcionar medios terapéuticos alternativos, el reemplazo de los componentes deficitarios requiere la infusión de plasma fresco congelado. Este planteamiento se ha usado con éxito en la terapia de episodios agudos de angioedema (v. antes)42,175,176, la restauración de niveles normales de C3 en pacientes con deficiencia de C3 y el tratamiento de un paciente con deficiencia de C2 y LES sin respuesta al tratamiento convencional228,229. Se ha recomendado también como una opción terapéutica posible en pacientes con SHUa y factor H disfuncional. Este planteamiento tiene varias limitaciones potenciales. Primera, la semivida de la mayoría de las proteínas del complemento in vivo es corta7, aunque se produce una notable exc table exepción en los pacientes con niveles bajos de C3 por deficiencia del factor I. En estos pacientes, la terapia de xreemplazo restaura la actividad del factor I, lo que reduce de manera notable la degradación acelerada de C3 observada en este trastorno230. Segunda, el reemplazo de la proteína genéticamente ausente puede estimular la producción de anticuerpos contra el componente que falta, limitando así el valor de la terapia posterior. Esta consideración afecta poco a las personas con trastornos hereditarios autosómicos, como el angioedema hereditario, cuyo suero contiene algunas proteínas normales, o a las personas con otros trastornos por deficiencia de complemento, caracterizados por la presencia de cantidades antigénicamente normales de una proteína disfuncional (p. ej., deficiencia cualitativa de factor H). Tercera, la frecuencia relativa de infección en la mayoría de estos pacientes debe ser valorada con respecto al riesgo potencial de adquisición de diversas infecciones hematógenas durante la infusión de plasma, sobre todo porque suele disponerse de métodos terapéuticos alternativos. Queda por demostrar si la infusión a corto plazo de plasma fresco congelado puede resultar beneficiosa para el tratamiento de una infección potencialmente mortal, especialmente en los enfermos con deficiencia de properdina.


El mejor modo de prevenir la infección en pacientes con deficiencia de complemento es la vacunación. Todas estas personas deben recibir la vacuna meningocócica tetravalente. Las que tienen deficiencias en la vía clásica han de recibir también la neumocócica polivalente y las vacunas conjugadas de H. influenzae. Dado el bajo coste y el alto beneficio potencial de estas vacunas, las tres se deberían administrar a cualquier persona con deficiencia de complemento. Las vacunas conjugadas, como la de H. influenzae, que inician una respuesta dependiente de linfocitos T, estimulan la producción de mayores concentraciones de anticuerpo y su mayor persistencia, e inducen memoria inmunológica. La obtención de la colaboración de los linfocitos T por tales vacunas supera el defecto cualitativo en la producción de anticuerpos observado en estos pacientes231; por tanto, éstas son las vacunas preferidas cuando están disponibles.


La vacunación con éxito lleva a la producción de anticuerpos anticapsulares que estimulan el uso de la vía clásica en los pacientes con un defecto de la vía alternativa y facilitan la utilización de la vía alternativa en quienes falta uno de los componentes de la vía clásica147. En tales pacientes, estos anticuerpos pueden estimular la actividad bactericida, así como la eliminación microbiana, por estimulación de la opsonofagocitosis.


No se ha explorado en estudios clínicos ni in vitro el potencial de la vacunación para ayudar a proteger de la infección a las personas con deficiencia de C3. La base teórica de este enfoque descansa en la capacidad del anticuerpo por sí solo para facilitar la eliminación fagocítica de los microorganismos, aunque a una menor velocidad de destrucción. Esta propiedad es más relevante en la eliminación de microorganismos de la corriente sanguínea a través del sistema reticuloendotelial, en el que la arquitectura estructural y el revestimiento de los sinusoides por los macrófagos tisulares contribuyen en gran medida a la fagocitosis en la superficie. A la vista de la respuesta subóptima a los antígenos proteicos y polisacáridos en los seres humanos y animales con deficiencia de C1, C2, C4 y C3, parece prudente documentar la respuesta del paciente a la documentación con estos antígenos.


Aunque los anticuerpos anticapsulares no pueden estimular la actividad bactericida del suero en personas con una deficiencia de las proteínas terminales del complemento, estimulan la opsonización y destrucción de estos microorganismos por las células fagocíticas158. Los estudios in vitro de los sueros de la pre- y posvacunación han demostrado la capacidad de estos pacientes para responder a la vacuna meningocócica tetravalente y la probabilidad de que su respuesta facilite la destrucción fagocítica de los meningococos correspondientes162,232,233. Además, las investigaciones clínicas han revelado que la vacunación reduce la frecuencia de la infección de 0,15 a 0,04 episodios por año y prolonga el intervalo entre infecciones de 3,6 a más de 6 años234,235. Estos estudios, como los de otros grupos en personas con deficiencia de complemento, atestiguan la utilidad de la vacunación como un medio inmunológico para superar las principales manifestaciones clínicas de dichas deficiencias.


Una estrategia alternativa para la prevención de la enfermedad meningocócica es el uso profiláctico de antibióticos236. Este enfoque reduce de forma significativa la frecuencia de la infección en personas con deficiencia de C6 y tiene su mayor uso en poblaciones en las que la enfermedad del grupo B presenta una alta prevalencia237. No está claro si la profilaxis ha de durar toda la vida o si el desarrollo de resistencia a los antibióticos limitará la eficacia de esta alternativa.
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8 Fagocitos granulocíticos
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La defensa del huésped frente a los microbios representa la integración de dos sistemas inmunitarios, el innato y el adquirido, que juntos responden a una amplia gama de amenazas infecciosas1,2. La inmunidad innata (natural) proporciona al huésped la capacidad para responder de inmediato a un desafío infeccioso, con independencia de la exposición previa del huésped al agente invasor específico, utilizando elementos de respuesta codificados en los genes de la línea germinal. Los elementos del sistema innato comprenden células fagocíticas, es decir, leucocitos polimorfonucleares (PMN) y fagocitos mononucleares, así como proteínas solubles circulantes, incluidos los componentes del sistema complemento (v. caps. 4 y 7). Este sistema sensible para el reconocimiento de los elementos estructurales que son de modo inherente y singular microbianos, tiene análogos funcionales en los sistemas inmunitarios de una gran variedad de organismos multicelulares, entre ellos plantas e insectos. Como tales, los elementos inmunitarios innatos comprenden un sistema inmunitario innato antiguo que proporciona un mecanismo de vigilancia rápido y sensible para proteger al huésped cuando queda expuesto a cualquier microorganismo invasor. Por otra parte, la inmunidad adquirida (adaptativa) (v. caps. 6 y 9) es el producto de la reorganización de genes somáticos y tiene la notable capacidad para reconocer y responder de modo específico a una amplia diversidad de estructuras y para discriminarlas de manera precisa. Los linfocitos (B y T) y los anticuerpos representan los elementos celulares y las proteínas circulantes, respectivamente, de la inmunidad adaptativa. En comparación con el sistema innato, la inmunidad adaptativa está restringida a los vertebrados y representa un medio finamente ajustado en virtud del cual las células del huésped identifican de forma específica la naturaleza antigénica del patógeno invasor o de la célula tumoral y desarrollan una respuesta específica. Tal precisión requiere, sin embargo, tiempo para procesar los antígenos y para generar anticuerpos específicos o respuestas celulares. Como consecuencia, el sistema adaptativo es más lento en su respuesta a los nuevos desafíos que el innato, aunque este último carece de especificidad. Los granulocitos, los leucocitos más numerosos en la circulación periférica, comprenden los neutrófilos, los eosinófilos y los basófilos y representan el tipo celular predominante en la respuesta inmunitaria innata aguda. Estructuralmente, estas células comparten un núcleo multilobular y la presencia de numerosos gránulos citoplásmicos, unidos a la membrana y de tinción característica, aunque desde el punto de vista funcional difieren de manera significativa.
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Desarrollo


Los neutrófilos se originan a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes (HSC) en la médula ósea por medio de una sucesión ordenada de tipos celulares fenotípicamente distintos3,4. A partir de las HSC se originan progenitores multipotenciales (MPP), población celular con la capacidad de diferenciarse en todas las líneas hematopoyéticas pero incapaz de multiplicarse. Los MPP dan lugar a progenitores mieloides comunes (CMP) que sirven como fuente de precursores para las líneas celulares hematopoyéticas específicas, incluidos los progenitores de granulocitos/macrófagos (GMP). La procesión compleja desde HSC hasta GMP y luego a neutrófilos está coordinada por factores de transcripción específicos, que incluyen PU.1, proteínas de unión a CCAAT/promotor (α, β y [image: image]) factor de crecimiento independiente 1 (GFI1) y factor regulador de interferón 8 (IRF8)4. La expresión oportuna en el tiempo de tales factores de transcripción sirve para coordinar la expresión de genes específicos de estadio que son responsables de las características fenotípicas y funcionales que definen a los intermediarios mieloides a lo largo de la vía de diferenciación. En parte, las proteínas solubles tales como interleucina 7 (IL-7), IL-23 y el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) modulan los niveles relativos de los factores de transcripción en el interior de las células mieloides y, de este modo, influyen en el destino de la célula5. Los CSF influyen también en la supervivencia y dirigen la maduración y proliferación de las células mieloides. Cada factor se nombra según la colonia producida bajo su influencia: GM-CSF para los granulocitos y macrófagos; G-CSF para los granulocitos; M-CSF para los monocitos y macrófagos; y multi-CSF (o interleucina 3 [IL-3]) para diversas colonias que comprenden neutrófilos, macrófagos, eosinófilos, megacariocitos y eritrocitos.


Además de la granulopoyesis esencial para mantener las concentraciones en estado de equilibrio de los neutrófilos circulantes, el sistema hematopoyético tiene la capacidad de movilizar neutrófilos funcionantes adicionales en respuesta a la mayor demanda impuesta por la infección6,7. La infección induce un aumento de la producción de citocinas, como G-CSF, GM-CSF e IL-3, y estas proteínas circulantes gobiernan una granulopoyesis de «emergencia». El G-CSF estimula la producción de células precursoras de granulocitos, la proliferación de células de linaje granulocítico y la supervivencia de precursores de granulocitos y neutrófilos. Además, el G-CSF acelera el paso de precursores de granulocitos a través de la médula ósea, proporcionando así un aporte inmediato de neutrófilos jóvenes a la circulación. Así, el control de la producción de granulocitos puede ser modulado no sólo para mantener niveles homeostáticos de neutrófilos a medida que las células viejas van siendo eliminadas de la circulación, sino que responden también a las mayores demandas creadas por los retos infecciosos o de otro tipo.


El desarrollo en estado de equilibrio de los granulocitos en la médula ósea puede dividirse en una fase mitótica y otra posmitótica, cada una con una duración aproximada de 1 semana8. Durante la fase mitótica, las células maduran secuencialmente de mieloblastos a promielocitos y mielocitos9. La maduración se asocia a la aparición de los gránulos citoplásmicos característicos de los neutrófilos, basófilos y eosinófilos. La fase posmitótica de desarrollo incluye los metamielocitos, los neutrófilos en cayado (o inmaduros) y los neutrófilos maduros.


En coincidencia con los cambios morfológicos, las células adquieren marcadores de superficie específicos y las propiedades funcionales de las células más maduras10. Por ejemplo, los receptores Fc aparecen cuando las células se convierten en promielocitos; las células se tornan competentes para la fagocitosis en el estadio inicial de mielocito, y los receptores del complemento aparecen en los estadios finales de mielocito y metamielocito. La actividad microbicida dependiente del oxígeno aparece en el estadio inicial de metamielocito, y las células que se encuentran en la fase final de metamielocito-cayado muestran un aumento de su adherencia, motilidad celular y respuestas quimiotácticas10. Además, la expresión coordinada de los genes que codifican las proteínas de los gránulos está sincronizada con los estadios iniciales del desarrollo mielocítico, y la diferenciación granulocítica normal se halla muy ligada a la expresión de las proteínas localizadas en los gránulos específicos11,12.









Características morfológicas y estructurales


Los estudios histoquímicos iniciales de los neutrófilos clasificaron los gránulos intracelulares unidos a la membrana según sus características tintoriales. Se diferenciaron dos poblaciones de gránulos en función de su tinción con azur A: los gránulos azurófilos teñidos positivamente y los gránulos sin tinción específica. Los análisis sofisticados de la composición de los orgánulos neutrófilos han perfeccionado de forma significativa nuestro conocimiento de la complejidad y heterogeneidad de los gránulos neutrófilos13,14. Tales estudios han aportado nuevos conocimientos sobre los papeles biológicos de las diversas proteínas en la matriz del gránulo y han puesto de manifiesto proteínas funcionalmente esenciales en las membranas de subclases de gránulos concretos.


En una primera aproximación, los gránulos neutrófilos pueden clasificarse en función de su tinción por la peroxidasa. Los gránulos peroxidasa-positivos se conocen también como gránulos primarios, al ser los primeros en surgir en la granulopoyesis, y como gránulos azurófilos, por su tinción histoquímica. Los gránulos azurófilos contienen mieloperoxidasa (MPO)15; diversas enzimas proteolíticas, entre ellas catepsinas, proteinasa-316 y elastasa17; defensinas antimicrobianas18, y la proteína bactericida que incrementa la permeabilidad (BPI) (tabla 8-1)19. Debido a la acción de la hidrolasa contenida en los gránulos azurófilos, este compartimento se ha considerado lisosómico por naturaleza. Sin embargo, los gránulos azurófilos no tienen la proteína de membrana asociada a los lisosomas, un marcador identificador de estos últimos. Asimismo, proteínas tales como MPO20 y las defensinas21 se segregan en el gránulo azurófilo de modo independiente del receptor de manosa-6-fosfato, un sistema de referencia característico de las proteínas lisosómicas. Todas estas observaciones juntas indican que el gránulo azurófilo puede ser un orgánulo especializado diferente de los lisosomas primarios convencionales.


Tabla 8-1 Características de los gránulos de los neutrófilos






	Características

	Primarios (azurófilos)

	Específicos (secundarios)






	Contenidos

	Hidrolasas ácidas

	Lactoferrina






	 

	β-Glucuronidasa

	Lisozima






	 

	α-Manosidasa

	Proteína de unión a la vitamina B12







	 

	Arilsulfatasa

	Colagenasa (?)






	 

	5′-Nucleotidasa

	Factor quimiotáctico del monocito






	 

	Proteasa ácida (catepsina)

	Proteasas de escisión de C3 y C5






	 

	Proteasas neutras

	Receptores unidos a la membrana






	 

	Catepsina G

	CR3






	 

	Elastasa

	CR4






	 

	Colagenasa (?)

	C5a






	 

	Mieloperoxidasa

	Receptor fMLF






	 

	Proteínas catiónicas

	Laminina






	 

	Defensinas

	Componente flavocitocromo b558 del sistema NADPH oxidasa






	 

	Lisozima






	 

	Mucopolisacárido ácido






	pH óptimo

	5,5 a 6,5

	7,0 a 7,5






	Desgranulación

	Retrasada; >50% en fagosoma

	Temprana; >90% exocitosis






	Función

	Destrucción microbiana

	Proceso inflamatorio






	 

	Digestión

	 







fMLF, formil-metionil-leucil-fenilalanina; NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato.


Los gránulos peroxidasa-negativos pueden clasificarse en gránulos específicos, gránulos de gelatinasa y vesículas secretoras22. Los contenidos de los gránulos específicos y de gelatinasa coinciden en gran medida (v. tabla 8-1)23, pero difieren de los gránulos azurófilos y de las vesículas secretoras. Más sorprendente, sin embargo, es la distribución de las proteínas de la membrana plasmática importantes desde el punto de vista funcional en las membranas de los gránulos peroxidasa-negativos24. Estas membranas contienen citocromo b55825,26, un componente esencial de la oxidasa dependiente del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NADPH) (expuesto más adelante), receptores de péptidos quimiotácticos27, proteínas de la matriz extracelular28, citocinas29, opsoninas30 y proteínas de adherencia31,32. Las vesículas secretoras están especialmente enriquecidas de proteínas de la membrana plasmática33,34 y pueden ser rápidamente implicadas para fusionarse con la membrana plasmática, amplificando el potencial del neutrófilo para responder a la estimulación. Representan, por tanto, un reservorio intracelular de proteínas de membrana, funcionalmente esenciales, que pueden ser trasladadas pronto a la superficie celular durante la activación del neutrófilo. La existencia de tales compartimentos se ajusta bien al papel central de los neutrófilos como principales células circulantes del sistema inmunitario innato; un reservorio de proteínas funcionales rápidamente accesible permite una respuesta inmediata sin los retrasos en que se incurriría por la síntesis de nuevas proteínas. Las consecuencias funcionales de esta agrupación de proteínas en la matriz y la membrana de los gránulos se revisarán más adelante.


Durante la maduración del granulocito, el núcleo se segmenta y aparecen en el citoplasma elementos citoesqueléticos, microfilamentos y microtúbulos. Una red de microfilamentos conforma el velo cortical transparente que rodea a la célula y forma el lamelipodio de una célula desarrollada (fig. 8-1). Estas estructuras son polímeros de actina, una proteína que representa el 5-10% del total de las proteínas celulares. La actina y sus proteínas asociadas constituyen la maquinaria contráctil necesaria para la locomoción celular35 y la fagocitosis36,37. Los monómeros de actina (actina-G), en presencia de la proteína de unión a la actina, se polimerizan para formar filamentos de actina (actina-F) entrecruzados. La regulación de la longitud de los filamentos y el grado de entrecruzamiento proporcionan la dinámica fisicoquímica del flujo de actina entre las fases de gel y sol. La longitud del filamento la controlan varias proteínas diferentes. La profilina secuestra la actina-G y puede proporcionar un mecanismo para el transporte rápido de la actina a los lugares de polimerización. La acumentina mantiene la actina en filamentos cortos gracias a que genera múltiples lugares de formación de filamentos (nucleación) y a que inhibe, de manera preferente, el intercambio de monómeros de actina a partir del extremo de «crecimiento lento» de los que se encuentran en fase de alargamiento. La gelsolina, una proteína modulada por el calcio que inicia la nucleación del filamento, se une al extremo de «crecimiento rápido» de los filamentos y puede separar los filamentos preformados de la actina. En presencia de adenosintrifosfato (ATP), la miosina se disocia de manera repetida y se une a la actina entrecruzada. La unión con la miosina modifica el ángulo de entrecruzamiento entre los filamentos de actina de 90° a 45°, lo que da lugar a un movimiento de los filamentos. De esta forma, la miosina sirve para aprovechar los cambios en el estado fisicoquímico de la actina y dar direccionalidad al movimiento de la célula. Las variaciones de la concentración de calcio que se producen con la alteración de la membrana, de forma directa y en coordinación con la calmodulina, ejercen control sobre el proceso contráctil mediante la regulación de la miosina cinasa y la gelsolina. Como resultado, los gradientes intracelulares de calcio proporcionan un aumento de la actina polimerizada en las regiones con una concentración elevada de calcio.





[image: image]

Figura 8-1 Microfotografía de un neutrófilo humano por contraste de fases.




Los filamentos de actina se asocian al citoesqueleto o la membrana plasmática a través de las proteínas del esqueleto de la membrana38. La estimulación de la célula con factores quimiotácticos produce un aumento brusco de la cantidad de actina asociada al citoesqueleto39 y un cambio en la organización de los microfilamentos, desde una hebra en paralelo a una red entrecruzada, que se manifiesta en mayor medida en el extremo más prominente de la célula polarizada40.


Los microtúbulos son estructuras huecas compuestas de dímeros de tubulina. A diferencia de la función de los microfilamentos en cuanto a locomoción dirigida y cambios en la forma celular, los microtúbulos parecen ser necesarios para la orientación inicial de la célula en el gradiente quimiotáctico y para la organización espacial de las estructuras en el interior de la célula durante el movimiento. También parecen estar implicados en el transporte de vesículas, la desgranulación y la regulación de la microviscosidad de la superficie celular durante la fagocitosis.


Los neutrófilos maduros (fig. 8-2; v. también fig. 8-1) se caracterizan por una escasez de material ribosómico y mitocondrias, en consonancia con los niveles bajos de procesos de síntesis en estas células. Sin embargo, los neutrófilos sintetizan activamente un grupo selecto de proteínas, entre ellas moléculas de clase I del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)41, receptores del complemento42, IL-843, factor de necrosis tumoral α (TNF-α), G-CSF, M-CSF, IL-1, IL-6 e interferón α (IFN-α)44. Estudios recientes indican la existencia de una serie cada vez más amplia de genes transcritos activamente en los neutrófilos, tanto en reposo como durante la fagocitosis45-47, incluidas muchas quimiocinas48, así como agentes antitumorales, como el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL)49,50. Los gránulos de glucógeno rellenan el citoplasma y valen como fuente de energía para servir de base a la actividad del neutrófilo.





[image: image]

Figura 8-2 Microfotografía electrónica de un neutrófilo humano.


Obsérvense los gránulos (grandes estructuras ovales), las partículas de glucógeno (pequeñas partículas oscuras), pero pocos organelos prominentes.




Como células inmunitarias efectoras, los neutrófilos se hallan equipados con receptores de superficie que perciben las señales extracelulares y pueden reconocer ligandos para sustentar la amplia gama de actividades dependientes de agonistas dentro de su repertorio funcional. Los receptores de superficie para la inmunoglobulina51 y fragmentos del complemento52 contribuyen a la fagocitosis dependiente de opsonina. Los receptores específicos de la membrana dan comienzo a un movimiento celular al reconocer moléculas que interaccionan en las células endoteliales o proteínas de la matriz extracelular, proteínas formiladas de origen bacteriano, los fragmentos quimiotácticos del complemento C5a y C3a, el factor activador de plaquetas, IL-8 y quimiocina relacionadas y leucotrieno B453-57. Estos receptores están distribuidos de manera homogénea por la superficie de la célula en reposo, pero sufren un agrupamiento asimétrico en la parte delantera de la célula, cuando ésta se polariza en respuesta a un estímulo quimiotáctico. La distribución de los receptores con diferentes especificidades de ligandos puede regularse de forma independiente, incluso aunque la estimulación a través de estos receptores origine efectos funcionales similares58. Además, las diversas respuestas funcionales de los neutrófilos muestran distintos requisitos para la ocupación del receptor. Por ejemplo, la desgranulación máxima requiere una ocupación breve del receptor, mientras que las respuestas oxidativas mantenidas dependen de la unión continua del ligando al receptor59.









Cinética de los neutrófilos


La producción diaria de PMN maduros en un adulto sano es notable, del orden de 109 células/kg de peso que entran en la circulación a partir de la médula8. Durante una infección aguda u otras situaciones inflamatorias, los neutrófilos se movilizan desde la reserva medular, que contiene hasta 10 veces las necesidades diarias normales de neutrófilos. Incluso en presencia de una estimulación persistente, esta reserva puede agotarse, pero sólo si hay una deficiencia nutricional u otro trastorno (p. ej., abuso de etanol) que comprometa los mecanismos que aumentan el suministro para cubrir la demanda. También se puede producir un incremento de la aportación de células pluripotenciales o de las mitosis durante la fase mitótica del desarrollo, o bien el uso de un grupo celular cuya maduración se hubiera inhibido (las denominadas células hiatales) o el acortamiento del tiempo de maduración en la médula ósea60. La multiplicación y diferenciación de las células pluripotenciales son estimuladas por los CSF producidos por los monocitos de la sangre periférica, los macrófagos tisulares y los linfocitos estimulados60,61.


Aproximadamente un 5% (cerca de 4 × 108 células/kg de peso corporal) de las existencias totales de granulocitos se localiza en dos compartimentos de tamaño similar, que comprenden las células intravasculares circulantes y las células marginales. Existe un equilibrio dinámico entre estos dos compartimentos, ya que las células se marginan por medio de interacciones endoteliales transitorias y después reanudan el flujo rápido, lo que refleja el equilibrio entre la adherencia intercelular y las fuerzas de cizallamiento62,63. La semivida intravascular de los neutrófilos circulantes es de 6-8 horas, mientras que su persistencia en los lugares extravasculares oscila de unas pocas horas a varios días. La granulocitosis, una característica común de la inflamación aguda, es consecuencia de ciertos estímulos fisiológicos y farmacológicos, que típicamente redistribuyen los neutrófilos entre los diversos depósitos de granulocitos, así como incrementan la producción celular. Por ejemplo, la administración aguda de corticoides o endotoxina, quizá imitando los acontecimientos fisiopatológicos que aparecen en la infección grave, favorece la liberación de granulocitos desde la reserva medular. La administración mantenida de esteroides provoca granulocitosis, sobre todo por una disminución de la adherencia de los neutrófilos y por el cambio de células desde el depósito marginal al circulante. De forma similar, el estrés, la adrenalina, la hipoxia, el ácido acetilsalicílico y el alcohol causan granulocitosis por movilización de las células marginales.









La respuesta inflamatoria


La inflamación representa una cascada sumamente integrada de sucesos en los que intervienen factores celulares y solubles, y que está orquestada de una manera precisa tanto espacial como temporalmente. Así pues, se entiende mejor como una compleja red de señales imbricadas que modulan las respuestas de las distintas células y moléculas circulantes, las cuales, a su vez, interaccionan y están sujetas a diversos controles reguladores que operan a través de mecanismos locales, sistémicos y nerviosos64,65. En el contexto de la respuesta del huésped a los microbios invasores, el sistema inmunitario innato tiene inclinación a responder con rapidez a las amenazas percibidas y, de forma ordenada, reconocer, contener, matar y destruir los patógenos potenciales. Dado que todo sistema biológico exitoso representa un equilibrio entre fuerzas competidoras, la recuperación de la homeostasis del huésped tras una respuesta inflamatoria aguda requiere la ejecución de una cascada antiinflamatoria bien proporcionada y ajustada en el tiempo. Así, la respuesta aguda de los neutrófilos necesita una rama aferente sensible que permita el reconocimiento sistémico de una amenaza local a concentraciones muy bajas, así como una rama efectora dirigida al sitio nocivo para contener, destruir y degradar los patógenos potenciales. Es preciso que la respuesta coordinada se produzca antes de se sucedan los acontecimientos antiinflamatorios y desencadenen la apoptosis de los neutrófilos, con vistas a la resolución de la reacción inflamatoria66-68. Además, el hecho de que el estado homeostático no inflamatorio se mantenga activamente por modulación de los sistemas de vigilancia proinflamatorios, más que sólo por la ausencia de estímulos inflamatorios, añade otra capa de complejidad y de señalización retroalimentadora a un sistema de por sí intrincado.






Prólogo


Los neutrófilos circulantes son funcionalmente heterogéneos, y la mayoría (80%) pero no todas las células tienen la capacidad de formar rosetas de IgG69. Como la liberación desde la médula ósea no está sincronizada, esta heterogeneidad refleja probablemente diferencias en la maduración de una línea celular única, aunque su significado biológico no se conoce. En contraste con la heterogeneidad de los neutrófilos circulantes, los que se encuentran en los tejidos son relativamente homogéneos y más del 96% pueden formar rosetas de IgG69. Contienen menos gránulos lisosómicos y más glucógeno que sus homólogos circulantes, ya que la glucólisis anaerobia proporciona la energía para el movimiento celular a través de los tejidos70. La diferencia fenotípica entre los neutrófilos circulantes y tisulares podría reflejar los determinantes necesarios para que los neutrófilos emigren a los tejidos, las influencias de la transmigración en sí misma, los elementos existentes en el compartimento tisular u otros factores. En cualquier caso, los neutrófilos de los tejidos presentan un fenotipo diferente respecto de los circulantes no estimulados. Por ejemplo, los neutrófilos exudativos sintetizan mucha más IL-8 y activan genes que de modo colectivo contribuyen a la cicatrización de las heridas71,72. Además, los neutrófilos expuestos a concentraciones de mediadores demasiado bajas para estimular directamente preparan, sin embargo, la célula para una respuesta potenciada ante un segundo estímulo, no relacionado, en un fenómeno conocido como sensibilización73. Un grupo amplio de mediadores proinflamatorios, entre ellos factores quimiotácticos, endotoxinas, citocinas y ciertos lípidos, pueden sensibilizar los neutrófilos, al igual que la transmigración a través del endotelio y la migración al interior del tejido. El estado sensibilizado existe en relación a cada uno de los principales aspectos de la función neutrófila, persiste durante un período extenso (superior a 20 minutos bajo condiciones experimentales in vitro) vinculado a la respuesta obtenida por estimulación directa de la célula y es reversible. No se sabe si los agentes sensibilizantes comparten el mismo mecanismo de acción, y no se han aclarado todos los fenómenos moleculares esenciales que causan la sensibilización. En línea con las diversas características fenotípicas de los neutrófilos sensibilizados, los datos hasta la fecha indican que un ensamblaje parcial de la NADPH oxidasa por fosforilación y translocación de p47phox aumenta la expresión de superficie del flavocitocromo b558 (v. más adelante) la reorganización de la membrana plasmática y distribución de receptores y moléculas de señalización en balsas de lípidos, modulación de intermedios de la señalización intracelular y la transcripción de varias familias génicas han sido implicadas en la contribución al estado más sensible de la célula74-82.









Paso 1: reclutamiento al lugar de inflamación


Para luchar contra los microorganismos invasores, los neutrófilos deben emigrar desde la circulación hasta el espacio tisular extravascular, proceso que representa las respuestas de los neutrófilos al esfuerzo de corte en la circulación y la suma de interacciones coordinadas de células, receptores específicos y mediadores solubles62,63. En efecto, los neutrófilos del tejido, interactuando con elementos de la matriz extracelular, difieren funcionalmente de los neutrófilos circulantes83-85. El proceso de la transmigración del neutrófilo fuera de la circulación conlleva al menos cuatro pasos independientes: adherencia rodante, activación de integrinas, adherencia firme y transmigración (fig. 8-3)63,86,87. Tales acontecimientos están mediados a su vez por cuatro clases de proteínas de adherencia: selectinas, integrinas, proteínas afines a la inmunoglobulina y ligandos de selectina afines a la mucina. Además de los neutrófilos y las células endoteliales, las plaquetas figuran de manera prominente en la iniciación de la respuesta inflamatoria, delimitando junto con los neutrófilos y participando en la unión de los leucocitos dependientes de la selectina P88. La cooperación de los distintos tipos celulares y de sus productos de secreción culmina en los acontecimientos necesarios para reunir los neutrófilos circulantes en el lugar de inflamación, y la activación de los bucles de retroalimentación autocrinos y paracrinos modulan el grado de respuesta del huésped89.
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Figura 8-3 Etapas en la emigración de los neutrófilos desde el espacio vascular.


Los neutrófilos están representados entrando en el depósito marginal en una vénula poscapilar, y las moléculas efectoras participantes en cada fenómeno vienen indicadas en las casillas. La captura inicial está mediada por interacciones entre el neutrófilo/leucocito (L) y la célula endotelial (E, P) selectinas y sus correspondientes ligandos de carbohidratos en la superficie celular oponente (p. ej., PSGL-1), mientras que la integrinas (p. ej., VLA-4) son responsables de la adherencia firme. La señalización mediada por selectinas enlentece el rodamiento o volteo de los neutrófilos, contrarrestando en parte las fuerzas de cizallamiento debido al flujo de sangre. Las quimiocinas que se difunden al torrente circulatorio a partir de los sitios de invasión microbiana en los tejidos se unen a receptores específicos y activan el neutrófilo, que a continuación es detenido por interacciones dependientes de integrinas. El neutrófilo activado se aplana contra el endotelio y se arrastra a lo largo de la superficie luminal de la pared vascular. Las moléculas de adherencia entre la plaqueta y la célula endotelial (PECAM), las moléculas de adherencia de la unión (JAM) y la molécula de adherencia selectiva a la célula endotelial (ESAM) localizadas en las uniones celulares interendoteliales interactúan con PECAM y CD99 de la superficie del neutrófilo para permitir la migración del neutrófilo entre las células endoteliales y a través de ellas. Una vez en los tejidos, los neutrófilos polarizados se mueven por medio del gradiente de concentración hasta alcanzar el sitio de la invasión microbiana.


(De Ley K, Laudanna C, Cybulsky MI, y cols. Getting to the site of inflammation: The leukocyte adhesion cascade updated. Nat Rev Immunol. 2007;7:678-689.)





A través de un proceso repetido de unión y separación entre ligando y receptor, los granulocitos marginales se vuelven reversiblemente adherentes a la células endoteliales en las vénulas poscapilares y, bajo la influencia de las fuerzas de cizallamiento fisiológicas del flujo sanguíneo62,63, se desplazan despacio, rodando a lo largo de la pared vascular (v. fig. 8-3). Las moléculas que intervienen en la adherencia rodante se denominan selectinas para indicar que el dominio del extremo amino de la lectina interviene en su función selectiva y en su expresión celular. Homólogas a las lectinas de tipo C, las selectinas requieren calcio para la expresión de su actividad de unión. Los miembros individuales de la familia de proteínas selectinas se denominan según el tipo celular en el que se identificaron en un principio (E, endotelios; L, linfocitos; P, plaquetas). Las selectinas interactúan con glucoproteínas sialiladas Lewis X y A, así como con polisacáridos sulfatados y fosforilados como la heparina y la manosa-6-fosfato. Las selectinas individuales tienen diferentes especificidades de unión, aunque se solapan; las razones de este hecho están lejos de ser conocidas90.


La presencia de selectinas singulares en las células endoteliales y los neutrófilos indica que la adherencia rodante puede modularse bidireccionalmente. Por ejemplo, la selectina L se expresa en la constitución de los neutrófilos y se desprende tras la activación de la célula. En cambio, en las células endoteliales en reposo hay una cantidad escasa o nula de selectina E, ya sea in vitro o in vivo, pero la estimulación desencadena la expresión inducible y transitoria de selectina E, que alcanza un pico en el transcurso de 4 horas tras la estimulación y desaparece a las 24 horas.


Cuando los neutrófilos, rodando a lo largo de la pared de la vénula, se encuentran con los mediadores inflamatorios y las células endoteliales estimuladas, las interacciones adhesivas entre los dos tipos de células cambian rápidamente a un estado de alta afinidad, lo que refleja la activación de las integrinas β2. Las integrinas β2 o leucocíticas son miembros de una gran familia de moléculas heterodiméricas que participan en las interacciones célula-célula y célula-matriz91. La familia de proteínas integrinas se subdivide según ocho cadenas β diferentes y cada una de ellas puede asociarse a múltiples cadenas α para formar un par αβ único. Ambas cadenas α y β son moléculas transmembrana con colas citoplásmicas cortas y grandes cabezas globulares extracelulares, que interaccionan para formar el lugar de unión con el ligando. Las tres integrinas de los neutrófilos expresan una cadena β2 común de 95 kDa, CD18 pero distintas cadenas α. Nos referimos a estos complejos moleculares como antígeno asociado a la función leucocítica 1 o LFA-1(αLβ2, CD11a/CD18), Mo-1 o Mac-1 (αMβ2, CD11b/CD18) y p150,95 (αXβ2, CD11c/CD18)92. CD11b/CD18 y CD11c/CD18 actúan también como receptores (CR3 y CR4, respectivamente) de los fragmentos opsónicos de C3, iC3b y C3d. Los contrarreceptores endoteliales de las integrinas β2 comprenden la molécula de adherencia intercelular 1 (ICAM-1) e ICAM-2. El LFA-1 se une a ICAM-1 e ICAM-2, mientras que CD11b/CD18 y CD11c/CD18 sólo se unen a ICAM-1, pero en lugares distintos que LFA-1. Un contrarreceptor adicional de LFA-1, ICAM-3, no está presente en el endotelio, pero se expresa en todas las células hematopoyéticas, donde puede estar implicado en las interacciones entre leucocitos93,94. Además de las integrinas β2, los neutrófilos poseen en su superficie la integrina de respuesta leucocítica95, que junto con la proteína asociada a integrinas, modula las respuestas celulares, en concreto las inducidas por las proteínas de la matriz extracelular96-98. Aunque los detalles precisos de las interacciones entre estas distintas proteínas no se conocen, su importancia se infiere de la observación de que los ratones con deficiencia de la proteína asociada a integrinas son incapaces de presentar una respuesta inflamatoria tras una provocación intraperitoneal99.


Las integrinas requieren calcio, un entorno de membrana específico y estímulos apropiados, como péptidos quimiotácticos, para ser funcionales92. Estos estímulos parecen modular la afinidad de unión de las integrinas, alterando la interacción de las colas intracitoplásmicas entre sí y con el citoesqueleto. La concentración de calcio intracelular aumenta en los neutrófilos adherentes en respuesta a la activación de integrinas con la posterior formación de un seudópodo, lo que sugiere que el flujo de calcio sirve como señal que acopla la adherencia del neutrófilo y la posterior migración a través del endotelio100. La activación de las integrinas provoca un aumento del número y la avidez de las integrinas β2, así como un agrupamiento de los receptores y una reorganización del citoesqueleto. Los neutrófilos pasan de ser granulocitos esféricos, con relativamente poca superficie implicada en el contacto intercelular, a células aplanadas con una amplia superficie para las interacciones celulares (v. fig. 8-3). Las fuerzas de cizallamiento del flujo sanguíneo no son capaces de propulsarlos por más tiempo a lo largo de la pared vascular. Esta adherencia firme, el tercer paso en la transmigración, se encuentra mediada por las interacciones entre las integrinas β2 en los neutrófilos y las ICAM-1 e ICAM-2 en las células endoteliales101. Recientes estudios de extravasación de neutrófilos con empleo de ratones deficitarios en miembros individuales de la familia de β2-integrina sugieren que CD11a/CD18 puede participar en la adherencia del neutrófilo, mientras que CD11b/CD18 apoya el arrastre de los neutrófilos a lo largo de las células que revisten la luz vascular102.


La ICAM-2 se expresa de forma constitutiva en las células endoteliales y puede, por tanto, proporcionar el ligando endotelial inicial que explica el rápido desarrollo de la adherencia firme. En cambio, la ICAM-1, como la selectina E, sufre una estimulación notable cuando el endotelio se expone a IL-1 o TNF. Difiere de la selectina E en que una expresión de bajo nivel está presente en las células no estimuladas, la máxima expresión aparece a las 12-24 horas y se mantiene, y la expresión también es inducida por IFN-γ. La capacidad de los corticoides para inhibir la estimulación de la selectina E y la ICAM-1 frente a la endotoxina, un estimulador potente de su expresión, atestigua la idoneidad de las estrategias antiinflamatorias dirigidas contra las moléculas de adherencia.


Las células endoteliales desempeñan un papel activo en los acontecimientos estimuladores de la adherencia. Por ejemplo, las células endoteliales estimuladas secretan IL-8, que atrae y activa directamente los neutrófilos y estimula la expresión del factor activador de las plaquetas, que puede anclar su receptor en los neutrófilos. En la transmigración, el paso final en la migración de los neutrófilos hacia el tejido (v. fig. 8-3), intervienen al menos dos proteínas específicas: la molécula de adherencia a células endoteliales y plaquetas (PECAM o CD31) y la proteína asociada a integrinas (IAP o CD47) y CD99 en los neutrófilos103. CD31 y CD47 se localizan en las uniones intercelulares entre las células endoteliales, mientras que CD99 se expresa en los neutrófilos. Los anticuerpos frente a cada uno bloquean la transmigración101, y CD31 y CD99 parecen regular etapas diferentes en este proceso. El dogma actual dicta que la transmigración se produce entre las células endoteliales, quizá por una desorganización transitoria dependiente de los neutrófilos de las uniones adherentes intercelulares104, aunque en un estudio se señala que la extravasación de los neutrófilos también puede ocurrir por vías transcelulares105.


La transmigración es rápida, surge en menos de 2 minutos después del establecimiento del contacto endotelio-leucocito y es notablemente eficaz, ya que los neutrófilos se translocan sin comprometer la integridad de la monocapa endotelial106. Estudios recientes han identificado una nueva red de membranas subplasmalémicas en las células endoteliales que se asocian directamente a la superficie de unión107. La PECAM-1 se recicla entre este compartimento y los lugares de unión endotelial por donde migran los leucocitos, suministrando presumiblemente la PECAM-1 esencial, la membrana o ambas para facilitar la diapédesis. Las interacciones entre los neutrófilos y las células endoteliales pueden retroalimentar de forma negativa la función de la célula endotelial, ya que los neutrófilos que transmigran reducen, de una forma dependiente de la PECAM-1, el NF-κB nuclear en las monocapas endoteliales estimuladas por IL-1β108. A medida que los neutrófilos migran a través del tejido, otros factores contribuyen a su movimiento ameboide109. Una señalización compleja integra las redistribuciones citoesqueléticas dependientes de la actina, la actividad de GTPasas de peso molecular pequeño, la generación localizada de fosfoinosítidos específicos y mediadores lípidos en bucles de retroalimentación complejos que promueven cambios sensibles en la forma celular coordinados en el tiempo y el espacio110-116.


Aunque este paradigma se aplica a la extravasación de los neutrófilos desde la luz vascular a los tejidos, la transmigración de los neutrófilos a través de las barreras epiteliales desde el tejido hasta las luces viscerales, necesaria en las infecciones que afectan al aparato digestivo, genitourinario y respiratorio, se aparta en varios aspectos de este tema117,118. Las principales perspectivas sobre los mecanismos de interacción de los neutrófilos con las células epiteliales polarizadas se derivan de los estudios con líneas celulares humanas, como T84 y HT29119. Los neutrófilos se pueden unir a cualquier superficie de estas células, y la transmigración puede ocurrir en cualquier dirección. La unión a la superficie basolateral de las células T84 está mediada por las integrinas β2 de los neutrófilos y un contraligando no identificado en la célula epitelial que no es ICAM-1 ni una selectina conocida. En cambio, la unión de los neutrófilos a la superficie apical de las células epiteliales intestinales depende de la ICAM-1119,120. La migración basolateral-apical de los neutrófilos a través de las células T84 requiere la expresión de CD47121, pero los determinantes de la migración apical-basolateral no se han identificado. Las pruebas indican que el mecanismo de la transmigración en cada dirección es distinto, ya que los inmunomoduladores como la lipoxina A4122 e IFN-γ123 estimulan el movimiento hacia la superficie basolateral, pero inhiben la migración luminal. Las interacciones entre las células epiteliales y los neutrófilos migradores se encuentran muy coordinadas, como evidencia la secreción recíproca de adenosina e IL-6 por las monocapas de células T84124. Los neutrófilos activados o sensibilizados, reclutados en la superficie luminal de la monocapa epitelial, liberan 5′ AMP (adenosinmonofosfato), un sustrato que se convierte en adenosina por la acción de la 5′ ectonucleotidasa, presente en la membrana apical del epitelio intestinal. En respuesta a la adenosina, las células epiteliales liberan IL-6 desde la superficie, que a su vez estimula los neutrófilos. Además, la transmigración a través del epitelio intestinal desencadena la liberación de elastasa por los neutrófilos, que separa las uniones apicales de forma muy localizada, contribuyendo, quizá, a la pérdida de la integridad de la célula epitelial durante la colitis125.


La descripción final del movimiento regulado de los neutrófilos a través del epitelio y las interacciones entre las células epiteliales y los neutrófilos migratorios proporcionarán amplias perspectivas sobre la fisiopatología de las enfermedades infecciosas en estas superficies epiteliales.


La migración de los neutrófilos a través de los tejidos probablemente sea consecuencia de un proceso muy bien regulado, que implica la liberación secuencial y la compartimentalización de una amplia variedad de mediadores inflamatorios. La entrada precoz de los neutrófilos (0-5 horas) al área de lesión inducida se debe sobre todo a los efectos de IFN-γ, C5a y el leucotrieno B4. La IL-8 y la IL-6 aparecen en una segunda oleada de actividad mediadora (5-24 horas); la IL-1α, GM-CSF y TNF-α en una tercera oleada de actividad (8-24 horas), mientras que las concentraciones de IL-1, IL-2 e IL-4 no varían. El C5a, el leucotrieno B4 y la IL-8 son sustancias quimiotácticas potentes de neutrófilos, al igual que los ácidos hidroxieicosatetranoicos (HETE) y los oligopéptidos microbianos análogos a la N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF).


La migración tisular de los neutrófilos refleja asimismo una notable regulación temporal, bien ilustrada por el cambio en la biosíntesis de los lípidos mediadores durante la inflamación126. Las moléculas proinflamatorias, como leucotrienos y prostaglandinas, se generan endógenamente en los lugares inflamatorios y estimulan la desgranulación de los neutrófilos y la quimiotaxis. Mientras que el araquidonato liberado por los neutrófilos activados se convierte en leucotrieno B4 (LTB4) por la neutrófilo 5′-lipoxigenasa, el araquidonato presente en el exudado probablemente se transforme en sustrato para la 15′-lipoxigenasa expresada por los macrófagos titulares reclutados al lugar de inflamación. La última reacción genera lipoxina A4 (LXA4), que inhibe la activación de los neutrófilos de una manera dependiente del receptor y bloquea la inflamación. En conjunto, el cambio de los leucotrienos y las prostaglandinas proinflamatorias iniciales en lipoxinas antiinflamatorias finales proporciona un mecanismo para la estimulación secuencial de la formación del exudado, seguida de la resolución mediada por el metabolismo transcelular de los mediadores lípidos generados in situ.


Entre los mediadores solubles que pueden reclutar leucocitos, las quimiocinas constituyen una clase de proteínas variadas y biológicamente esenciales. Las quimiocinas son una familia de proteínas pluripotenciales, relacionadas desde el punto de vista estructural, que desencadenan la activación de los leucocitos127-129, lo que engloba la adherencia, la quimiotaxis, la desgranulación y la preparación de la oxidasa de los neutrófilos; participan en la angiogenia, y figuran de manera prominente en la respuesta del huésped a la infección130. Las quimiocinas se clasifican en dos familias principales, CXC y CC, que se distinguen por la presencia o ausencia de un aminoácido entre las dos primeras cisteínas de la proteína. Las quimiocinas interactúan con receptores específicos en las células diana, aunque hay una promiscuidad y redundancia significativas en el sistema de quimiocinas, en el que algunos miembros exhiben sólo una interacción ligando-receptor muy limitada, y otros se unen a más de un receptor. Todas las quimiocinas dirigidas hacia los neutrófilos son de la familia CXC, incluida IL-8, que se une a los receptores acolados a la proteína G CXCR1 y CXCR2. Secretada por leucocitos, plaquetas, fibroblastos, células epiteliales y el endotelio activado, la IL-8 desencadena la totalidad de las respuestas celulares en los neutrófilos, promoviendo la migración celular, desgranulación, sensibilización de la actividad NADPH oxidasa y la supervivencia celular en el tejido.


Resulta esencial saber, desde la posición estratégica de la patogenia de la infección, que varios microorganismos imitan a los receptores de quimiocinas como medio para entrar en las células131,132. La explotación de receptores de quimiocina por microorganismos es especialmente común entre las familias de virus ADN del herpes, viruela y lentivirus. Por ejemplo, el VIH entra en las células diana utilizando el CD4 y el receptor específico de quimiocinas CCR5133,134. Además, los polimorfismos genéticos en CCR5 tienen efectos significativos en la predisposición o la velocidad de progresión de la infección por el VIH, velocidad de progresión de la enfermedad por el VIH, o ambas cosas135. La prevalencia de mímica de las quimiocinas como rasgo en la patogenia de muchas enfermedades víricas es testimonio de que las quimiocinas y sus receptores tienen un papel fundamental en la respuesta inflamatoria y en la generación de una respuesta efectiva del huésped a muchos agentes infecciosos.


Los estímulos quimiotácticos se unen a receptores de alta afinidad en la superficie leucocitaria. Los receptores de IL-8, fMLF y C5a son miembros de una gran familia de proteínas, caracterizados por un dominio externo de unión al ligando, siete segmentos que se extienden sobre la membrana y regiones citoplásmicas que se acoplan con proteínas G136. En presencia de gradientes quimiotácticos a través de la célula, de apenas el 0,1-1,0% (p. ej., cuando la sustancia quimiotáctica difunde desde un foco de infección), los receptores unidos al ligando se distribuyen de forma asimétrica y desencadenan el movimiento dirigido (quimiotaxis) y la acumulación neta de neutrófilos en los lugares de concentraciones en aumento de la sustancia quimiotáctica (fig. 8-4). Las señales quimioatrayentes efectúan el movimiento celular al favorecer cambios en el calcio intracelular, el estado de polimerización de la actina y un número de proteínas de unión a actina y reguladoras del citoesqueleto137, así como interacciones dependientes del receptor entre moléculas de adherencia del leucocito y la matriz extracelular. Igual de desconcertante que las innumerables vías de transducción de señales que promueven el movimiento del neutrófilo es la complejidad del modo en que el neutrófilo migrador descifra y da prioridad a las señales de competición que dirigen la quimiotaxis. Por ejemplo, en el lugar de inflamación, los neutrófilos que llegan encuentran sustancias quimiotácticas del huésped como IL-8 y LTB4, así como factores derivados o generados por las bacterias, como péptidos formilados y C5a, generados por la activación microbiana de la cascada del complemento. Los datos recientes indican que existe una jerarquía señalizadora intracelular que favorece las respuestas de los neutrófilos hacia dianas derivadas de las bacterias o generadas por éstas, con preferencia sobre las quimiocinas del huésped138. La unión de las sustancias quimiotácticas a sus receptores da inicio también a los elementos de la respuesta microbicida, sobre todo la desgranulación y el desencadenamiento respiratorio, aunque estas respuestas requieren en general concentraciones más altas del estímulo que la quimiotaxis. Por tanto, la activación de estos acontecimientos distales puede ser retrasada hasta que la célula alcance el sitio del tejido infectado.
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Figura 8-4 Microfotografía electrónica de barrido de un neutrófilo que extiende un seudópodo hacia Candida albicans.











Paso 2: ingestión


La fagocitosis es la captación intracelular de partículas mayores de 0,5 μm por un mecanismo independiente de la clatrina, pero dependiente de la polimerización de la actina139. Tras fijarse a la superficie celular, la partícula a fagocitar se interioriza, con la consiguiente maduración del fagosoma (descrita más adelante) y eventual fusión con los gránulos intracelulares para formar el fagolisosoma140,141. Los neutrófilos pueden ingerir algunos microorganismos en ausencia de opsoninas como sucede con el reconocimiento de β-glucano en los hongos por dectina 1 de la superficie del neutrófilo142. Sin embargo, la mayoría de los microorganismos deben ser opsonizados para que la fijación y la ingestión por los neutrófilos se produzcan de manera eficaz.


La IgG específica y la lectina de unión a manosa (MBL) son los principales factores opsónicos que favorecen el reconocimiento y la ingestión de la mayoría de los microorganismos por los neutrófilos, aunque la MBL figura de modo predominante en el reconocimiento de hongos más que de bacterias143. El anticuerpo favorece la ingestión fagocitaria al neutralizar las moléculas antifagocitarias de la superficie bacteriana, como el polisacárido capsular; activar de forma eficaz la vía clásica del complemento y estimular así el depósito de los fragmentos opsónicos de C3 en la superficie bacteriana, y mediando en las interacciones de organismos con el receptor Fc de la membrana del neutrófilo. La activación del complemento, ya sea por la vía clásica o por la alternativa, origina el depósito de C3b e iC3b en la superficie microbiana (v. cap. 7), y el depósito de C1q potencia la ingestión dependiente del receptor Fc.


Distintos receptores de IgG (FcγRI a RIII), pero no de otras inmunoglobulinas, y de C3b (CR1) e iC3b (CR3) están presentes en la membrana de los neutrófilos51,52. Además de su lugar de unión a iC3b, el CR3 también tiene un dominio de reconocimiento de hidratos de carbono que puede unirse a glucoproteínas de la superficie microbiana. Los datos indican que los receptores Fcγ intervienen en la fagocitosis por vías dependientes del calcio, mientras que los CR1 y CR3 utilizan vías independientes del calcio144. Los FcγRII y RIII son receptores de baja a moderada actividad, que se expresan constitucionalmente, mientras que el FcγRI de alta afinidad sólo aparece tras la estimulación celular (p. ej., por IFN-γ)145. Existen depósitos intracelulares de receptores en las membranas de gránulos específicos y vesículas secretorias13 y, por tanto, proporcionan un reservorio de proteínas de membrana funcionalmente importantes que pueden ser movilizadas a la superficie después de la exposición de la célula a una variedad de mediadores inflamatorios. Tal organización estructural dota a los fagocitos de un mecanismo para aumentar rápidamente su capacidad de reconocer y responder a las dianas. En general, la fagocitosis es más eficiente cuando los organismos son opsonizados con IgG y C3, permitiendo de este modo una interacción colaboradora de los dos tipos de receptores.


La interacción secuencial de estos ligandos opsónicos con sus receptores en la membrana fagocítica culmina en la ingestión de la diana unida a la superficie146. La interacción secuencial de estos ligandos opsónicos con sus receptores en la membrana del fagocito inicia cambios electrofisiológicos en el potencial transmembrana, polimerización de los microfilamentos de actina en el citoplasma subyacente al lugar de fijación de la partícula, señalización lipídica y remodelación de la membrana, todo lo cual da lugar a un flujo circunferencial de la membrana celular alrededor de la partícula opsonizada para crear un fagosoma (fig. 8-5; v. también fig. 8-4)147-150. Es notable la capacidad fagocítica de los neutrófilos: pueden ingerir más de nueve partículas de levadura, cada una de ellas con unas medidas de 2 μm × 3 μm, a pesar de tener un diámetro de sólo unas 10 μm. Llevan a cabo esta impresionante hazaña sin generar nueva membrana o redistribución de la membrana de los gránulos o del retículo endoplásmico, presumiblemente al desplegar las arrugas de la membrana que dominan en la superficie del neutrófilo151. El enganche de la membrana del retículo endoplásmico en fagosomas recién creados, un mecanismo potencial en los macrófagos que ha desencadenado una controversia considerable152-157, no se aplica probablemente a los neutrófilos por su escasez relativa de retículo endoplásmico.
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Figura 8-5 Microfotografía electrónica de un neutrófilo que ha ingerido Staphylococcus aureus (S).


Las bacterias se encuentran en vacuolas fagocíticas formadas por la invaginación de la membrana celular externa. Puede observarse la desgranulación en una vacuola fagocítica en la parte inferior izquierda de la figura (flecha).











Paso 3: disposición intracelular del microbio ingerido


Además de restringir el acceso de los microbios ingeridos a las fuentes nutritivas, la interiorización de los organismos a los fagosomas proporciona al huésped un compartimento aislado que puede ser hecho tóxico, tanto por el aporte de agentes citotóxicos preformados como por la generación de especies reactivas de novo en el fagosoma. La maduración del fagosoma, el desarrollo de fagosomas repletos de un conjunto completo de agentes microbicidas, es un proceso por etapas en el que sus contenidos y la composición de la membrana son modificados por la asociación secuencial con los componentes endosómicos139. Una vez comenzada la interiorización, se produce una polimerización de actina en el citoplasma inmediatamente adyacente al fagosoma recién creado y se atrae a las proteínas de unión a la actina al espacio perifagosómico, y la composición en fosfolípidos de la membrana local sufre un remodelado36,37,157-160. De forma ordenada, las proteínas citosólicas se asocian y disocian del fagosoma de manera secuencial, con fusión final del fagosoma y los gránulos del neutrófilo y generación de un fagosoma maduro. En el fagosoma maduro, la actividad microbicida óptima representa la generación coordinada de radicales derivados del oxígeno por activación de la oxidasa dependiente del NADPH y la liberación de los componentes de los gránulos161. A pesar de su linaje común y funciones superpuestas, los neutrófilos y los macrófagos difieren en muchos aspectos, y el cambio en el pH intrafagosómico que acompaña a la fagocitosis es un ejemplo notable. El pH intrafagosómico ha de ser modificado para una activación óptima de algunos de los contenidos de los gránulos. Para tal fin, la activación engancha a la membrana fagosómica intercambiadores de Na+/H+ en la membrana, Na+K+-ATPasas, y ATPasas de protones vacuolares (V-ATPasas) de las vesículas secretoras y de los gránulos primarios y terciarios162,163. A diferencia de la importante caída en el pH fagosómico a 5,0 o menos que se observa en los macrófagos, el fagosoma de los neutrófilos es transitoriamente alcalino (pH ∼7,8) y luego cae a un valor inmediatamente por debajo de la neutralidad139,164-167. El consumo de protones por dismutación del anión superóxido a peróxido de hidrógeno; el enlentecimiento de la fusión granular y, así, el enganche de V-ATPasas a medida que procede la desgranulación, y una alteración en la permeabilidad fagosómica a los protones a medida que se generan especies reactivas de oxígeno166 contribuyen a la acidificación atenuada del fagosoma del neutrófilo139. Tal como se presenta después, la regulación del pH en fagosomas de los neutrófilos y la activación de la NADPH oxidasa también están íntimamente vinculados.






Estallido oxidativo


El estallido oxidativo o respiratorio está mediado por un complejo enzimático de componentes múltiples en la membrana plasmática y en la membrana fagosómica de los neutrófilos estimulados; no hay actividad oxidasa en los neutrófilos en reposo no estimulados168,169. Existe un sistema NADPH oxidasa idéntico en los eosinófilos, monocitos y macrófagos estimulados, con actividades relativas de los eosinófilos mayores que los neutrófilos, a su vez mucho mayores que los monocitos y macrófagos. El sistema NADPH oxidasa del fagocito es esencialmente una electrón transferasa, que mueve electrones a través de la membrana desde el NADPH citosólico al oxígeno molecular para generar anión superóxido (O2•−), el producto de reducción de un electrón del oxígeno, como producto inmediato:





[image: image]





Dada la naturaleza electrogénica de la fagocito oxidasa170,171, ha de haber una compensación por la carga que se acumularía de modo secundario a la transferencia de electrones. La NADPH oxidasa activada transloca suficientes electrones como para despolarizar la membrana más de 100 mV172. Dado que la posterior transferencia de electrones cesa a este potencial transmembrana172, la actividad oxidasa continuada y la destrucción microbiana requieren una pronta compensación de cargas173,174. De modo simultáneo con la actividad NADPH oxidasa, se activan los canales de protones, con cambio de H+ a través de la membrana fagosómica174. Aunque el K+ y otros cationes pueden contribuir a la compensación global de cargas durante la actividad oxidasa175, casi el 95% de la neutralización de cargas se debe a la entrada de protones al interior del fagosoma. Aunque el asunto ha sido controvertido176-179, la mayoría de los investigadores se muestran de acuerdo en que la actividad del canal de protones en los neutrófilos estimulados no está mediada directamente por la NADPH oxidasa180,181. Sin embargo, sigue sin estar definido el mecanismo por el cual las dos actividades se hallan asociadas182.


Entre las características esenciales de la oxidasa se encuentran la estequiometría 1:1 entre el consumo de oxígeno y la formación de superóxido, la oxidación de dos electrones del nucleótido piridina comparada con la reducción de un electrón del oxígeno, la formación de protones y la generación de NADP+, que debe reducirse de nuevo a NADPH para mantener la reacción.


La mayor parte del superóxido formado se somete rápidamente a una descomposición a peróxido de hidrógeno y oxígeno:
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Esta reacción es catalizada por la superóxido dismutasa, pero aparece también de forma espontánea con una cinética rápida a pH ácido, donde una parte significativa del superóxido existe en su forma protónica, el radical perhidroxilo (HO2•) por la constante de velocidad alta de la reacción entre O2•− y HO2•−. En el fagosoma del neutrófilo, el superóxido se convierte cuantitativamente en peróxido de hidrógeno183. Ya que se regenera 1 mol de oxígeno por cada mol de peróxido de hidrógeno formado, existe una estequiometría neta 1:1 entre el consumo de oxígeno y la formación de peróxido de hidrógeno, pero con una relación 2:1 entre O2•− y H2O2.


La desintoxicación de O2•− y H2O2 la llevan a cabo los sistemas enzimáticos presentes en el citoplasma. A pH neutro o básico, la superóxido dismutasa acelera de forma considerable la reacción de descomposición. El H2O2 se metaboliza por la catalasa y por el sistema glutatión. La catalasa convierte el H2O2 directamente en agua y oxígeno, mientras que la glutatión peroxidasa utiliza el glutatión reducido (GSH) para reducir el H2O2 a agua. La NADPH proporciona los equivalentes reductores para la regeneración, catalizada por la glutatión reductasa, del GSH a partir del glutatión (GSSG). Los niveles de NADPH deben mantenerse para dar soporte a la oxidasa formadora de superóxido y al ciclo del glutatión. El nucleótido piridina reducido se regenera por la actividad del ciclo de la hexosa monofosfato, que se potencia 15-30 veces durante la fagocitosis.


La oxidasa del estallido respiratorio inactiva de los neutrófilos en reposo se activa cuando la célula es estimulada, ya que acompaña a la fagocitosis. El período entre la exposición al estímulo y la expresión de la actividad de la NADPH oxidasa varía desde 10-20 segundos hasta 1-2 minutos, según el estímulo. Parece que este tiempo refleja el período necesario para el ensamblado de los múltiples componentes de la oxidasa en el lado citoplásmico de las membranas plasmática o fagosómica. En función de los estudios en neutrófilos intactos y sistemas acelulares in vitro, los componentes de la NADPH oxidasa comprenden proteínas de membrana integrales, así como proteínas citosólicas solubles (fig. 8-6).
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Figura 8-6 Modelo del ensamblaje dependiente de agonistas del estallido respiratorio oxidasa del neutrófilo.


El control de la actividad NADPH oxidasa refleja la segregación espacial de los elementos esenciales en dos compartimentos de la célula. En los neutrófilos en reposo, el flavocitocromo b558, compuesto de gp91phox y p22phox, descansa en la membrana plasmática y en las membranas de las vesículas secretorias y de los gránulos específicos. En comparación, Rac2 inactiva unida a RhoGDI, así como complejo de p47phox, p67phox y p40phox, reside en el citoplasma. Este último complejo depende de las interacciones intermoleculares mediadas por dominio de homología src 3 (SH3) y regiones ricas en prolina (PRR). Cuando el neutrófilo es estimulado se producen varios fenómenos de transducción de señales, como la fosforilación de RhoGDI, que libera Rac2, con la consiguiente conversión del estado de unión a GDP al estado de unión a GTP y asociación con la membrana. Al mismo tiempo se produce fosforilación en múltiples sitios en la región autoinhibidora de p47phox (casillas pequeñas). El último fenómeno desencadena un cambio de conformación en p47phox que expone sitios por lo demás crípticos en p47phox y p67phox, que posteriormente dan apoyo al ensamblaje de la oxidasa en la membrana.




Se ha demostrado que cuatro proteínas son esenciales para una NADPH oxidasa del fagocito funcional168,169,183-186. Dentro de la membrana plasmática y las membranas de gránulos específicos y de vesículas secretorias se encuentra el flavocitocromo b558, así denominado por un pico característico de 558 nm en su espectro de oxidorreducción187-189. Es un heterodímero compuesto por una subunidad grande y otra pequeña, gp91phox y p22phox (phox significa fagocito [phagocyte] oxidasa), respectivamente, asociadas de manera firme, aunque no covalentemente. El flavocitocromo b558 contiene dos tipos distintos de centros de oxidorredución: un dominio dinucleótido de adenina y flavina (FAD) y dos grupos prostéticos hemo inequivalentes190,191 y es la subunidad catalítica de la oxidasa. El sustrato, NADPH, se une a un dominio en la porción flavoproteica de la molécula y se oxida por la transferencia de dos electrones al FAD. Luego se producen dos reducciones de un solo electrón de los grupos hemo (Fe3+ → Fe2+). El potencial en el punto medio muy bajo de los hemos reducidos les permite reaccionar directamente con el oxígeno molecular, reoxidando las fracciones de hierro y formando dos moléculas de superóxido O2•−. Dado que el flavocitocromo b558 se extiende por la membrana, los electrones de la oxidación de la NADPH citoplásmica son movidos al oxígeno molecular fuera de la célula o al interior del fagosoma (en ambos casos, sitios separados del citoplasma por una membrana).


Aunque el flavocitocromo b558 opera como electrón transferasa y media en las funciones catalíticas del estallido respiratorio de la oxidasa, se requieren elementos en dos complejos de proteínas que residen en el citoplasma de los neutrófilos en reposo para la activación y la actividad enzimática in vivo. Las proteínas p47phox y p67phox, necesarias en el citosol del neutrófilo192-196, existen en parte en un complejo entre sí y con una tercera proteína, p40phox185,197-201. La estructura primaria de p47phox incluye un dominio en el extremo carboxilo muy catiónico que contiene varios residuos serina que sirven como sustrato para la fosforilación dependiente de agonistas por varias cinasas, entre ellas la proteína cinasa C (PKC) o enzimas relacionadas195. En los neutrófilos estimulados, algunos lugares de p47phox están fosforilados, y la proteína parcialmente fosforilada se transloca entonces a la membrana plasmática, donde se fosforilan lugares adicionales202-206. Como consecuencia de cambios de conformación desencadenados por su fosforilación, los dominios de p47phox que median las interacciones con fosfolípidos específicos o dominios de proteínas afines quedan expuestos, lo que capacita la asociación con el flavocitocromo b558 en la membrana plasmática o fagosómica para formar la oxidasa funcional207-218.


La oxidasa funcionante se ensambla en la membrana plasmática y el flavocitocromo b558 parece ser el lugar de acoplamiento en la membrana de p47phox186. Se han implicado lugares específicos de gp91phox y p22phox como mediadores en las interacciones con los componentes citosólicos207,219-221. La estimulación de los neutrófilos también produce la translocación en la membrana de p67phox, probablemente como resultado de su asociación a p47phox; p67phox no puede translocarse en ausencia de p47phox, aunque p47phox sí puede hacerlo por sí mismo205. A pesar de su papel central en el ensamblaje de la oxidasa, p47phox carece de actividad enzimática inherente y sirve esencialmente como plataforma de acoplamiento o de proteína adaptadora que organiza la oxidasa funcional. En contraste, p67phox posee un dominio que regula la reducción NADPH de FAD222 y, así, sirve como cofactor de actividad esencial para la fagocito oxidasa. La actividad enzimática de p67phox requiere su unión de Rac, una GTPasa de la familia de proteínas Rho, a un dominio en su N-terminal223.


P47phox y p67phox contienen dos copias de un dominio de 50 aminoácidos relacionados con una región de la oncoproteína Src, denominada SH3 (región 3 de homología scr)194,196. Elementos ricos en prolina similares a los que se unen a los dominios SH3 en otras proteínas224 están presentes en p47phox, p67phox y p22phox. En general, se cree que los dominios SH3 intervienen en la unión a los elementos de la membrana y del citoesqueleto. SH3 y los segmentos ricos en prolina de las proteínas oxidasa intervienen en las interacciones entre proteínas necesarias para la activación y función de la oxidasa225,226. El efecto neto de la fosforilación y translocación de los componentes citosólicos es el ensamblado en la membrana del complejo de la oxidasa activo, compuesto por las subunidades del flavocitocromo b558, p47phox, p67phox, Rac2, p40phox y quizá otros componentes227-232.


La potenciación observada de la activación de la oxidasa en sistemas acelulares experimentales generadores de superóxido por el guanosintrifosfato (GTP) o los análogos de GTP no hidrolizables es compatible con el requerimiento de las proteínas de unión al GTP de bajo peso molecular Rac1 o Rac2, según las especies y el tipo de célula fagocítica233-235 para la actividad de la oxidasa. Las proteínas Rac existen en el estado de unión a GDP en el citoplasma de neutrófilos en reposo en un complejo con RhoGDI, el inhibidor de la disociación de guanosina difosfato. La fosforilación de RhoGDI basada en la activación da lugar a un cambio en la conformación y la liberación de Rac del complejo. Debido a una modificación del extremo carboxilo de Rac por isoprenilación con un ácido graso de 20 carbonos (geranilgeranil) y carboximetilación, el Rac disociado se transloca a la membrana plasmática con independencia de la redistribución de p47phox y p67phox238-240 y participa en la actividad del flavocitocromo b558 directamente o por medio de p67phox235,241-243.


Una proteína citosólica adicional relacionada con la oxidasa, p40phox, exhibe homología con p47phox201,232,244,245, que incluye la presencia de un dominio de homología PX o phox que se asocia con fosfoinosítidos en las membranas diana214,246-250. El dominio PX de p40phox se asocia con fosfatidilinositol 3-fosfato, el derivado lipídico generado en la membrana fagosómica durante la fagocitosis y, así, libera p40phox para dar base a altos niveles de actividad oxidasa localmente251-254.


En contraste con los principales avances realizados para aclarar la bioquímica y la biología celular de la activación de la oxidasa, es poco relativamente lo que se conoce sobre el modo en que finaliza la actividad de NADP oxidasa. La concentración citoplásmica de NADPH es un factor limitante en la actividad de la oxidasa del fagocito255. Y datos indirectos sugieren que los productos reactivos de la oxidasa, sobre todo los formados por la acción catalítica de la mieloperoxidasa, inactivan la enzima256, pero se desconocen los mecanismos precisos por los que se regula y se termina la actividad oxidasa.


Hace poco se han descubierto varios homólogos de la oxidasa NADPH de los fagocitos169,257-260. La familia de genes NOX comprende, hasta la fecha, cinco miembros con homología con gp91phox (también denominados NOX2), más otros dos conocidos como oxidasas duales (subfamilia DUOX). Cada miembro de la familia NOX se expresa en un intervalo restringido de tejidos. Por ejemplo, NOX1 se encuentra principalmente en el epitelio del colon, mientras que NOX4 se detecta sobre todo en el riñón261-263. En el caso de NOX1, se han identificado cofactores citosólicos homólogos con p47phox y p67phox264-266. Permanece sin determinar si todos los sistemas NADPH oxidasa son fundamentales en la defensa del huésped contra la infección.









Desgranulación


En paralelo con la activación del estallido oxidativo, los neutrófilos estimulados liberan el contenido de sus gránulos, ya sea al espacio extracelular o al interior del fagosoma recién creado267,268. La exocitosis estimulada o desgranulación por los neutrófilos es un proceso llamativo, ya que hay cuatro clases distintas de vesículas unidas a la membrana que son liberadas (es decir, tres poblaciones de gránulos más vesículas secretoras) y hay dos destinos diana potenciales para fenómenos de fusión (es decir, membrana plasmática y del fagosoma). Existe una jerarquía entre estos compartimentos con respecto al orden en que cada uno de ellos libera sus contenidos después de la exposición a un agonista (orden: vesículas secretoras, gránulos terciarios, gránulos secundarios, gránulos primarios) y en cuanto a los requerimientos de calcio para la exocitosis269,270.


La redistribución del citoesqueleto basado en la actina es un requisito previo para la liberación de todos los subtipos de gránulos, con procesos diferentes que se producen en sitios específicos de la célula en relación con cada uno de los tipos granulares271. En el caso de los gránulos primarios se produce una disminución de la polimerización de la actina en la membrana, lo que probablemente refleja la reorganización del acceso del citoesqueleto de membrana subplasmalémico38,272 a la membrana diana para la fusión de la membrana granular273. De modo simultáneo se produce una polimerización de actina en el citoplasma y promueve la liberación de gránulos primarios273. La reorganización de actina que acompaña a la liberación de los gránulos primarios está regulada por Rac2, la misma GTPasa que es esencial para la actividad de la NADPH oxidasa (v. antes)273,274. Los neutrófilos humanos poseen otras GTPasas de bajo peso molecular, como miembros de la familia Rab275 y se ha implicado a Rab27a como contribuyente a la desgranulación276,277. Hay datos de que la proteína efectora Rab JFC/Slp1 puede participar de modo selectivo en la exocitosis pero no en la fusión de gránulos con los fagosomas277,278. Pero la presencia de JFC/Slp1 y la distribución subcelular de Rab27a no están establecidas de forma inequívoca276.


Como parte de la redistribución citoesquelética que acompaña a la desgranulación278,280, se redistribuyen varias proteínas de unión a actina, como MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase substrates, sustratos de cinasa C ricos en alanina miristoilados)281. Un péptido relacionado con MARCKS inhibe la liberación de MPO de los neutrófilos estimulados, lo que sugiere que la región N-terminal de MARCKS contribuye a un paso crítico en la liberación del gránulo282. Las proteínas fusógenas de los gránulos, incluidas las anexinas283, sintaxina 4, proteína 2 de membrana asociada a vesículas (VAMP-2) y otras proteínas citosólicas solubles de fijación sensibles a N-etilmaleimida (SNAP)284-286 median en la asociación de las membranas diana con receptores específicos, incluidos varios receptores de SNAP diana (t-SNARE)284,287,288. La modificación de los lípidos probablemente contribuya a la fusión de la membrana del gránulo con la membrana fagosómica o plasmática y tal remodelación depende de la redistribución y activación de fosfolipasa D289,290. Además, la actividad de las proteínas de señalización como MEG2 requiere fosfoinosítidos de membrana específicos generados localmente291. Como se ha expuesto con anterioridad, los gránulos de los neutrófilos difieren no sólo en los contenidos luminales, sino también en las proteínas insertadas en sus membranas. La expresión de superficie de CD63, CD66 y CD35 está monitorizada experimentalmente como prueba específica de la fusión de la membrana plasmática con gránulos primarios, gránulos secundarios o vesículas secretoras, respectivamente13. Los gránulos primarios o azurófilos se fusionan sobre todo con el fagosoma y proporcionan proteínas microbicidas e hidrolíticas en una alta concentración en la proximidad de los organismos ingeridos. Por otra parte, los gránulos específicos y las vesículas secretoras se fusionan de forma preferente con la membrana plasmática, liberando su contenido extracelularmente y llevando a la superficie celular diversas proteínas de membrana importantes desde el punto de vista funcional, como integrinas, flavocitocromo b558 y receptores de sustancias quimiotácticas y opsoninas. En conjunto, el proceso de desgranulación permite la incorporación concurrente de proteínas de membrana críticas a la superficie celular o fagosoma, y descarga de proteínas que directa o indirectamente contribuyen a la muerte y destrucción de los microbios ingeridos.












Paso 4: resolución de la respuesta inflamatoria


En pocas palabras, la resolución de la inflamación se produce de modo muy complicado y, sin embargo, muy ordenado: las quimiocinas CXC producidas localmente que desencadenan la migración del neutrófilo cambian a citocinas CC que consiguen que los leucocitos no neutrófilos migren292-294; los neutrófilos reclutados de modo espontáneo o en respuesta a agonistas sufren la muerte celular, y los macrófagos, tanto residentes como reclutados, ingieren a los neutrófilos apoptóticos de modo no flogístico y contribuyen a la cicatrización de la herida y al restablecimiento del estado normal.


Los neutrófilos tienen una semivida relativamente corta, aproximadamente 6,5 horas en la circulación295,296, pero hasta 4-5 días en el tejido, y las células seniles sufren apoptosis espontánea antes de ser eliminadas por los macrófagos tisulares297-300. Los neutrófilos apoptóticos tienen una capacidad funcional muy disminuida47,301,302, con lo que se preparan para la eliminación por los macrófagos tisulares300. Colectivamente, la pérdida de potencial proinflamatorio en los neutrófilos apoptóticos, su eliminación física por los macrófagos y el fenotipo no inflamatorio de los macrófagos que ingieren neutrófilos apoptóticos303 dan lugar a un recambio celular en el sitio inflamatorio que produce escaso daño tisular. Los neutrófilos no seniles pueden volverse apoptóticos en respuesta a una variedad de agentes solubles304-308 y después de la fagocitosis de varias especies diferentes de bacterias309. Los mecanismos de base de la apoptosis en los neutrófilos humanos son complejos, difieren en función del contexto de agonistas y citocinas, y en algunos casos están modulados por patógenos310. En algunas infecciones, como en las causadas por Leishmania major, los neutrófilos apoptóticos pueden servir como «caballos de Troya», ya que sirven como vehículo para los parásitos viables para que puedan entrar en los macrófagos reclutados311. No se conoce si este fenómeno está extendido y hasta qué punto favorece las infecciones.


Los neutrófilos expresan miembros de la familia Bcl-2 de proteínas apoptóticas, sobre todo las proteínas proapoptóticas Bax, Bid, Bak y Bad, pero no la antiapoptótica Bcl-2312,313. La apoptosis de los neutrófilos está mediada por la caspasa y refleja la participación de las mitocondrias y una compleja comunicación cruzada entre diversas vías señalizadoras, entre ellas las caspasas, los radicales reactivos del oxígeno y las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAP)314-316. Varias moléculas se han implicado en la superficie de los neutrófilos como participantes en la ingestión mediada por receptores de los neutrófilos apoptóticos por los macrófagos tisulares, incluida la fosfatidilserina expuesta desde la lámina interna de la membrana plasmática, los hidratos de carbono alterados de la membrana y los fosfolípidos de membrana oxidados317. De manera similar, se ha propuesto que diversos receptores intervienen en la ingestión, como un receptor de fosfatidilserina, receptores eliminadores, CD14318, CD44319 y la actividad coordinada de CD36 y la integrina αvß3317.


En el contexto de la respuesta inflamatoria aguda, las citocinas liberadas en el lugar retrasan la apoptosis, con lo que extienden la vida de los neutrófilos y les permiten su participación en la defensa del huésped. Sin embargo, la regulación de la apoptosis del neutrófilo por citocinas tales como TNF-α es compleja; unas concentraciones bajas de TNF-α retrasan la apoptosis del neutrófilo, mientras que unas concentraciones altas la favorecen320. Las citocinas modulan las vías proapoptóticas y antiapoptóticas de diversos modos, y la iniciación de la fagocitosis por los neutrófilos acelera la apoptosis con una inhibición asociada de su capacidad proinflamatoria321-323. Así, el neutrófilo estimulado en su máximo de respuesta frente a un microbio invasor, inicia vías que llevan a una disminución de la actividad proinflamatoria y la apoptosis, en el camino para la resolución de la fase aguda de la respuesta inflamatoria324. Las pruebas que respaldan esta interpretación proceden de la consideración de las consecuencias locales, cuando no se desencadena la apoptosis acelerada por la estimulación de los neutrófilos. Los neutrófilos de personas con enfermedad granulomatosa crónica (v. más adelante) sufren una apoptosis retrasada tras la estimulación322,323 y producen menos prostaglandina D2, un mediador antiinflamatorio; estas deficiencias pueden contribuir a la inflamación crónica y a la formación de granulomas característicos de dicha enfermedad.


Como modo de muerte celular, la apoptosis de los neutrófilos evita el daño del tejido local del huésped que podría originarse de la necrosis y de la liberación acompañante de los contenidos celulares citotóxicos. Sin embargo, estudios recientes sobre la biología celular de la muerte y sus definiciones sobre la base de la evolución morfológica, enzimática, funcional y los criterios inmunológicos325 presagian aportar nuevos conocimientos sobre la economía global de la homeostasis del neutrófilo en ausencia y presencia de infección y de otros estímulos proinflamatorios.


Estudios recientes han identificado otra familia de agentes biológicos que contribuyen a la resolución activa de la respuesta inflamatoria. Los lípidos bioactivos derivados de los leucocitos en un sitio inflamatorio amortiguan la reacción inflamatoria y promueven su resolución67,68,326-328. Vistos colectivamente, los factores endógenos derivados de células reclutadas al sitio de inflamación orquestan el reclutamiento ordenado de diferentes tipos de células inflamatorias, así como su posterior depuración, y bajo circunstancias óptimas dirigen una respuesta controlada que elimina la amenaza infecciosa con un mínimo daño colateral y que restaura con prontitud el estado de salud previo a la infección.












Mecanismos microbicidas


Los acontecimientos posfagocíticos vierten productos de desgranulación y del estallido respiratorio a la vacuola fagocítica, un espacio cerrado en el que un microbio ingerido es expuesto a concentraciones altas de sustancias tóxicas, mientras que se limita la exposición del fagocito y de otras células a estos productos potencialmente perjudiciales (v. fig. 8-5). Los componentes de la respuesta antimicrobiana de los neutrófilos se clasifican con frecuencia por su dependencia o independencia de los productos del estallido oxidativo. Los estudios distinguidos que definen las acciones de estos agentes citotóxicos se centran generalmente en su conducta de forma aislada o con sólo un subgrupo de contenidos fagosómicos que de otro modo estarían presentes in vivo. Sin embargo, los fenómenos intrafagosómicos son mucho más complicados180. Los elementos reactivos presentes en el fagosoma en un momento dado actúan simultáneamente sobre las dianas microbianas y, en muchas clases, interactúan también entre sí. Los oxidantes pueden modificar las estructuras de superficie de las bacterias ingeridas para modificar la susceptibilidad de las dianas bacterianas a las proteínas de los gránulos, o las interacciones de las proteínas de los gránulos pueden alterar el acceso o susceptibilidad de los sitios a la modificación oxidante. Algunas interacciones directas entre los productos neutrofílicos benefician al huésped, como cuando la proteína MPO del gránulo cataliza la generación de HOCl con empleo como sustrato de H2O2 derivado de la NADPH oxidasa329. Otras interacciones pueden ser contraproducentes, como cuando el HOCl generado por MPO inactiva oxidativamente la elastasa330 o la catepsina G331. Además, las colaboraciones antimicrobianas en el fagosoma no se limitan a agentes derivados de los neutrófilos, sino que incluyen factores solubles interiorizados a partir de los ambientes extracelulares durante la fagocitosis. Por ejemplo, las concentraciones del grupo IIA de la fosfolipasa A2, proteína plasmática de fase aguda con actividad antimicrobiana frente a bacterias grampositivas332-334, que son demasiado bajas para ser activas, exhiben una potente actividad antimicrobiana y fosfolipasa en el interior de los fagosomas neutrofílicos en concierto con una NADPH oxidasa activa334. Por último, los desafíos de desentrañar los mecanismos de la acción antimicrobiana en el fagosoma se ven combinadas por las reacciones microbianas a la exposición a citotoxinas en el interior del fagosoma; las respuestas transcripcionales al ambiente fagosómico tóxico da lugar a la liberación de productos segregados, algunos de los cuales sirven como dianas de competición para agentes tóxicos al huésped, así como a modificaciones estructurales de la superficie microbiana. El organismo ingerido responde al estrés intrafagosómico y, por tanto, cambia algunas de las dianas. Por ello, no debe sorprendernos que no haya un solo producto neutrofílico o modificación específica en la diana microbiana que haya sido identificado como uniformemente esencial para la muerte y degradación de todos los tipos de organismos secuestrados en el interior del fagosoma. El mismo planteamiento de colaboración e integrado que proporciona a los neutrófilos un sistema de defensa flexible y generalmente eficaz mantiene a raya también nuestra comprensión de los mecanismos subyacentes. Con estos desafíos y limitaciones en mente, los estudios que emplean un planteamiento reduccionista han proporcionado unos conocimientos sustanciales de las complejidades de la acción intrafagosómica y antimicrobiana.


Los mecanismos bactericidas dependientes del oxígeno pueden dividirse en reacciones dependientes o independientes de la MPO. Los requisitos esenciales para los mecanismos bactericidas mediados por la MPO, según fueron descritos en un principio por Klebanoff335,336, son la MPO (liberada desde el gránulo primario), el peróxido de hidrógeno (generado por el estallido respiratorio) y un ión haluro. Aunque el peróxido de hidrógeno tiene propiedades bactericidas por sí mismo, su potencia microbicida se incrementa aproximadamente 50 veces en presencia de MPO. El cofactor haluro concreto utilizado en la reacción del peróxido de hidrógeno y la MPO afectan a la potencia (I− > Br− > Cl−), pero a concentraciones fisiológicas en el fagosoma, el cloruro es el cofactor predominante para esta reacción en la célula335,337.


El ácido hipocloroso, generado por los neutrófilos cuando se usa el cloruro como cofactor del sistema MPO, es un agente oxidante y microbicida potente335,337. Otros productos, entre ellos la cloramina, el gas cloro, los esteroles clorados, los radicales tirosilo y los reactivos derivados del óxido nítrico, son generados por los neutrófilos a través de las reacciones catalizadas por la MPO180-184. Los productos reactivos del sistema MPO no son selectivos en sus interacciones, y pueden recuperarse bacterias cloradas y proteínas del huésped del fagosoma de los neutrófilos humanos después de la exposición microbiana339-341. Sin embargo, la destrucción de los microbios ingeridos se correlaciona con la extensión de la generación de clorotirosina en las bacterias340, con lo que se implica a los cambios dependientes de MPO como contribuyentes de la acción antimicrobiana. Los acontecimientos precisos responsables de la actividad microbicida del sistema MPO no están completamente definidos. Los lugares diana candidatos en las bacterias comprenden componentes de la cadena de transporte de los electrones, centros de hierro y azufre, proteínas de unión a la penicilina y lugares de las membranas bacterianas necesarios para el inicio de la replicación cromosómica342-345, así como estrés generalizado secundario a despliegue proteico oxidativo mediado por HOCl346. La oxidación de determinadas dianas microbianas puede conducir a la liberación de hierro libre, que posteriormente puede participar en la formación del radical hidroxilo altamente reactivo (HO•)347. Además de estos efectos, el sistema haluro-peróxido de hidrógeno-MPO favorece la formación de oxígeno atómico, la descarboxilación de aminoácidos para formar aldehídos tóxicos y la generación de cloraminas347, sustancias que pueden contribuir a la actividad microbicida de los neutrófilos349. Los estudios han implicado al sistema haluro-peróxido de hidrógeno-MPO en la lesión tisular, la oxidación de lípidos y posiblemente la aterogenia, extendiendo la importancia biológica de este sistema más allá de su actividad microbicida350-352.


Los metabolitos del oxígeno, para los que se ha señalado un papel en la actividad bactericida de los neutrófilos, son el peróxido de hidrógeno, el anión superóxido, el oxígeno atómico y el radical hidroxilo. El hecho de que la catalasa, que degrada el peróxido de hidrógeno en O2 y H2O, proteja a la bacteria de los efectos bactericidas de los neutrófilos353, respalda un efecto germicida directo del peróxido de hidrógeno. Se cree que el superóxido, por sí mismo, desempeña un pequeño papel en la destrucción de los microorganismos ya que, por ejemplo, las bacterias incubadas en un sistema generador de superóxido y exento de células sobreviven normalmente. Sin embargo, en condiciones apropiadas, el superóxido puede reaccionar con otros productos del metabolismo del oxígeno para generar radicales hidroxilo y oxígeno atómico. El efecto bactericida de estos radicales libres derivados del oxígeno puede producirse como resultado del inicio de una cadena de acontecimientos oxidantes en la pared celular bacteriana191.


El radical hidroxilo es un potente agente bactericida que puede formarse por la reacción directa del superóxido con el peróxido de hidrógeno, una reacción que de por sí ocurre lentamente, pero que se cataliza por el ión férrico354. Los sistemas analíticos sensibles indican que los neutrófilos activados producen radicales hidroxilo por dos mecanismos distintos, uno dependiente de la actividad catalítica de la MPO355 y otro que requiere metales de transición en la reacción de Haber-Weiss356. La contribución relativa de cada mecanismo a la producción global de radicales hidroxilo in vivo depende de la disponibilidad de metales de transición exógenos, en general, hierro. En presencia de suplementos de hierro, la generación de radicales hidroxilo ocurre por la reacción de Haber-Weiss. Sin embargo, la lactoferrina y la transferrina pueden interferir en esta reacción uniendo hierro de forma no catalítica. Así, en condiciones fisiológicas, parece que las pequeñas cantidades de radicales hidroxilo generadas por los neutrófilos estimulados derivan de la vía dependiente de la MPO.


En el pasado se otorgó poca importancia a la contribución importante de los sistemas antimicrobianos independientes del oxígeno en la inmunidad innata global y en la defensa del huésped dependiente de los neutrófilos357-360. La intervención de tales mecanismos queda demostrada claramente por la capacidad de los neutrófilos de destruir ciertos microorganismos en condiciones anaerobias, en donde no sería funcional la NADPH oxidasa. Los agentes que contribuyen a la actividad microbicida independiente del oxígeno son defensinas, BPI, lactoferrina, lisozima, proteínas de reconocimiento del peptidoglucano (PGRP), lipocalina neutrofílica asociada a gelatinasa (NGAL) y catelicidinas.


Las defensinas son péptidos antimicrobianos potentes que están presentes en los gránulos primarios de los neutrófilos361,362 junto con prodefensinas en gránulos específicos363 y en las células epiteliales del intestino y el aparato genitourinario364,365. Las defensinas y otras proteínas relacionadas estrechamente están muy distribuidas en la naturaleza (p. ej., hemolinfa de los insectos366) y es probable que representen un mecanismo antiguo para la defensa del huésped. En general, las defensinas son moléculas pequeñas (3-4 kDa) ricas en arginina que contienen un puente disulfuro característico. Interesantes estudios han definido muchas de las propiedades físicas de las defensinas purificadas367-369 y proporcionado perspectivas sobre su mecanismo de acción, que implica la inserción en las membranas microbianas con formación de poros que permiten la salida de los componentes citoplásmicos. El espectro de microorganismos contra los que las defensinas son activas se revela muy amplio e incluye bacterias grampositivas y gramnegativas, hongos y virus con envoltura.


La BPI es una proteína de 59 kDa localizada en los gránulos primarios de los neutrófilos. Su actividad antimicrobiana reside en un fragmento del extremo amino de 25 kDa370-372. Además, la BPI se une a los lipopolisacáridos373 y bloquea la liberación de TNF provocada por las bacterias374, propiedades que indican la utilidad clínica de la BPI recombinante o de un fragmento de la misma en el tratamiento o la prevención de las secuelas dependientes de los lipopolisacáridos de la infección bacteriana aguda. Aunque en estudios clínicos preliminares con BPI amino-terminal recombinante han demostrado su eficacia para mejorar la morbimortalidad de la enfermedad meningocócica diseminada en niños375, los resultados de un estudio en fase III no han demostrado una reducción en la mortalidad de los pacientes tratados376,377. No obstante, la administración de proteína recombinante redujo la necesidad de amputaciones de extremidades y dio lugar a un mejor estado funcional, demostrando que la intervención tiene potencial.


La lactoferrina es una proteína de unión al hierro que se detecta en las secreciones que bañan las mucosas y en los gránulos específicos de los neutrófilos378. Las propiedades bacteriostáticas de la lactoferrina reflejan su capacidad para privar a las bacterias del hierro que necesitan para su crecimiento, un efecto eliminado por la saturación de sus lugares de unión al hierro378. La lactoferrina desempeña un papel en la alteración de las propiedades fisicoquímicas de la membrana de los neutrófilos que se produce durante la desgranulación379, la modulación de la producción de radicales hidroxilo354, la regulación de la granulopoyesis380 y la modulación de la función del complemento381.


La lisozima, que se encuentra principalmente en los gránulos específicos (aunque también en los primarios), hidroliza la unión glucídica entre el ácido N-acetilmurámico y la N-acetilglucosamina, un componente del peptidoglucano de la pared bacteriana. Aunque las propiedades bactericidas de la lisozima son un reflejo de su actividad, las sustituciones peptídicas en el residuo de ácido N-acetilmurámico en la mayoría de las bacterias hacen que esta unión sea inaccesible, lo que limita sus propiedades bacteriolíticas. Sin embargo, en el contexto del complejo ambiente de una reacción inflamatoria, una pared bacteriana ya dañada por el complemento o las proteínas de los gránulos puede facilitar el acceso de la lisozima a su lugar de acción.


La PGRP-S humana se une con avidez a las muchas formas de peptidoglucano de la superficie de bacterias tan distintas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, en donde daña a los microbios al interferir en la biosíntesis del peptidoglucano e inducir cambios de conformación que previenen los entrecruzamientos de los péptidos de la pared celular382,383. Además, la PGRP-S actúa de modo sinérgico con la lisozima para favorecer la lisis de E. coli384.


Durante la investigación de la gelatinasa en gránulos específicos, Kjeldsen y colaboradores385 descubrieron una proteína asociada (lipocalina asociada a gelatinasa del neutrófilo, NGAL) que de modo indirecto contribuye a la acción antimicrobiana al unirse a los sideróforos bacterianos basados en catecolato, con lo que interfiere en la adquisición de hierro por los microbios. La contribución de NGAL a la defensa murina global frente a la infección se ilustra por el fracaso de los ratones con desactivación de NGAL para sobrevivir a la inoculación intraperitoneal con E. coli que produce enterocalina, sideróforo basado en catecolato386.


Los gránulos específicos albergan también formas precursoras de una familia de péptidos antimicrobianos denominados de modo colectivo catelicidinas, por su homología secuencial en el N-terminal con la catelina, inhibidor de la catepsina387-390. La actividad antimicrobiana de las catelicidinas reside en la porción C-terminal catiónica de la proteína, que es liberada del precursor de haloproteína durante la desgranulación neutrofílica. El espectro de organismos sensibles es extenso, y la toxicidad a los organismos diana es consecuencia de la desestructuración de la membrana bacteriana. En los mamíferos hay una variación significativa en el número de catelicidinas expresadas en las especies individuales. Sólo una, LL-37 o hCAP-18, ha sido identificada en humanos391. Debe observarse que las defensinas, hCAP-18 y NGAL son tres proteínas antimicrobianas que se expresan tanto en los queratinocitos como en los neutrófilos, lo que suscita cuestiones muy interesantes en cuanto a las interacciones sinérgicas entre los neutrófilos reclutados y los queratinocitos residentes en la contribución a la reparación tisular y cicatrización de heridas en el sitio de la infección cutánea392,393.


Las proteínas catiónicas adicionales aisladas de los gránulos primarios de los neutrófilos357,394 muestran una actividad preferente contra especies bacterianas específicas. Estas proteínas comprenden p15s382, azurocidina395 e indolicidina396. El conocimiento de los principios de la actividad microbiana de dichas proteínas es incompleto en este momento, pero sus mecanismos de acción incluyen componentes enzimáticos y no enzimáticos.









Defensas microbianas contra los fagocitos


Las investigaciones en marcha sobre la patogenia microbiana reflejan los avances científicos en la microbiología molecular y la biología de las células eucariotas. Por múltiples vías, los resultados del uso de estos nuevos abordajes analíticos desafían nuestro conocimiento convencional de la patogenia microbiana y el significado biológico de la colonización, el comensalismo, la infección y la enfermedad397. La aplicación de micromatrices genéticas al estudio de las interacciones huésped-microbio ha revelado tanto las naturalezas notablemente dinámicas e interactivas del microorganismo invasor como la respuesta de la célula del huésped. La fagocitosis desencadena la transcripción de una serie de genes de los neutrófilos398 y genes bacterianos, entre ellos los que representan respuestas transcripcionales complejas que permiten al organismo evadir el ataque por los citotoxinas generadas por los neutrófilos399,405. Tales análisis demuestran que el microbio ingerido responde a su ambiente inmediato en el fagosoma rápida y específicamente. Por ejemplo, entre los múltiples genes expresados por Escherichia coli 7 minutos después de haber sido ingerido por neutrófilos normales, se encuentran los regulados por OxyR, un factor de transcripción sensible al oxígeno406. Sin embargo, la misma cepa de E. coli no expresa los genes regulados por OxyR cuando es ingerida por los neutrófilos de la enfermedad granulomatosa crónica (EGC), que carecen de la capacidad de generar radicales reactivos del oxígeno ni, por tanto, crear una agresión oxidativa en el interior del fagosoma.


En el contexto complejo de la biología celular interactiva entre el huésped y el microbio, está claro que los patógenos han desarrollado estrategias moleculares para neutralizar uno o más de los pasos independientes de la defensa normal del huésped401,405,407,408. Con tal fin, el microorganismo invasor puede aprovechar aspectos específicos de la biología celular de los mamíferos, como las propiedades de adherencia, las vías transductoras de señales, las reorganizaciones citoesqueléticas y los desplazamientos vacuolares409 o, como Chlamydia, alterar los genes implicados en múltiples vías celulares410. En algunos casos, estas propiedades sólo se manifiestan cuando los microbios están en el huésped apropiado, lo que confirma el modo extremadamente preciso en que el microorganismo invasor se ha adaptado al contexto del huésped mamífero411,412.


En algunos casos, las bacterias se adhieren a proteínas de la superficie de los fagocitos diana, como ocurre con Neisseria y CD66 en la superficie de los neutrófilos413. En otras situaciones, las proteínas bacterianas secretadas en las células diana pueden modificar la respuesta de la célula del huésped, como en el caso de las proteínas Yop de Yersinia. Una vez secretadas en las células del huésped, los diversos miembros de la familia de proteínas Yop alteran la fagocitosis, inducen la apoptosis, paralizan la actina celular y, en el caso de la tirosina fosfatasa YopH, bloquean la activación, mediada por el receptor Fc, de la oxidasa del estallido respiratorio414,415. En otros escenarios, se fijan múltiples tipos de células de mamíferos como objetivos. Por ejemplo, una glucoproteína del virus Ébola, en su forma secretada, se fija al receptor Fc del neutrófilo e inhibe la activación celular y, en su forma transmembrana, interactúa con las células endoteliales. De esta forma, el virus inhibe al mismo tiempo la respuesta inflamatoria precoz dependiente de neutrófilos e induce el daño de las células endoteliales, la característica clínica de la infección por el virus Ébola416.


Ciertos microbios han encontrado medios para eliminar o evitar las defensas del huésped y sobrevivir incluso después de la ingestión por los fagocitos. Por ejemplo, en los fagocitos mononucleares, las micobacterias bloquean la fusión de los lisosomas con los fagosomas e inhiben la incorporación de la ATPasa protónica vacuolar endosómica que interviene en la acidificación del fagosoma. La compartimentalización anómala de las micobacterias depende de la viabilidad del organismo y asigna a éste un papel activo en la alteración de la fusión, lo que hace que evite el contenido microbicida e hidrolítico de los lisosomas del fagocito417,418. De forma análoga, Chlamydia permanece en una vacuola intracelular separada de la vía endosómica de la célula huésped419. Salmonella evita las consecuencias de los radicales reactivos del oxígeno del fagocito entrando en los macrófagos en un compartimento exento de los componentes de la NADPH oxidasa420-422. El éxito del proceso depende de un sistema de secreción tipo III funcional en Salmonella, aunque se ignora si los productos bacterianos excluyen de manera activa al flavocitocromo b558 del fagosoma recién formado o inhiben las respuestas normales del macrófago, que incorpora los elementos de membrana necesarios para la organización y ensamblado de una NADPH oxidasa funcional. Por otra parte, en el caso de especies de Leishmania intrafagocítica, los fagosomas adquieren marcadores del compartimento lisosómico y el pH intrafagolisosómico tiene la acidez apropiada, aunque los microorganismos sobreviven423,424. Otros organismos escapan de la vacuola e invaden el citoplasma de la célula huésped y fijan como objetivo diversas proteínas del huésped o sistemas de orgánulos. Incluso con los limitados conocimientos disponibles, está claro que existe una gama tan amplia de tácticas microbianas para la patogenia como de objetivos en las células del huésped y que su aclaración proporcionará perspectivas sobre la biología tanto del huésped como del patógeno.
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Los defectos en la respuesta del huésped a la infección mediada por el neutrófilo pueden ser resultado de una reducción del número de neutrófilos maduros o de un deterioro cualitativo funcional en los sistemas de adherencia, quimiotaxis, ingestión o microbicida425,426. La tabla 8-2 resume estos defectos. Las infecciones que se producen por defectos cuantitativos o cualitativos en la función de los neutrófilos comparten la tendencia a ser persistentes, a responder lentamente a los antibióticos y a ser recurrentes. Los defectos funcionales cualitativos pueden ser intrínsecos al propio neutrófilo o ser consecuencia de anomalías extrínsecas en factores secundarios tales como quimioatrayentes u opsoninas. En general, los defectos intrínsecos de la función cualitativa de los neutrófilos se asocian con un fenotipo clínico más grave que los defectos extrínsecos. Los estafilococos, las bacterias gramnegativas y los hongos son los patógenos responsables de infecciones en los pacientes con respuestas deficitarias de los neutrófilos. Sin embargo, las infecciones causadas por bacterias encapsuladas, como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae, se encuentran con frecuencia en pacientes con déficit de la actividad opsónica del suero. Esencialmente, cualquier órgano puede verse afectado por las infecciones asociadas a defectos de los neutrófilos. Los pacientes con neutropenia grave tienden a experimentar bacteriemia con un cuadro clínico de septicemia, mientras que quienes tienen defectos cualitativos funcionales presentan con más frecuencia una infección localizada, sobre todo infecciones cutáneas con linfadenitis asociada. Sin embargo, los defectos en la actividad microbicida se relacionan con frecuencia con complicaciones tales como abscesos hepáticos, osteomielitis, infecciones sinopulmonares e infecciones del sistema nervioso central. La enfermedad inflamatoria periodontal se encuentra en general en pacientes con disfunción de los neutrófilos o neutropenia y puede ser un indicador precoz útil de una alteración de las defensas del huésped.


Tabla 8-2 Defectos en las defensas del huésped dependientes del neutrófilo






	Neutropenia
 Adquirida
 Inducida por medicamentos
 Autoinmune
 Relacionada con cáncer
 Hereditaria
 Neutropenia familiar (benigna, étnica)
 Agranulocitosis genética infantil (neutropenia congénita grave)
 Neutropenia cíclica
 Defectos cualitativos
 Defectos de adherencia
 Deficiencia en la adherencia del leucocito
 Tipo 1, deficiencia en integrinas
 Tipo 2, deficiencia en el ligandos de E-selectina
 Defectos quimiotácticos
 Humoral
 Deficiencia de complemento
 Inhibidores (p. ej., lupus eritematoso sistémico)
 Celular
 Síndrome de Chédiak-Higashi
 Síndrome de hiperinmunoglobulinemia E (de Job)
 Hipofosfatemia
 Defectos opsónicos
 Deficiencia del complemento
 Deficiencia de inmunoglobulinas
 Deficiencia en la proteína de unión (lectina) a manano
 Defectos en la destrucción intracelular
 Estallido respiratorio anormal
 Enfermedad granulomatosa crónica
 Deficiencia en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
 Anomalías granulares
 Deficiencia en mieloperoxidasa
 Deficiencia granular específica
 Síndrome de Chédiak-Higashi











Neutropenia


El defecto granulocítico encontrado más a menudo es la reducción absoluta de los neutrófilos circulantes. El límite inferior normal de neutrófilos circulantes es del orden de 1.500-2.000 células/mm3 de sangre. El riesgo de contraer una infección aumenta de manera progresiva con la duración y un grado de granulocitopenia de menos de 1.500 células/mm3. Cuando los recuentos de neutrófilos caen por debajo de 500 células/mm3 existe un incremento espectacular de la incidencia de infecciones427.


Las neutropenias adquiridas se relacionan más a menudo con el tratamiento farmacológico y comprenden consecuencias predecibles relacionadas con la dosis del tratamiento citotóxico o reacciones idiosincrásicas. El primero se constata con frecuencia durante la quimioterapia en diversos trastornos neoplásicos e inmunológicos. La neutropenia causada por reacciones idiosincrásicas a fármacos se puede observar con fenotiazinas, sulfamidas, penicilinas, cefalosporinas y vancomicina y es una complicación rara con bastantes medicamentos. El cloranfenicol puede ocasionar una neutropenia tanto predecible relacionada con la dosis como idiosincrásica. Esta última es rara, pero cuando surge suele ser mortal. El aumento de la destrucción granulocítica puede producirse como resultado de un secuestro esplénico, que puede estar mediado inmunológicamente por anticuerpos428, o ser secundario a cualquiera de las causas de hiperesplenismo. La esplenectomía puede resultar beneficiosa para restaurar los recuentos de neutrófilos a cifras normales.


La disponibilidad de factores estimulantes de colonias mielopoyéticos recombinantes ha permitido a los clínicos contar con una opción terapéutica para el tratamiento de las citopenias adquiridas429,430,431. La mayor parte de la experiencia clínica se ha obtenido con G-CSF y GM-CSF, sobre todo en el tratamiento de la granulocitopenia asociada a la quimioterapia antineoplásica y el trasplante de médula ósea429,431. Estos productos se han utilizado para estimular la hematopoyesis en síndromes mielodisplásicos, anemia aplásica y citopenias debidas a quimioterapia. De forma similar, se ha usado GM-CSF para combatir las leucopenias asociadas con el VIH y, en algunos casos, para mitigar los efectos mielosupresores de los agentes antivirales. No sólo aumenta el número de células circulantes, sino que la función biológica y la actividad bactericida de las células reclutadas es normal432. Sin embargo, los datos actuales no respaldan el empleo de estos fármacos como tratamiento complementario de los antibióticos en los pacientes infectados con una producción normal de neutrófilos433.


La neutropenia hereditaria se observa como un defecto solitario o asociado a otros trastornos hematopoyéticos. La neutropenia puede ser moderada, como en la neutropenia familiar (benigna), grave, como en la agranulocitosis genética del lactante, u oscilante, como en la neutropenia cíclica. La forma más común de leucopenia/neutropenia benigna familiar o étnica es la que se observa en individuos de origen africano. Análisis genéticos recientes demuestran que se asocia con un polimorfismo específico (-46C/C) en la región promotora del gen DARC (Duffy antigen receptor for chemokines), lo que da lugar a la ausencia de expresión del antígeno del grupo sanguíneo Duffy en los eritrocitos434,435. El fenotipo Duffy nulo presente en homocigotos DARC -46C/C tiene una prevalencia superior al 60% en los afroamericanos434,435. Aunque la media de los recuentos leucocitarios en los individuos Duffy nulos es menor que en las poblaciones de comparación, los recuentos absolutos de neutrófilos están generalmente por arriba de la gama asociada con infecciones recurrentes. La proteína de Duffy sirve como sitio de unión para Plasmodium vivax, lo que hace que los individuos Duffy nulos sean resistentes a esta forma de paludismo. Es interesante señalar que el antígeno Duffy se une también a una variedad de quimiocinas, así como al VIH-1, y recientemente se ha demostrado que el estado Duffy nulo afecta a la patogenia del VIH/SIDA al aumentar el riesgo de contraer la infección, pero retrasando la progresión de la enfermedad436.


La agranulocitosis genética infantil, conocida también como neutropenia congénita grave (NCG)437, fue descrita por vez primera por Kostmann como un trastorno autosómico recesivo caracterizado por parada de la maduración del granulocito e infección grave con muerte en la lactancia. En la actualidad, la mayoría de los pacientes con NCG responden bien al tratamiento con G-CSF, lo que sugiere que el receptor G-CSF (G-CSFR) y las vías de señalización posteriores están intactas, aunque se han descrito algunos pacientes, escasos, que no responden al G-CSF con una mutación en el dominio extracelular del G-CSFR437,438. Algunos pacientes con NCG exhiben una mutación somática adquirida que da lugar a truncamiento del C-terminal citoplásmico del G-CSFR, que no es la causa principal de neutropenia, sino que más bien parece asociarse con el desarrollo del síndrome mielodisplásico, leucemia mielógena aguda o ambos, posiblemente por bloqueo de la maduración celular sin disminuir la proliferación437,439. Curiosamente, la diversa colección de mutaciones genéticas que, según se ha demostrado, dan cuenta de NCG no afectan directamente a los componentes del sistema de señalización G-CSF/G-CSFR. Más de 50 variantes, predominantemente mutaciones de aminoácido, en el gen de la elastasa del neutrófilo (Ela2) dan cuenta de la mayoría de los casos de NCG autosómica dominante, así como de casi todos los casos de neutropenia cíclica437,440-443. Estudios recientes sugieren que la patogenia de la neutropenia en estos pacientes implica la acumulación de formas mutadas de elastasa del neutrófilo, lo que conduce a estrés del retículo endoplásmico, respuesta de proteína no desplegada, y muerte celular apoptótica444,445. Los pacientes con NCG autosómico recesiva, como en el árbol familiar original de Kostmann, no tienen mutaciones en Ela2, sino que más bien exhiben mutaciones en HAX1, proteína mitocondrial que puede funcionar como factor antiapoptótico446. Se han descrito algunos ejemplos infrecuentes de asociaciones de NCG con mutaciones en los genes de la proteína del síndrome de Wiskott-Aldrich (WASp), que está codificada en el cromosoma X, o el represor transcripcional GFI-1437. Se propone la muerte apoptótica de las células progenitoras mieloides como vía común final en relación con la variedad de mutaciones genéticas asociadas con la NCG437.


La neutropenia cíclica es un defecto autosómico dominante de la mielopoyesis raro, caracterizado por la desaparición periódica de los neutrófilos y otros elementos formes de la circulación447. Los precursores precoces de los granulocitos están presentes en la médula durante la neutropenia, lo que indica una detención transitoria de la maduración. La duración de la neutropenia es de 5-8 días, seguida de un período de 2-5 semanas con cantidades normales de neutrófilos circulantes. En cualquier paciente, las oscilaciones periódicas se revelan muy predecibles. Durante el estado neutropénico, el paciente experimenta estomatitis aftosa, fiebre, malestar general e infecciones cutáneas. La enfermedad se identifica en general durante la infancia y no existe mejoría con la edad. El tratamiento con G-CSF recombinante448 o con prednisolona a días alternos449 atenúa las oscilaciones en la maduración de los neutrófilos447. Tal como se ha comentado previamente, la neutropenia cíclica está causada por mutaciones en el gen Ela2 que codifica la elastasa del neutrófilo437,440-443, aunque sigue sin estar claro por qué algunas mutaciones en Ela2 causan neutropenia cíclica, mientras que otras llevan a NCG.









Síndromes de deficiencia de la adherencia leucocítica


La característica fundamental de los síndromes de deficiencia de la adherencia leucocítica (DAL) es la infección recurrente, prolongada y grave en presencia de una granulocitosis pronunciada. Los recuentos de neutrófilos en sangre son, a menudo, 2-20 veces mayores de lo normal, incluso en ausencia de infección. A pesar de esta granulocitosis impresionante, la formación de pus (acumulación de neutrófilos en los tejidos) es limitada, y los pacientes desarrollan abscesos que manifiestan los signos locales clásicos de infección levemente. Las características reflejan una alteración de la adherencia de las células afectadas dentro del sistema vascular y su incapacidad para emigrar hacia el tejido. Se han descrito dos tipos de DAL: DAL-1450, en el que la expresión de integrinas es anómala, y DAL-2451, en el que la expresión del ligando de selectinas principal sLex en los granulocitos está prácticamente ausente (v. fig. 8-3). In vivo, las células de los pacientes con deficiencia tipo 1 muestran una adherencia rodante normal, pero son incapaces de adherirse de manera firme a las paredes de las vénulas o de emigrar desde del sistema vascular 452. En cambio, las células que tienen una deficiencia tipo 2 no pueden adherirse a las vénulas estimuladas expuestas a las fuerzas de cizallamiento normales y no presentan adherencia rodante. Como la función de las integrinas se encuentra intacta, estas células pueden adherirse a la pared vascular y emigrar a los tejidos cuando las fuerzas de cizallamiento son bajas.


La DAL-1 aparece por mutaciones en el gen que codifica la subunidad CD18 de la integrina β2 y se hereda de forma autosómica recesiva. Cerca de 40 mutaciones diferentes en el gen INTG2 se han asociado a DAL-1453. A menudo existen antecedentes de consanguinidad y se han identificado fenotipos moderados y graves. Los pacientes con este síndrome suelen presentar infecciones prolongadas o recurrentes por Pseudomonas y estafilococos, que comienzan en la lactancia, a menudo en el período perinatal. Los pacientes con el fenotipo grave muestran una cicatrización deficiente de las heridas. Así pues, a menudo tienen un retraso en el desprendimiento del cordón umbilical, un signo clínico muy útil para el diagnóstico, y pueden desarrollar onfalitis. Las infecciones que afectan a los tejidos blandos, las mucosas y el intestino son habituales. Las infecciones cutáneas frecuentemente se necrosan. En principio, estas lesiones pueden parecer un ectima gangrenoso, para luego adoptar un aspecto más parecido al de una piodermia gangrenosa. Las personas afectadas que sobreviven a la lactancia desarrollan gingivitis aguda y luego crónica con la erupción de la primera dentición. La gingivitis persiste y da como resultado una hipertrofia gingival progresiva y una pérdida de hueso alveolar. Aunque la supervivencia hasta adultos no es rara, sobre todo en los pacientes con el fenotipo moderado, el 41% de los afectados muere antes de los 2 años de edad450-454.


La evaluación de la función de los neutrófilos muestra una alteración de la adherencia a sustratos artificiales, una quimiotaxis alterada in vivo e in vitro y una alteración del estallido respiratorio en respuesta a la ingestión de partículas recubiertas de iC3b, pero no de IgG425,450. Los neutrófilos afectados presentan un estallido anormal en el metabolismo oxidativo tras la estimulación con estímulos solubles, según el estímulo utilizado y la naturaleza de la asociación entre su receptor y el citoesqueleto455.


Los leucocitos de los pacientes con la expresión fenotípica grave de DAL-1 tienen menos del 0,3% de la cantidad normal de las tres integrinas β2, mientras que los pacientes moderadamente afectados presentan el 2,5-6% del nivel de expresión de integrinas de las personas sanas454. En los afectados, la expresión de superficie de las cadenas α y β es anómala, aunque la cadena α está presente en cantidades normales en la célula. La base predominante en este síndrome es la síntesis anómala de la cadena β, que altera el ensamblado intracelular del heterodímero αβ para el transporte del complejo molecular a la superficie de la célula456. El análisis molecular ha demostrado un espectro de mutaciones del gen β, que provocan anomalías que van desde la incapacidad para producir ARN mensajero (ARNm) en algunas personas con el fenotipo grave de la enfermedad, hasta la producción de un precursor de la proteína β de tamaño anormal y la ausencia de cualquier defecto evidente457.


Una variante rara de LAD, designada como LAD-1/variante o LAD-3, se caracteriza por infecciones precoces y recurrentes con leucocitosis pero ausencia de formación de pus, así como un trastorno hemorrágico tipo Glanzman458-461. Reconocido como trastorno de la señalización de integrinas hematopoyéticas en presencia de unas concentraciones normales de expresión de integrinas, esta variante se asocia con un conjunto complejo de defectos funcionales del neutrófilo que incluyen adherencia, quimiotaxis y actividad NADPH oxidasa. Algunos datos experimentales apuntan a una activación defectuosa de la GTPasa Rap1 pequeña460, aunque es controvertido460. Un trabajo reciente demuestra que los pacientes con la LAD-1/variante tienen mutaciones de truncamiento en el gen FERMT3, que codifica kindlin-3, que se halla presente junto con integrinas en adherencias focales de células hematopoyéticas462.


La DAL-2 es un trastorno autosómico recesivo descrito en tres familias árabes-israelíes en la vecindad de Nazaret y un niño turco463-466. Además de las complicaciones infecciosas observadas en los pacientes con DAL-1, estas personas tienen una apariencia facial característica, talla baja, microcefalia, retraso mental451,464 y el raro fenotipo sanguíneo Bombay (hh). Contraen infecciones bacterianas recurrentes, sobre todo neumonía, de aparición precoz. También se han notificado infecciones periodontales, otitis media y celulitis focal, pero no existe un microorganismo predominante en estas infecciones464. A los pacientes con DAL-2 les faltan glucoconjugados fucosilados, y su defecto subyacente parece radicar en una biosíntesis defectuosa de GDP-fucosa secundaria a una mutación en el gen que codifica el transportador de GDP-fucosa465. Aunque los fenotipos clínicos de los cuatro pacientes son similares, sólo el niño turco respondió al tratamiento con fucosa oral con una disminución de la tasa de infecciones, una menor leucocitosis y presencia de glucoconjugados fucosilados en sus neutrófilos466. Mientras que los tres pacientes árabes tenían la misma mutación de aminoácido, en la que la arginina reemplazaba a la treonina en el codón 308 (T308R), el niño turco presentaba una sustitución de cisteína por arginina en el codón 147 (R147C), lo que ofrece una correlación genética para las distintas características clínicas y bioquímicas. A pesar de la naturaleza generalizada del defecto, las células endoteliales de los pacientes con DAL-2 mantienen la adherencia por rodamiento de los neutrófilos in vitro, lo que demuestra que la fucosa no es absolutamente esencial para la función de los ligandos de la selectina L en el endotelio vascular465.


La evaluación in vivo de la función de los neutrófilos en los pacientes LAD-2 revela una alteración notable de la motilidad aleatoria y la migración dirigida. La respuesta oxidativa a un estímulo en partículas está dentro del intervalo normal, aunque es inferior al de las células normales evaluadas de forma simultánea. El acetato de forbol miristato, un estímulo soluble, también obtiene una respuesta oxidativa normal de estas células, aunque superior a la media. La cantidad de linfocitos, la distribución en subtipos y las respuestas mitógenas son normales, al igual que la actividad de los linfocitos citolíticos naturales451.









Defectos quimiotácticos


La quimiotaxis defectuosa de los neutrófilos se ha descrito en ciertos trastornos patológicos, en algunos casos como una anomalía aparentemente aislada y en otros asociada a la alteración de otras funciones de los neutrófilos. Algunos defectos (extrínsecos) son secundarios a factores humorales, ya sean disminuciones de la cantidad de sustancias quimiotácticas o presencia de inhibidores, mientras que otros se deben a anomalías intrínsecas celulares de los neutrófilos.






Anomalías extrínsecas


El trastorno en la quimiotaxis de los neutrófilos debido a factores extrínsecos puede ser causado por anomalías que afectan a la cascada del complemento. Aquí se incluyen deficiencias genéticas (C3, C5) y síntesis disminuida (cirrosis, kwashiorkor, prematuridad), hipercatabolismo y pérdidas aumentadas de proteínas séricas, como sucede en los pacientes con quemaduras graves. Algunos investigadores han observado una disminución de las respuestas quimiotácticas de los neutrófilos en los pacientes con diabetes mellitus, con independencia de la osmolalidad del suero. El defecto es leve y se demuestra con más facilidad en los pacientes con diabetes juvenil. La respuesta quimiotáctica de los neutrófilos en la diabetes puede restaurarse in vitro mediante la incubación con insulina467.


Los inhibidores de la quimiotaxis pueden expresar su efecto bien directamente en el fagocito o indirectamente neutralizando las propiedades quimiotácticas del complemento. La IgA polimérica es citófila para los neutrófilos y puede reducir de forma notable la quimiotaxis468. La quimiotaxis defectuosa se ha descrito en algunas enfermedades caracterizadas por inmunocomplejos circulantes, como la artritis reumatoide, el lupus sistémico eritematoso y la endocarditis bacteriana subaguda. Los sueros de casi el 40% de los pacientes con lupus sistémico eritematoso contienen un inhibidor específico de la actividad quimiotáctica derivada de C5, pero que no interfiere en la expresión de otras funciones mediadas por C5. Su presencia se correlaciona con la actividad de la enfermedad y el defecto quimiotáctico resultante con la predisposición aumentada de estos pacientes a la infección469. El inhibidor se ha identificado como el fragmento Bb del factor del complemento B y ejerce su efecto inhibiendo la interacción de C5a des Arg con coquimiotaxina en el suero470.


Se ha descrito un defecto en la quimiotaxis de los neutrófilos en pacientes con periodontitis juvenil, un trastorno familiar caracterizado por periodontitis que surge en ausencia de enfermedad dental grave471-473. El suero de algunos de estos pacientes contiene un inhibidor de la quimiotaxis y se ha postulado que el defecto resultante en la misma desempeña un papel en la patogenia de dicha enfermedad471. Además, los neutrófilos de algunos de estos pacientes tienen menos receptores quimiotácticos que las células de las personas no afectadas y se ha notificado una anomalía estructural aparente de ciertas isoformas del receptor quimiotáctico de péptidos formílicos474,475. De interés especial es la notificación de un defecto adquirido en la quimiotaxis de los neutrófilos en dos adultos con infección gingival por especies de Capnocytophaga. La erradicación de la infección produjo un regreso a la función normal de los neutrófilos. Los sonicados de Capnocytophaga y los filtrados del sobrenadante en el que ha crecido el microorganismo inhiben la respuesta quimiotáctica de los neutrófilos normales. Estos resultados indican que la quimiotaxis alterada asociada a algunas formas de la enfermedad periodontal puede deberse a la presencia de productos bacterianos inhibidores en la circulación476,477.


Se han descrito inhibidores quimiotácticos cuyo modo de acción parece ser la inactivación de las sustancias quimiotácticas en la enfermedad de Hodgkin, la sarcoidosis, la lepra y la cirrosis. Estos inhibidores suelen aparecer en niveles bajos en el suero normal y afectan de manera significativa a la quimiotaxis sólo cuando se encuentran presentes en concentraciones altas. Las infecciones cutáneas recurrentes y la quimiotaxis anómala de los neutrófilos también se han relacionado con un anticuerpo IgG antineutrófilo478.









Anomalías intrínsecas






Síndrome de Chédiak-Higashi


El síndrome de Chédiak-Higashi (SCH) es una rara enfermedad autosómica recesiva causada por mutaciones del gen LYST en el cromosoma lq42-43479. La enfermedad afecta a los lisosomas de los melanocitos, las células de Schwann, las células tubulares renales, las células tiroideas y todos los tipos de leucocitos (fig. 8-7). Los lisosomas gigantes y dismórficos ocasionan los signos físicos del albinismo oculocutáneo parcial, el nistagmo rotatorio, la neuropatía periférica y las infecciones recurrentes. Las anomalías de laboratorio consisten en anemia, leucopenia, trombocitopenia y destrucción intramedular de los elementos formes con elevaciones secundarias de lisozima en suero y deficiencias en hierro y folato. En algunos casos se produce una transformación impredecible de la enfermedad en una fase acelerada seudolinfomatosa, con hepatoesplenomegalia asociada, linfadenopatías e infiltración linfocítica de los órganos. La citotoxicidad mediada por los linfocitos T y los linfocitos citolíticos naturales está disminuida y los estudios han identificado defectos en la carga de péptidos del MHC de la clase II y la presentación de antígenos en las células obtenidas de pacientes con SCH480.





[image: image]

Figura 8-7 Neutrófilo y linfocito de un paciente con síndrome de Chédiak-Higashi.


Obsérvense los grandes gránulos citoplásmicos dismórficos (flecha).




Los neutrófilos de los pacientes con SCH presentan respuestas quimiotácticas defectuosas481 y, aunque la ingestión microbiana se produce normalmente, la supervivencia intracelular de las bacterias está prolongada en general. Los índices de destrucción bacteriana son más bajos durante los primeros 20 minutos de contacto in vitro, pero se acercan a los niveles normales a las 2 horas, lo que refleja en apariencia un retraso en la liberación de las enzimas lisosómicas en las vacuolas fagocíticas482. Como el estallido metabólico es normal, el defecto en la destrucción intracelular parece ser resultado del retraso de la desgranulación en el fagolisosoma en desarrollo482.


Aunque las infecciones son comunes en los pacientes con este síndrome, también aparece una morbilidad significativa por la neuropatía periférica progresiva provocada por la disfunción axonal483. El defecto celular primario en el SCH radica en la función de un regulador del movimiento de los lisosomas, el producto del gen LYST484,485, que es esencial para la ordenación normal de las vesículas en la vía endosómica.


El tratamiento actual de los pacientes con SCH comprende principalmente el uso profiláctico de antibióticos como trimetoprima-sulfametoxazol y cuidados de mantenimiento. El trasplante de médula ósea es un tratamiento eficaz para los síntomas progresivos crónicos y la fase avanzada de la enfermedad, pero tiene poco efecto o ninguno sobre la neuropatía periférica486,487.









Hiperinmunoglobulinemia E con quimiotaxis alterada (síndrome de Job)


El síndrome de Job, según se describió en un principio, es una afección de mujeres de tez blanca y pelirrojas, caracterizada por eczema, abscesos estafilocócicos cutáneos «fríos» y recurrentes, sinusitis y otitis media488,489. Sin embargo, el trastorno también ocurre en varones y afroamericanos490. Además de la infección estafilocócica cutánea, son comunes las neumonías recurrentes por S. aureus, H. influenzae o S. pneumoniae, lo que de modo no infrecuente lleva a neumatoceles. Otras características clínicas observadas en algunas pacientes incluyen candidiasis mucocutánea, aneurismas de la arteria coronaria, lesiones cerebrales, rasgos faciales toscos con un puente nasal ancho y una variedad de manifestaciones esqueléticas, como hiperextensibilidad articular, retraso en la deciduación dental, escoliosis, fracturas patológicas y malformación de Chiari de la base del cráneo. Los pacientes tienden a tener una eosinofilia de ligera a moderada y los neutrófilos de la mayoría presentan una quimiotaxis alterada491,492, aunque esta característica es variable, lo que aparentemente se correlaciona con la intensidad del eczema, y detectable en algunos pacientes principalmente durante las recidivas de la dermatitis. Las células mononucleares de estos pacientes, no así de las personas sanas o los pacientes atópicos, producen de forma espontánea un factor que inhibe las respuestas quimiotácticas de los neutrófilos normales y los monocitos493. Todos los pacientes tienen niveles séricos muy elevados (10 veces más de lo normal) de IgE, de ahí la designación de síndrome de hiper-IgE, debido sobre todo a un índice catabólico fraccional disminuido de esta inmunoglobulina494. Se han demostrado anticuerpos IgE antiestafilocócicos y anti-Candida en el suero de los pacientes con síndrome de Job, pero no en controles sanos ni en pacientes con IgE elevada debida a una enfermedad atópica o una infección parasitaria o en personas con infecciones estafilocócicas crónicas. Los anticuerpos antiestafilocócicos de la clase IgM también se encuentran elevados en el suero de estos pacientes, mientras que la IgA específica está baja y el nivel de IgG no es distinto del de los controles sanos. La infección se correlaciona inversamente con las concentraciones de IgE específica, IgA e IgM, e indica que estos anticuerpos ejercen normalmente un efecto protector en vez de un efecto permisivo contra los estafilococos495. Parece, por tanto, que el síndrome de Job no representa un defecto intrínseco de la función del neutrófilo, sino que es más bien el resultado de una regulación inmunitaria anómala.


Estudios en profundidad de la señalización proinflamatoria han llevado al concepto de que los leucocitos de los pacientes con hiper-IgE tenían una transducción defectuosa en las señales mediadas por citocinas, por ejemplo, a través de la vía Janus cinasa (JAK)-transductor de señales y activador de la transcripción (STAT). En efecto, se ha demostrado recientemente que mutaciones en el gen STAT3 comprenden la causa predominante del síndrome esporádico y familiar de hiper-IgE496,497. Mutaciones específicas, que se agrupan en el dominio de unión al ADN o en el dominio 2 de homología Src (SH2), comprenden mutaciones de aminoácidos o supresiones en el marco. Se anticipa que estas formas mutantes expresadas de la proteína STAT3 ejercen un efecto dominante-negativo sobre la señalización JAK-STAT, lo que explicaría el modo autosómico dominante de la herencia en la mayoría de los casos familiares. Sin embargo, algunos árboles familiares de hiper-IgE manifiestan un patrón de herencia autosómica recesiva, que no parece asociarse con mutaciones en STAT3497,498, y una variante con elevación ligera de las concentraciones de IgE se asocia con una deficiencia en tirosina cinasa 2499.


En términos de opciones de tratamiento, en un ensayo clínico bien controlado se estableció que el levamisol, que mejoraba la función de los neutrófilos en algunos pacientes con síndrome de Job, no es eficaz, y de hecho se asocia a un incremento del número de infecciones500. Así pues, el tratamiento debe dirigirse hacia la detección precoz de la infección, el tratamiento prolongado con los antibióticos apropiados y el drenaje quirúrgico precoz de los abscesos, teniendo en cuenta su tendencia a no presentar las características habituales de las reacciones inflamatorias489,490.









Otros trastornos


Se ha descrito un defecto leve y variable en la quimiotaxis de los neutrófilos en los pacientes con síndrome de Kartagener (cilios inmóviles), en el que existe una anomalía en la unión entre los microtúbulos y los cilios501. Se ha descrito un defecto adquirido, pero reversible, en la función de los neutrófilos junto con hipofosfatemia grave (fosfato sérico <1 mg/dl) causada por una hiperalimentación sin fosfatos. Se cree que el defecto en estas células deriva de la incapacidad para generar ATP a partir de la glucólisis anaerobia502.















Fagocitosis anormal


La opsonización defectuosa aparece con las deficiencias, heredadas o adquiridas, de los componentes iniciales del complemento (sobre todo C3) o inmunoglobulinas. Desajustes similares acompañan a las paraproteinemias y a algunos trastornos neoplásicos y no neoplásicos caracterizados por hipoglobulinemia o hipocomplementemia. Los pacientes con estos tipos de trastornos opsónicos presentan a menudo infecciones recurrentes por bacterias encapsuladas, sobre todo neumococos y Haemophilus influenzae. La infección por estos microorganismos en una persona esplenectomizada puede manifestarse como una bacteriemia o meningitis fulminante, acompañada de coagulación intravascular diseminada503.


En 1968, Miller y cols.504 observaron que el suero del 5-7% de la población era defectuoso para opsonizar la levadura del pan. Algunas de estas personas sufrían infecciones recurrentes de las vías respiratorias altas y otras presentaban diarrea crónica asociada con retraso del crecimiento. El origen de este defecto permaneció sin aclarar hasta 1989 cuando Super y cols.505 descubrieron que la concentración de la proteína de unión a manano (MBP, también denominada lectina de unión a manano o MBL) se encontraba reducida en los pacientes afectados. La MBP/MBL actúa favoreciendo la activación del complemento por una vía distinta que afecta a las proteasas séricas asociadas a MBL (MASP), lo que da lugar al depósito del complemento en las superficies ricas en manosa. La base molecular habitual en esta función defectuosa de la MBL es una mutación puntual que da como resultado la sustitución en el exón 1 de un residuo de glicina por ácido aspártico, un cambio que se ha propuesto que interfiere en la formación de la triple hélice de MBP, con la consiguiente retención y degradación intracelular de la proteína506. Sin embargo, hay una considerable diversidad en el locus MBL, con siete haplotipos y tres mutaciones de aminoácidos conocidas que se asocian con deficiencia de MBL en individuos homocigotos o heterocigotos507. En estudios prospectivos bien controlados se indica que la deficiencia en MBL comporta sólo un aumento modesto en el riesgo de infección, que se manifiesta de modo más manifiesto en niños con edades comprendidas entre 6 y 18 meses, al parecer porque han perdido el anticuerpo materno pero no son aún capaces de generar respuestas de anticuerpos a los antígenos hidrocarbonados de las bacterias encapsuladas507.









Defectos en la destrucción intracelular


La actividad microbicida intracelular alterada en los neutrófilos puede ser consecuencia de una oxidasa anormal del estallido respiratorio o de la falta de suministro de enzimas granulares activas. Las enfermedades en las que se han definido bien defectos microbicidas representan trastornos heredados508,509. Aunque se han descrito disminuciones funcionales de la destrucción microbiana en pacientes con algunas enfermedades adquiridas inflamatorias, metabólicas y malignas, nunca se han confirmado ampliamente dichas observaciones ni se han definido a nivel bioquímico.






Estallido respiratorio anormal






Enfermedad granulomatosa crónica


Los pacientes con el trastorno hereditario conocido como enfermedad granulomatosa crónica (EGC) presentan de forma característica infecciones piógenas recurrentes y a menudo graves, una respuesta tisular granulomatosa y una actividad microbicida de los fagocitos alterada debido a la ausencia de actividad de la oxidasa de la explosión respiratoria510-514. Aunque en principio se describió como un trastorno ligado al cromosoma X, con afectación de los varones y las madres y hermanas como portadoras heterocigóticas, la EGC se puede transmitir con el patrón hereditario de un trastorno autosómico o ligado al cromosoma X, según el defecto molecular515. Los avances notables en los componentes y la regulación de la oxidasa dependiente del NADPH, posibilitados por el desarrollo del análisis en células rotas516,517, proporcionaron también a los investigadores un medio para clasificar las diversas formas de EGC (tabla 8-3).




Tabla 8-3 Tipos genéticos de enfermedad granulomatosa crónica


[image: image]




El componente unido a la membrana de la oxidasa NADPH es el flavocitocromo b558 heterodimérico. El gen de la subunidad grande (gp91phox) se localiza en el cromosoma X y es el lugar de mutación en todos los pacientes con EGC ligada al cromosoma X187,515,518-520. Las mutaciones se producen rara vez (menos del 5% de los casos con EGC) en el gen de la subunidad pequeña del flavocitocromo (p22phox), que se ubica en el cromosoma 16520. En la mayoría de los casos, la deleción o las mutaciones finalizadoras en el marco de lectura dan como resultado una falta de síntesis de la subunidad afectada del flavocitocromo. Cuando una subunidad se encuentra ausente, no se inserta en la membrana ni se detecta el espectro característico del hemo con su pico a 558 nm521,522. En linajes aislados, mutaciones de aminoácido producen la síntesis de formas afuncionales del flavocitocromo523 no funcional, especialmente cuando los defectos están presentes en dominios funcionales críticos, como el lugar de unión de NADPH o flavina. Las mutaciones también incluyen alteraciones en el lugar del citocromo para anclar p47phox, dejando a las células afectadas incapaces de unirse a una oxidasa funcional524. Linajes raros de EGC ligados al cromosoma X se asocian con mutaciones en la región promotora del gen gp91phox525.


En la mayoría de los pacientes con EGC de herencia autosómica, los neutrófilos no tienen el componente p47phox de la oxidasa citosólica511-526. Las mutaciones en el gen p47phox son responsables de hasta una cuarta parte de todos los casos de EGC. A diferencia de las mutaciones en el flavocitocromo b, que comprende muchas lesiones diferentes, la mayoría de los ejemplos de deficiencia de p47phox185,527-529 obedecen a una deleción específica de dos bases (guanina-timina) en un lugar de corte y empalme del exón, que da como resultado un marco de lectura y una terminación precoz de la traducción. La mayoría de los pacientes estudiados hasta la fecha parecen ser homocigotos para esta deleción, aunque se han descrito ejemplos de heterocigotos para esta mutación y otra deleción del marco de lectura, corte y empalme o mutaciones sin sentido, o son normales en el locus del sitio de corte y empalme, pero tienen otras mutaciones185,528,529. La alta prevalencia de esta deleción de GT, presente también en un seudogén homólogo en el cromosoma 7, puede reflejar la recombinación de secuencias normales y del seudogén530,531. Las mutaciones en el gen de p67phox son menos comunes y tal vez representan el 5% de los casos de EGC526. La proteína p67phox suele estar ausente y se han descrito varias mutaciones específicas513,532. En una familia, un alelo p67phox con una deleción de un triplete de nucleótidos produjo una pérdida en el marco de un residuo de lisina que, según se demostró in vitro, alteraba la unión p67phox-Rac533.


En todos los casos definidos de manera exhaustiva hasta la fecha, el fenotipo de la EGC se explica por un defecto en un gen de uno de los cuatro componentes peptídicos de la oxidasa: las dos subunidades del flavocitocromo b y las proteínas citosólicas p47phox y p67phox. Estos resultados subrayan los papeles críticos que cada una de estas proteínas desempeña en la función de la oxidasa. Hace poco se ha descrito una familia con una anomalía genética en Rac2534-536. La mutación de aminoácido observada en ella daba como resultado la síntesis de una forma dominante-negativa inhibidora de la proteína Rac2. El fenotipo clínico comprende infecciones recurrentes y una explosión respiratoria anómala, pero es mucho más complejo que la EGC clásica, que incluye anomalías adicionales en la función del neutrófilo.


A pesar de la heterogeneidad genética, el fenotipo bioquímico común a todas las formas de EGC es la incapacidad de las células fagocíticas para generar una explosión respiratoria en respuesta a estímulos fagocíticos o solubles. Como no se forman productos microbicidas derivados del oxígeno (p. ej., superóxido, peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo, ácido hipocloroso), existe un defecto grave en la destrucción intracelular de los microorganismos ingeridos. Los organismos catalasa-negativos, por ejemplo el neumococo y otros estreptococos, se destruyen en general por los neutrófilos en la ECG porque el peróxido de hidrógeno microbiano se acumula en la vacuola fagocítica y reconstituye básicamente el sistema defectuoso MPO-peróxido de hidrógeno-haluro. El fundamento de esto es doble: 1) los microbios que no producen catalasa también son incapaces de sintetizar otras enzimas hemo y, por tanto, utilizar las vías de la flavoproteína que generan peroxidasa como un producto intermediario en el metabolismo oxidativo, y 2) el peróxido generado puede acumularse porque no hay catalasa para degradarlo. La conservación de la actividad microbicida de las células en la EGC contra los microorganismos catalasa-negativos se traduce en la ausencia de las principales infecciones clínicas ocasionadas por estas especies microbianas en los pacientes con EGC.


En general, las manifestaciones clínicas de las diferentes formas genéticas de EGC son bastante similares, aunque hay datos de una evolución más grave en las ligadas al cromosoma X, en comparación con la enfermedad de herencia autosómica510. Las complicaciones infecciosas comienzan a menudo en la lactancia y son recurrentes durante la infancia y la adolescencia. En los pacientes que sobreviven hasta la edad adulta, puede haber una gravedad clínica menor. En ocasiones, existe un curso clínico relativamente leve durante la infancia y algunos pacientes no son vistos por el médico hasta que son adolescentes o incluso adultos511,537,538. Las infecciones pueden afectar prácticamente a cualquier órgano, pero las manifestaciones más habituales consisten en linfadenitis supurativa, abscesos subcutáneos, neumonía, abscesos pulmonares, abscesos hepáticos y osteomielitis. La estomatitis, blefaritis y dermatitis piógenas son problemas recurrentes con frecuencia. Los patógenos más característicos son Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Burkholderia cepacia y especies de Aspergillus, aunque una gran variedad de otras bacterias catalasa-positivas y hongos también pueden producir la enfermedad. Algunas infecciones, como la osteomielitis por Serratia y la neumonía por Aspergillus, son muy sugerentes del diagnóstico de EGC. En un estudio de infección por Aspergillus nidulans en un modelo de ratón con p47phox defectuoso, se señaló que la catalasa podía no ser un factor de virulencia fúngica significativo en los huéspedes con alteración de la función oxidasa539, pero esta observación probablemente refleje la falta de generación de peróxido de hidrógeno por Aspergillus. La presencia de catalasa representa un determinante de virulencia sólo cuando el patógeno tiene el potencial de generar peróxido de hidrógeno.


Las infecciones en pacientes con EGC pueden seguir una evolución aguda, pero más a menudo se observa una progresión subaguda o crónica con cicatrización deficiente de las heridas, una respuesta inflamatoria mixta aguda y crónica y la formación de granulomas. La base de la inflamación granulomatosa no está clara, pero se cree que se relaciona en parte con la persistencia de microorganismos intracelulares viables. Sin embargo, estudios en un modelo animal de ECG de aspergilosis pulmonar indican que la respuesta hiperinflamatoria no es totalmente dependiente de la infección persistente porque se observa en respuesta a hifas estériles de Aspergillus540. En ciertos tejidos se pueden desarrollar lesiones obstructivas, como en la enfermedad xantogranulomatosa del tracto urinario541 o la afectación granulomatosa intestinal, que recuerda a la enfermedad de Crohn542,543. La afectación perirrectal con fisuras o masas inflamatorias es una manifestación bastante común.


La exploración física de los pacientes con EGC revela a menudo dermatitis, linfadenitis, hepatoesplenomegalia y retraso de los índices normales de crecimiento y desarrollo. Los estudios sistemáticos de laboratorio pueden indicar una anemia asociada a inflamación crónica, leucocitosis moderada (en general 15.000-20.000 células/mm3), hiperglobulinemia y aumento de los marcadores inflamatorios. El examen anatomopatológico de los tejidos infectados muestra a menudo masas inflamatorias con granulomas que pueden o no progresar a áreas de necrosis franca, algunas veces con abscesos bien definidos. Se encuentran histiocitos rellenos de lípidos en el hígado, el bazo, los ganglios linfáticos, el intestino y otros tejidos de algunos pacientes con EGC.


El diagnóstico de la EGC puede establecerse por medio del análisis de alguno de los productos de la explosión respiratoria de los neutrófilos. Un método tradicional es la prueba del azul de nitrotetrazolio (NBT). Los neutrófilos que se adhieren al cubreobjetos del microscopio se estimulan en presencia de NBT, un colorante amarillo soluble que se reduce por el superóxido a formazán, un precipitado insoluble que tiñe las células de azul oscuro o negro. En las personas normales sanas de control, básicamente el 100% de los neutrófilos se tiñe con NBT. En cambio, los neutrófilos de los pacientes con EGC son todos NBT-negativos, mientras que las portadoras femeninas de EGC ligada al cromosoma X presentan una mezcla de células NBT-positivas y negativas, debido a la expresión de sólo uno de los cromosomas X en cualquier célula somática femenina (lionización). Aunque la distribución media de los dos tipos celulares en las portadoras femeninas es 50:50, se produce una desviación hacia una mayor proporción de una de ellas, ya sean las defectuosas (EGC) o las normales544. La mayoría de las portadoras femeninas de EGC tiene buena salud y unas defensas de huésped normales, pero algunas manifiestan un síndrome cutáneo similar al lupus discoide, un lupus eritematoso sistémico florido o infecciones recurrentes511,545. Las manifestaciones clínicas en las portadoras son más probables cuando la lionización se desvía hacia los neutrófilos de tipo EGC.


En la última década, se ha dispuesto de modo más generalizado de análisis de fluorometría sensibles para identificar a los pacientes con EGC y a las portadoras de la forma ligada al cromosoma X de la enfermedad. El sistema más sensible usa la sonda fluorescente dihidrorrodamina 123 (DHR) en un análisis de citometría de flujo546. El análisis con DHR es suficientemente sensible para detectar poblaciones de células normales de apenas el 0,1%, se ha aplicado para cuantificar y monitorizar la subpoblación de células y funciona en general tras la terapia génica. Las portadoras de EGC ligada al cromosoma X pueden ser identificadas fácilmente y cuantificarse su grado de lionización mediante el análisis con DHR. No obstante, en el diagnóstico de la EGC se recomienda que los análisis con DHR anómalos sean confirmados con el análisis de NBT, ya que el primero depende de diversas variables, incluida la cantidad de MPO en los neutrófilos547, lo que permite la posibilidad de que personas con una deficiencia completa de MPO sean diagnosticadas incorrectamente como casos de EGC.


El tratamiento de los pacientes con EGC se basa en gran medida en el diagnóstico precoz y el tratamiento intensivo de las infecciones548. El diagnóstico microbiológico específico debe establecerse cuando sea posible y, si es necesario un tratamiento empírico, debe dirigirse contra los patógenos encontrados habitualmente en tales pacientes (es decir, S. aureus, ciertos bacilos gramnegativos, Aspergillus). Las incisiones quirúrgicas y el drenaje son precisos a menudo, aunque el cirujano puede encontrar una masa inflamatoria granulomatosa en vez de un absceso aislado. Las lesiones obstructivas de los tractos gastrointestinal y genitourinario responden con frecuencia a los esteroides543, que, utilizados de manera limitada, no parece que aumenten notablemente el riesgo de infección secundaria. Ya que no se ha confirmado la utilidad de las transfusiones de granulocitos, éstas no suelen estar recomendadas, aunque se puede considerar su uso en infecciones graves que no responden al tratamiento estándar. El uso profiláctico de antibióticos aporta un claro beneficio a los pacientes con EGC. El fármaco preferido es trimetoprima-sulfametoxazol, aunque las penicilinas semisintéticas antiestafilocócicas o las cefalosporinas se consideran buenas alternativas para los pacientes intolerantes a las sulfamidas. Un estudio reciente señaló que el uso de itraconazol profiláctico resulta eficaz para reducir la incidencia de micosis en los pacientes con EGC549. En los pacientes que presentan infecciones a pesar del uso de antibióticos profilácticos, debe considerarse seriamente el uso de IFN-γ recombinante. En un ensayo aleatorizado controlado, este fármaco, administrado a dosis de 50 μ/m2 tres veces a la semana por vía subcutánea, redujo en un 72% la incidencia de infecciones graves, con independencia de la forma genética de la enfermedad y con relativamente pocos efectos secundarios550. Los resultados del tratamiento a largo plazo con IFN-γ (hasta 9 años de seguimiento) han continuado siendo favorables y se considera que esta modalidad es un pilar principal en la atención de una gran proporción de pacientes con EGC551. A pesar de los efectos notificados del IFN-γ en el metabolismo oxidativo y la actividad microbicida de los fagocitos en la EGC552-554, su mecanismo de acción en los pacientes no está claro555. En una familia con un defecto en el dominio regulador de la subunidad gp91phox del flavocitocromo b558, la citocina parece estimular la expresión del gen y restaurar la síntesis del flavocitocromo y su función a valores normales556, aunque éste no es el mecanismo de acción en la mayoría de los pacientes.


La reconstitución a largo plazo de la función fagocítica normal en los pacientes con EGC se puede conseguir con el trasplante de la médula ósea557. Sin embargo, la morbilidad y mortalidad de esta forma de tratamiento son elevadas y los resultados en varios pacientes de EGC han sido variables. La transferencia genética podría ser, por último, el medio preferido para el tratamiento definitivo. La restitución in vitro de la función de la oxidasa en las células de la EGC se ha alcanzado en varios sistemas, incluidas las células progenitoras CD34+ de sangre periférica de personas con deficiencia de p47phox o p67phox558,559. Es muy prometedora la publicación de los estudios de Malech y colaboradores560, en los que cinco pacientes con deficiencia de p47phox alcanzaron una restitución amplia, aunque de bajo nivel, de la función oxidasa in vivo561. Vectores mejor orientados y regímenes de acondicionamiento especializados ofrecen la promesa de una corrección duradera de la disfunción de la oxidasa con terapia génica en el futuro515,562. En la siguiente sección sobre tratamiento se presenta una discusión sobre el trasplante de médula ósea y el tratamiento génico en pacientes con EGC. El pronóstico de los pacientes con EGC ha mejorado de forma considerable en los últimos 20 años, basado en la mejora del diagnóstico, tratamiento agresivo de las infecciones y planteamientos preventivos para prevenir las complicaciones infecciosas.






Deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa


Aunque la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) de los eritrocitos y los leucocitos es producto del mismo gen, la forma común de la deficiencia de G6PD, que se manifiesta como una anemia hemolítica en afroamericanos, no se relaciona con una disfunción de los neutrófilos. Esta discrepancia refleja el hecho de que los genes mutados de G6DP codifican generalmente formas inestables de la enzima, cuya actividad disminuye lentamente en un período de tiempo que excede con mucho la esperanza de vida de los neutrófilos. La disfunción de los neutrófilos se presenta, no obstante, en casos raros de deficiencia de G6PD en personas de raza blanca a las que les falta o tienen menos del 5% de los niveles normales de G6PD. La función neutrófila es anómala en este trastorno porque en ausencia de G6PD, la glucosa no puede metabolizarse a través de la vía de las hexosas monofosfato y, en consecuencia, el NADPH no puede regenerarse desde el NADP para mantener la actividad de la oxidasa. Aparte de la presencia de una anemia hemolítica, las manifestaciones clínicas, de laboratorio y genéticas (ligadas al cromosoma X) pueden ser bastante similares a las de la EGC. Las pruebas de NBT y DHR son anormales, al igual que los otros parámetros de la explosión respiratoria. La incapacidad del azul de metileno para estimular la actividad de la vía de las hexosas monofosfato y el bajo nivel de G6PD distinguen este defecto de la EGC clásica563.















Deficiencia de mieloperoxidasa


Aunque se consideraba un trastorno raro, la deficiencia hereditaria de MPO en los neutrófilos se asume ahora como el más habitual de todos los trastornos funcionales conocidos de los neutrófilos, con una frecuencia entre los individuos con recuentos leucocitarios realizados de 1 por cada 2.000-4.000 personas de los EE.UU. o Europa, con una menor prevalencia (∼1 por cada 55.000) en Japón564. Esta discrepancia se explica porque la inmensa mayoría de tales personas están sanas, y la detección de dicho trastorno se ha facilitado enormemente por el uso amplio de las técnicas de citometría de flujo, que utilizan la tinción con peroxidasa para determinar los recuentos diferenciales de leucocitos565. La peroxidasa de los eosinófilos, producto de un gen distinto, es normal en este trastorno. Se ha notificado una forma de herencia autosómica recesiva, pero el patrón hereditario es mucho más complejo y probablemente refleje la heterogeneidad de los genotipos responsables566. Cuando se han identificado infecciones graves en individuos con deficiencia de MPO, con frecuencia han sido candidiasis sistémicas en el marco de una diabetes mellitus concurrente508,509,567.


La actividad antimicrobiana está alterada en los neutrófilos con deficiencia en MPO, que no logran destruir muchas cepas de Candida568 y exhiben un retraso en la acción bactericida frente a una variedad de bacterias, incluidos patógenos comunes como S. aureus y E. coli (v. revisión por Nauseef161). La quimiotaxis, la fagocitosis y la desgranulación son normales, pero la explosión respiratoria está potenciada. El metabolismo oxidativo superior a lo normal en los neutrófilos deficientes en MPO puede implicar una contribución de la inactivación dependiente de MPO del sistema oxidasa en las células normales256, así como aportar una posible explicación del fracaso de los sujetos con déficit de MPO para sufrir una mayor morbilidad o mortalidad por la infección. En línea con esta última noción, los datos in vitro demuestran que los neutrófilos con déficit de MPO tienen una actividad antimicrobiana compensadora no observada en los neutrófilos normales569.


La MPO normal es el producto de un solo gen en el cromosoma 17. El procesamiento postranslacional del producto glucosilado (89 kDa) del gen primario da como resultado una molécula madura que contiene una cadena pesada α (59 kDa) y cadenas ligeras β (13,5 kDa)509,570,571. El modelo estructural actual indica que la cadena de MPO madura tiene una estructura (αβ)2 y que el procesamiento y la orientación hacia el lisosoma son independientes del sistema receptor de manosa-6-fosfato (v. revisión por Hansson y colaboradores572). La mayoría de los pacientes con deficiencia de MPO tienen un defecto en el procesamiento de un producto aberrante de la traducción, de forma que sus neutrófilos poseen datos inmunoquímicos de un precursor de MPO, pero no de la proteína madura573,574. Sin embargo, en un estudio se describió un paciente con un defecto previo a la traducción que producía deficiencia de MPO575, lo que subraya la heterogeneidad de los defectos moleculares que causan este trastorno. Se han identificado varias mutaciones de aminoácidos en la secuencia codificadora de MPO en personas con deficiencia heredada574,576-581, y es probable que otras mutaciones adicionales no identificadas estén en la base de este trastorno habitual566,582.


La deficiencia de MPO también ha sido reconocida como un defecto adquirido que acompaña a algunos trastornos mieloproliferativos, sobre todo a la leucemia mieloide aguda. En el estado leucémico, pero no en el preleucémico, esta deficiencia se asocia a un mayor riesgo de infección. Sin embargo, los estudios en grandes poblaciones indican que la deficiencia de MPO puede predisponer a la infección o a un aumento de la inflamación583 e influir en el riesgo de neoplasias malignas584,585. En los modelos murinos con deficiencia de MPO se ha implicado su contribución al riesgo de candidiasis586, aterosclerosis587, enfermedad del sistema nervioso central588 y vasculitis589-591. Los polimorfismos en la región promotora del gen de la MPO pueden influir sobre las consecuencias clínicas de la fibrosis quística592 o en el riesgo relativo de enfermedades del sistema cardiovascular593-598, tracto gastrointestinal599 y sistema nervioso central600-605 y de cáncer606-610.









Deficiencia de gránulos específicos


La ausencia de gránulos específicos se ha diagnosticado en cinco pacientes con infecciones recurrentes611. El recuento leucocítico periférico en estos pacientes es normal cuando no están infectados y el diagnóstico se establece por la ausencia aparente de gránulos intracelulares con la tinción de Wright porque los gránulos específicos pero no los primarios toman la tinción de Wright. El examen en profundidad revela una morfología nuclear bilobulada con bloques y hendiduras nucleares. Los eosinófilos también están afectados en este trastorno612. El contenido de gránulos específicos (es decir, lactoferrina, proteína de unión a la vitamina B12) está ausente, al igual que la fosfatasa alcalina de la membrana611. Sorprende que los neutrófilos de los pacientes afectados estén casi completamente desprovistos de defensinas, unas proteínas que constituyen habitualmente un tercio del contenido de los gránulos azurófilos613. Sólo las células mieloides están afectadas, ya que el contenido en lactoferrina de la secreción nasal y de las lágrimas es normal614.


Se ha identificado la base molecular de la deficiencia de gránulos específicos y explica lógicamente el fenotipo bioquímico que afecta a múltiples productos génicos. La proteína épsilon de unión a CCAAT/potenciadora (C/EBP[image: image]), un miembro de la familia de proteínas C/EBP[image: image] de factores de transcripción que se expresan en las células mieloides y los linfocitos T615, es defectuosa en los pacientes con deficiencia de gránulos específicos616. Una pequeña deleción en el segundo exón del gen C/EBP[image: image] da lugar a un cambio en el marco y a la producción de una proteína truncada a la que le falta el dominio de dimerización esencial616. Como resultado de estos cambios, existe una mielopoyesis defectuosa a nivel de la transición del promielocito. Los defectos en C/EBP[image: image] afectan a la expresión de las proteínas de los gránulos secundarios de los eosinófilos, así como a los de los neutrófilos617, y provocan diversos defectos funcionales, entre ellos la ausencia de expresión de los gránulos terciarios y una quimiotaxis anómala, tanto en seres humanos afectados como en el modelo murino con desactivación génica618-620.












Tratamiento de los defectos de los neutrófilos






Profilaxis antimicrobiana


Las infecciones graves y recurrentes que surgen en muchas personas con una función neutrófila anormal han hecho que la administración preventiva de antimicrobianos sea habitual, a pesar de los problemas con la colonización y la infección por microorganismos resistentes. La prevalencia baja de estos trastornos ha complicado los ensayos controlados de profilaxis con antibióticos. Sin embargo, se acepta generalmente que el espectro antimicrobiano amplio de la trimetoprima-sulfametoxazol contra las bacterias grampositivas y gramnegativas, junto con su penetración y concentración en los neutrófilos, probablemente explique su eficacia evidente en la reducción de infecciones en los pacientes con EGC. El tratamiento antimicrobiano preventivo en los pacientes con EGC se ha asociado a un aumento del intervalo medio sin infecciones en 9,6-40 meses548. Se ha prestado atención al efecto de los antibióticos en los mecanismos de destrucción intracelular, con la demostración de que los estafilococos expuestos a concentraciones subletales de antibióticos activos sobre la pared celular durante un corto tiempo se destruían más rápido por los neutrófilos que los estafilococos que crecían en ausencia de antibióticos. La mejoría de la destrucción obedecía a una potenciación de los mecanismos bactericidas no oxidativos y era específica del microorganismo y el antibiótico. Se desconoce el significado de estos resultados para el tratamiento del paciente. En un estudio aleatorizado y controlado con ciclos alternativos de fármaco y placebo administrados a 39 pacientes con EGC, se constató una incidencia de una micosis grave y ninguna superficial durante los ciclos de tratamiento con itraconazol, frente a 7 micosis graves y 5 superficiales durante los ciclos con placebo549, lo que indica la utilidad del itraconazol preventivo, sobre todo en los pacientes con EGC que han experimentado infecciones fúngicas previas.









Transfusiones de granulocitos


Las transfusiones de granulocitos se han usado de manera terapéutica en pacientes con granulocitopenia febril. En teoría, para conseguir un recuento de neutrófilos en sangre de 1.000 células/mm3 después de la transfusión, se necesitan unos 1 × 1010 neutrófilos diarios, lo que refleja el contenido de neutrófilos en 2-3 l de sangre para un adulto medio. Sin embargo, muchos pacientes no muestran un aumento significativo del recuento leucocítico tras la transfusión de este número de células621,622. Se han diseñado dos métodos básicos para la obtención: centrifugación y filtración por leucoaféresis. El primer método utiliza las diferencias en la densidad entre las células sanguíneas para lograr su separación. La filtración se basa en la capacidad de los neutrófilos para adherirse a la lana de nailon y separarse así de las otras células. Las células obtenidas por ambos procedimientos son funcionales tanto in vitro como in vivo, pero las que se obtienen por leucoaféresis muestran vacuolización citoplásmica y distorsiones de la superficie, así como una pérdida del contenido granular y reducción de la capacidad bactericida. Además, hasta el 75% de los receptores de células obtenidas por leucoaféresis tiene reacciones transfusionales, sobre todo fiebre y escalofríos, frente al 15% de los receptores de células obtenidas por centrifugación622. Si se dejan de lado estas diferencias, la administración de células (obtenidas por cualquiera de los dos métodos) a los pacientes granulocitopénicos con infección ha sido beneficiosa en algunos ensayos controlados, aunque no en todos621,622. Los pacientes granulocitopénicos con infecciones bacterianas reconocidas que recibieron transfusiones diarias de granulocitos mientras duró su infección sobrevivieron más tiempo que los controles infectados y no transfundidos. Todos recibieron el tratamiento antimicrobiano adecuado para sus infecciones622,623. Las transfusiones de leucocitos parecen ser terapéuticamente satisfactorias en un número limitado de pacientes con infección progresiva relacionada con defectos bactericidas en sus neutrófilos e infección progresiva. Al utilizar una prueba de NBT positiva como marcador, se documentaron el suministro y la persistencia de los leucocitos normales transfundidos en el lugar de infección en un paciente con EGC624.


Aunque la transfusión de leucocitos puede resultar beneficiosa para ciertos pacientes granulocitopénicos infectados, su uso ha quedado limitado por las complicaciones asociadas y por aspectos logísticos, que comprenden: 1) infección por citomegalovirus asociada a la transfusión, 2) sensibilización alógena a los antígenos leucocíticos humanos, 3) dificultades para localizar cantidades adecuadas de donantes apropiados, 4) riesgos para el donante, 5) coste elevado del procedimiento y 6) incidencia aumentada de reacciones pulmonares agudas cuando las transfusiones se aplican junto con la administración de anfotericina B625. Esta última complicación se produce más comúnmente cuando se inicia el tratamiento con anfotericina B simultáneamente con o después de la transfusión y se caracteriza por la aparición aguda de una descompensación respiratoria, infiltrados pulmonares y hemorragia intraalveolar625.


En los pacientes con EGC se puede presentar una complicación potencialmente grave de las transfusiones de eritrocitos o leucocitos secundaria a anomalías del sistema del antígeno Kell y del antígeno Kx relacionado con Kell. Este antígeno se halla presente en la superficie de los eritrocitos y los leucocitos de las personas sanas y de pacientes con EGC transmitida de forma autosómica. Kx está ausente de los neutrófilos de muchos pacientes con la forma ligada al cromosoma X de la enfermedad, debido a la estrecha unión de la EGC y los genes Xk en el cromosoma X. Además, algunos pacientes con EGC ligada al cromosoma X muestran el raro fenotipo McLeod, en el que Kx y los antígenos Kell estándar se encuentran ausentes de los eritrocitos y los leucocitos, y presentan una anemia hemolítica leve. El fracaso a la hora de reconocer esta anomalía antigénica puede provocar reacciones transfusionales graves. Como consecuencia de dichas complicaciones, las transfusiones de leucocitos parecen estar mejor indicadas en el paciente con granulocitopenia grave o con neutrófilos funcionalmente defectuosos, que tiene una infección bacteriana o fúngica grave y que no responden a la antibioterapia adecuada. Los receptores deben ser sometidos a cribado en busca de defectos del antígeno Kell, y los donantes deben ser preferiblemente seronegativos para el citomegalovirus.









Trasplante de médula ósea


Se ha utilizado el trasplante de médula ósea para tratar la EGC con éxito en el injerto de médula ósea con mejoría clínica posterior47,626-629. Los esfuerzos por moderar la extensión de la mieloablación durante el acondicionamiento del receptor dan como resultado menos toxicidad, pero aún incurren en reacciones significativas del injerto contra el huésped, debido a la presencia de linfocitos T activos en el injerto del donante. Hace poco, el uso del acondicionamiento mieloablativo del receptor junto con depleción de los linfocitos T del donante y trasplante de células pluripotenciales de un homólogo con HLA idéntico ha mostrado resultados prometedores en un estudio de 10 pacientes con EGC626. Sin embargo, hay un riesgo significativo implicado y dada la eficacia de la profilaxis antibiótica y de la inmunomodulación con IFN-γ550, tal enérgica intervención debe reservarse para los pacientes que dispongan de un donante excelente emparejado en cuanto al MHC.









Terapia génica


Los datos disponibles sugieren que la EGC es una enfermedad hereditaria tratable por terapia génica. Como la forma más habitual de EGC se debe a la mutación de CYBB, el gen del cromosoma X que codifica gp91phox, las madres portadoras de EGC-X tienen una población quimérica de granulocitos circulantes que reflejan la inactivación de un solo cromosoma X en las células somáticas. En general, existe una cantidad casi igual de neutrófilos que expresan el alelo normal frente al alelomutante, y la mayoría de los portadores no sufren un incremento en el número ni en la gravedad de las infecciones clínicas. Sin embargo, la inactivación sesgada del cromosoma X puede producir un fenotipo clínico que se asemeja mucho al de la EGC observado en general cuando el porcentaje de neutrófilos que expresan el alelo normal es inferior al 10%630-634. Según estas observaciones, es posible que la corrección de sólo un 10% de los neutrófilos circulantes proporcione al receptor una función oxidasa suficiente en los fagocitos para que resulte protectora. Los estudios en marcha en modelos murinos635-637 se centran en protocolos acondicionadores y vectores específicos que optimizan la eficacia de la transferencia génica y la duración de la expresión funcional. Por ejemplo, un ensayo clínico que utilizó p47phox tuvo éxito al reconstituir la función en los receptores, pero al cabo de un año, menos del 0,1% de los neutrófilos circulantes seguían siendo funcionales638. Los recientes avances en los vectores retrovirales y lentivirales y la aplicación del sistema del ratón diabético no obeso/con inmunodeficiencia combinada grave (NOD/SCID) para valorar el éxito de las células pluripotenciales CG34+ transducidas parecen ser prometedores, y en algunos casos dan como resultado la transducción ex vivo de más del 95% de las células y del 14-77% de la expresión transgénica in vivo de las células humanas injertadas639.












Evaluación de la función de los fagocitos


El paso clave en la evaluación de las posibles anomalías de la función de los neutrófilos consiste en obtener una buena historia clínica y un recuento leucocítico con tinción del frotis sanguíneo. Los cambios morfológicos solos pueden contribuir decisivamente para el diagnóstico de ciertos trastornos de los neutrófilos, como el síndrome de Chédiak-Higashi y la deficiencia de gránulos específicos. Hay que determinar los niveles séricos de inmunoglobulinas y complemento. Una prueba de NBT, que requiere sólo una o dos gotas de sangre, es simple y rápida y descarta o confirma de modo definitivo una EGC. Tal como se ha observado anteriormente, la tinción DHR y la citometría de flujo son herramientas diagnósticas importantes en la identificación de los pacientes con EGC, así como de los portadores. No obstante, es importante reconocer que la oxidación de DHR es una reacción dependiente de peroxidasa547 y, en consecuencia, los neutrófilos de los pacientes con EGC o deficiencia completa en MPO no reaccionan y se muestran idénticos en la citometría de flujo después de la tinción con DHR640. La tinción con MPO puede diferenciar entre los dos tipos de neutrófilos defectuosos. La evaluación posterior depende de los resultados de estas sencillas pruebas de detección (tabla 8-4) (v. cap. 12).


Tabla 8-4 Evaluación de la función del neutrófilo663,664






	Fagocitosis y actividad bactericida518
Leucocito y recuento diferencial
Adherencia
Migración al sitio
Quimiotaxis
Fagocitosis y actividad bactericida665
Actividad posfagocítica
 Consumo de oxígeno
 Derivación hexosa monofosfato
 Yodación
 Nitroazul de tetrazolio666,667
 Oxidación de dihidrorrodamina
 Desgranulación
 Quimioluminiscencia668
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Los eosinófilos son granulocitos de base tisular y derivados de la médula ósea que se localizan bajo la piel y la mucosa de los aparatos respiratorio y digestivo641,642. En estas localizaciones, desempeñan un papel en la defensa del huésped contra la infección por helmintos y figuran de modo prominente en la patología de las enfermedades por hipersensibilidad, como asma, y ciertos trastornos dermatológicos y gastrointestinales643,644. De muchos modos, los eosinófilos tienen un repertorio funcional similar al de los neutrófilos641,642, pero hay varias diferencias significativas en las actividades de estos dos tipos de granulocitos645. Estudios recientes han ampliado el reconocimientos del papel central de los eosinófilos en la modulación de las respuestas inflamatorias en situaciones seleccionadas641,642. Los gránulos de los eosinófilos albergan no sólo contenidos citotóxicos, sino también agentes inflamatorios pleiotrópicos, como citocinas, quimiocinas, mediadores lípidos y sustancias neuroactivas641. En consecuencia, la biología de los eosinófilos va más allá de su contribución a la defensa del huésped frente a los helmintos, y la aclaración del ámbito del papel del eosinófilo como célula inmunitaria promete aportar un conocimiento muy interesante sobre los mecanismos para la integración de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo.


Los eosinófilos se desarrollan a partir de células pluripotenciales de la médula ósea en un período de 5-6 días646. La eosinofilopoyesis humana parece depender tan sólo de la IL-5, si bien la IL-3 y GM-CSF también contribuyen, aunque en menor grado. Las concentraciones de IL-5 se correlacionan con la aparición y la magnitud de la eosinofilia in vivo647. La maduración de los eosinófilos se acompaña de la presencia de cuatro poblaciones granulares características: gránulos primarios, gránulos cristaloides, gránulos pequeños y vesículas secretorias (fig. 8-8). Los gránulos primarios son electrodensos y aparecen durante el estadio promielocítico del desarrollo. Los gránulos cristaloides se distinguen por su mayor tamaño, un núcleo cristaloide electrodenso que tiene MBP y una matriz electrolúcida que contiene proteína catiónica eosinófila, neurotoxina derivada de eosinófilos y peroxidasa eosinófila. Los gránulos pequeños poseen fosfatasa ácida y arilsulfatasa B. Los eosinófilos maduros expresan receptores para la porción Fc de IgA, IgD, IgM e IgG (FcγRII). La presencia de receptores de IgG en los eosinófilos es un tema contrvertido642. También se han descrito receptores para el complemento (CR1, CR3, CR4, ClqR, C3a, C5a), citocinas (IL-5, IL-3, GM-CSF, IFN-γ, TNF-α), factor activador plaquetario, prostaglandinas y leucotrieno B4648. Los eosinófilos expresan también en su superficie dos miembros de la subfamilia de receptores CD2, CD48 y CD244. El compromiso de CD48 desencadena desgranulación. Varios receptores inhibidores de la superficie del eosinófilo suprimen su activación cuando están comprometidos y contribuyen de este modo a las actividades inmunomoduladoras de los eosinófilos.





[image: image]

Figura 8-8 Microfotografía electrónica de un eosinófilo humano.


Obsérvense los gránulos prominentes con núcleos de cristaloides.




Los eosinófilos circulantes se pueden separar en dos poblaciones, según su diferente densidad. La mayoría de los eosinófilos de las personas sanas se definen como densos o normodensos. Los eosinófilos hipodensos son células que han sido activadas: expresan un número mayor de receptores funcionalmente competentes, presentan un nivel mayor de metabolismo oxidativo en reposo y predominan en la sangre y los tejidos de las personas con eosinofilia.


La semivida intravascular de los eosinófilos es de unas dos horas. En la migración de los eosinófilos intervienen distintas moléculas de adherencia que hacen la transmigración de los neutrófilos649,650. Aparte de las integrinas β2, expresadas también por los neutrófilos, los eosinófilos expresan las integrinas β1 y β7651 y muestran una forma del ligando de la glucoproteína selectina P-1 (PSGL-1) que se une con más fuerza a la selectina P endotelial que la forma expresada por los neutrófilos652-654. El hecho de que la transmigración de los eosinófilos sea normal en la DAL-1 proporciona la prueba de que las integrinas β2 no son necesarias para este proceso. La asociación con el endotelio en el proceso de desplazamiento de eosinófilos parece estar mediado por IL-5, IL-4, IL-13 y quimiocinas y la expresión y activación coordinada de las integrinas y de sus ligandos análogos655.


Muchas pruebas respaldan el papel de los eosinófilos en la inmunidad frente a los parásitos helmínticos, como demuestran la mayor infestación y el daño tisular en los animales tratados con suero antieosinófilo y el hallazgo de que la transferencia de la inmunidad pasiva requiere la presencia de estas células. Tal conclusión se sostiene por la demostración de los eosinófilos en y alrededor de los parásitos degenerados in vivo y por la capacidad de los eosinófilos para destruir estos organismos in vitro656,657.


La destrucción de las parásitos está relacionada con la exocitosis del contenido de los gránulos de los eosinófilos en la superficie del parásito, mientras se encuentra en íntima aposición a los eosinófilos658,659. El sistema de oxidación de los eosinófilos peroxidasa-peróxido de hidrógeno-haluro tiene una importancia menor en la actividad antihelmíntica660, mientras que las proteínas catiónicas de los gránulos son las responsables de la mayor parte de esta actividad. En base molar, la proteína catiónica eosinófila ejerce un efecto antihelmíntico más potente que la MBP, pero la mayor cantidad de esta última en los eosinófilos hace que su contribución sea más significativa. Los efectos de estas proteínas son también específicos de las distintas etapas en el ciclo vital del parásito.


Además de contribuir a la defensa del huésped frente a las infecciones por helmintos, los eosinófilos responden a los virus ARN, incluidos el virus respiratorio sincicial661, quizá por medio de la actividad ribonucleasa de la proteína catiónica del eosinófilo (PCE) y de la neurotoxina derivada del eosinófilo (NDE).


El reconocimiento de que los gránulos eosinófilos contienen varias sustancias capaces de inactivar a los mediadores químicos de la anafilaxia ha generado la idea de que los eosinófilos pueden modular la gravedad de las reacciones de hipersensibilidad de tipo I662. En este escenario, la estimulación de los basófilos y los mastocitos por la interacción de la IgE de superficie con el antígeno específico produce la liberación de sustancias esenciales en las reacciones de hipersensibilidad de tipo I. Éstas incluyen aminas vasoactivas, sustancias anafilácticas de baja reactividad (leucotrienos C, D y E), factor activador plaquetario y factor quimiotáctico eosinófilo de la anafilaxia (ECF-A). La histamina y el ECF-A atraen a los eosinófilos al lugar de reacción del antígeno con los basófilos y los mastocitos. El ECF-A estimula también la desgranulación de los eosinófilos, al igual que los inmunocomplejos que fagocita el eosinófilo. La histaminasa secretada por los eosinófilos puede inactivar la histamina local y una sustancia presente en los eosinófilos puede inhibir la secreción posterior de histamina por los basófilos. La arilsulfatasa y la fosfolipasa presentes en los gránulos eosinófilos más pequeños son capaces de inactivar los leucotrienos C, D y E y el factor activador de las plaquetas. Por tanto, los eosinófilos pueden modular las reacciones de hipersensibilidad inmediata al inhibir la liberación de los mediadores de las reacciones de tipo I, así como al destruir los mediadores que ya han sido liberados660.


La asociación de eosinofilia de varias semanas de duración con el desarrollo de lesiones endocárdicas y el aislamiento de una neurotoxina derivada de los eosinófilos, capaz de reproducir el cuadro neurológico observado en los pacientes con eosinofilia en el líquido cefalorraquídeo, respaldan con fuerza el papel de los eosinófilos en la patogenia de la lesión tisular en ciertos trastornos, de los cuales el más prominente es el asma bronquial. Varias pruebas indican que la MBP de los eosinófilos es un gran mediador del daño tisular asmático. Por ejemplo, se detectan cantidades elevadas de MBP en los lavados bronquiales de pacientes con asma, pero no en el caso de otros trastornos pulmonares. Las concentraciones nanomolares de MBP, pero no de otras proteínas catiónicas, producen exfoliación de las células epiteliales, alteración de la función ciliar, secreción de cloruro e hiperreactividad bronquial. La tinción inmunofluorescente del epitelio bronquial en muestras de autopsia de pacientes que murieron a causa del asma revela depósitos extensos de MBP en las áreas peribronquiales y regiones superpuestas a la denudación del epitelio bronquial. Estos resultados no se observaron en el material de autopsia obtenido de pacientes cuyas muertes se relacionaron con enfermedades pulmonares no asmáticas. La importancia de la denudación epitelial radica en el aumento resultante de la respuesta del músculo liso bronquial subyacente a los agonistas contráctiles, entre ellos la acetilcolina y la histamina, así como al leucotrieno C4 producido por los eosinófilos648.
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9 Defensa contra la infección mediada por células




Michael S. Glickman, Eric G. Pamer





La principal función del sistema inmunitario en los mamíferos es combatir contra las enfermedades infecciosas. Las respuestas inmunitarias a los antígenos y patógenos microbianos se han dividido en las mediadas por células (es decir, inmunidad mediada por células) y las mediadas por anticuerpos (inmunidad humoral). El linfocito T es el principal actor de la inmunidad mediada por células, proporciona especificidad antigénica y orquesta las actividades antimicrobianas de las células que suelen carecer de especificidad antigénica. Los elementos celulares complementarios en las respuestas inmunitarias mediadas por células son las células dendríticas que presentan los antígenos a los linfocitos T y proporcionan información contextual, así como los monocitos y macrófagos, que transportan instrucciones proporcionadas por los linfocitos T activados. La especificidad antigénica la confieren los linfocitos T, que tienen receptores del linfocito T (TCR) capaces de detectar los péptidos derivados de los patógenos en las células infectadas asociados a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). El primer encuentro de células T no expuestas a antígenos con un patógeno da lugar a su activación, proliferación y diferenciación en linfocitos T efectores, seguidas de su contracción y del establecimiento de linfocitos T memoria a largo plazo.


La comprensión de las respuestas de los linfocitos T a los patógenos microbianos se ha incrementado considerablemente, al igual que la apreciación de la complejidad de las respuestas inmunitarias mediadas por células. En este capítulo se resumen los conocimientos actuales sobre las respuestas de los linfocitos T a los microorganismos patógenos.






[image: image] Subtipos de linfocitos T y diversidad fenotípica


Los linfocitos T de los mamíferos se clasifican en función de la expresión del TCR y del correceptor. La mayoría de los linfocitos T que se han implicado en la defensa contra enfermedades infecciosas expresan TCR heterodiméricos compuestos por una cadena α y una cadena β. Un subgrupo menor de linfocitos T, que se encuentran sobre todo en las mucosas, expresan TCR compuestos de un heterodímero γδ, pero su función en la defensa contra la infección está peor definida. Los linfocitos T también se dividen en función de la expresión del correceptor CD4 o CD8. Los linfocitos CD4+ y CD8+ difieren en cuanto a su función y especificidad, y sus papeles en la defensa contra las enfermedades infecciosas son distintos.


Como norma, los linfocitos T organizan la defensa contra los microorganismos, pero no participan directamente en su destrucción. La principal estrategia que emplean los linfocitos T CD4+ para desactivar a los microorganismos consiste en segregar citocinas y quimiocinas que activan a otras células (p. ej., macrófagos, linfocitos B) o reclutar a otras (p. ej., monocitos, neutrófilos) hacia los focos de infección1. La principal estrategia que usan los linfocitos T CD8+ consiste en segregar proteínas líticas que destruyen las células infectadas, lo que priva al patógeno de un ambiente adecuado para su replicación y supervivencia a largo plazo. Estas funciones se denominan en conjunto funciones efectoras del linfocito T y se expresan de forma selectiva por los distintos subgrupos de linfocitos T, lo que proporciona una diversidad de mecanismos antimicrobianos2,3. En las siguientes secciones se esbozan las diferencias y similitudes entre los subtipos de linfocitos T.






Linfocitos T CD4 positivos


Los linfocitos T CD4+ desempeñan un papel central en la respuesta a diversas infecciones microbianas. En una infección, los linfocitos T CD4+ indiferenciados pueden diferenciarse en células efectoras con fenotipos distintos, proceso que está determinado por el contexto inflamatorio inducido por el microorganismo1. Aunque los estudios clásicos de sensibilización de los linfocitos T CD4+ sugirieron que la diferenciación puede dar lugar a linfocitos T Th1 productores de interferón-γ (IFN-γ), o Th2 productores de interleucina-4 (IL4)4, en trabajos más recientes se ha demostrado que la posible diferenciación de los linfocitos T CD4+ indiferenciados es mucho mayor1.


Las citocinas producidas durante la infección estimulan la expresión de reguladores específicos de la transcripción que determinan las moléculas que expresarán los linfocitos T que responden. Basándose en la expresión de los reguladores transcripcionales y en la secreción de citocinas específicas, se han caracterizado cuatro poblaciones distintas de linfocitos T CD4+ de respuesta a la infección.






Linfocitos T Th1


Los linfocitos T Th1 producen IFN-γ, una citocina segregada que activa a los macrófagos y las células dendríticas, lo que aumenta su capacidad de destruir los microorganismos intracelulares y de presentar los antígenos a los linfocitos T. Los linfocitos Th1 también pueden segregar factor de necrosis tumoral (TNF), linfotoxina e IL-2, que contribuyen a la defensa contra los microorganismos1. Sin embargo, el IFN-γ es la citocina característica de este subtipo de linfocitos T.


El estímulo para que los linfocitos T indiferenciados se diferencien en linfocitos T Th1 es la exposición inicial a IFN-γ y a IL-12 en el momento de su sensibilización. El origen más precoz de IFN-γ pueden ser los linfocitos citolíticos (NK) o los linfocitos T memoria inespecíficos, mientras que la fuente de IL-12 durante la sensibilización son las células dendríticas del foco de infección. El IFN-γ induce la transducción de señales a través de la vía Stat1 e induce la expresión de T-bet5, un regulador transcripcional que estimula la expresión de IFN-γ e inhibe la de IL-4, una citocina que estimula la diferenciación en Th2. Un segundo regulador transcripcional, la eomesodermina, también contribuye a la diferenciación en Th16. La IL-12, mediante su unión al heterodímero receptor de IL-12 y la transducción de señales por la vía Stat4, amplifica las respuestas Th1 y aumenta la producción de IFN-γ por los linfocitos Th1 que responden7,8.


Los linfocitos T Th1 desempeñan un papel destacado en la defensa contra las infecciones por bacterias intracelulares, como Salmonella typhimurium o Mycobacterium tuberculosis9. Las evidencias que respaldan esto provienen de amplias series de experimentos con ratones defectivos de IFN-γ, T-bet, o IL-1210. Los seres humanos con defectos genéticos de los receptores de IFN-γ, IL-12, o Stat1 tienen una mayor susceptibilidad a las infecciones con cepas de Salmonella y Mycobacterium, lo que respalda aún más el papel esencial de los linfocitos Th1 en la defensa contra las infecciones bacterianas intracelulares11-15. Los linfocitos T CD4+ Th1 también potencian la defensa contra el protozoo patógeno intracelular Leishmania major16. En este contexto, la producción por los linfocitos T Th1 de IFN-γ activa a los macrófagos para destruir los parásitos intracelulares.









Linfocitos T Th2


Los linfocitos T Th2 expresan varias citocinas que influyen en la diferenciación de los linfocitos B y en la producción de anticuerpos, el reclutamiento de los eosinófilos y la producción de moco. Las citocinas típicas producidas por los linfocitos Th2 son IL-4, IL-5 e IL-13, pero también pueden producir IL-9, IL-10, IL-25 y anfirregulina1. Aunque los linfocitos Th 2 son más conocidos por causar o contribuir a su desarrollo las enfermedades alérgicas como la dermatitis atópica, la rinitis alérgica y el asma, también contribuyen a la defensa contra las infecciones, sobre todo las causadas por helmintos en el tubo digestivo17. En estos contextos, el reclutamiento de eosinófilos, la producción de inmunoglobulina E (IgE) y la hipersecreción de moco pueden potenciar la expulsión del parásito, un concepto respaldado por los estudios murinos de la infección por Nippostrongylus brasiliensis18,19. Otro mecanismo de defensa mediado por Th2 implica la secreción de anfirregulina, un miembro del factor de crecimiento epidérmico, que induce la proliferación de las células epiteliales intestinales y la expulsión de Trichuris muris, un nematodo que infecta a ratones20.


Las respuestas Th2 aberrantes contra los patógenos que requieren IFN-γ y respuestas Th1 para su control pueden provocar infecciones progresivas y mortalidad. La infección experimental de ciertas cepas de ratones con L. major, por ejemplo, induce respuestas Th2 que dan lugar a la replicación progresiva in vivo de L. major y, en última instancia, a la muerte del huésped21,22. Por el contrario, en cepas de ratones que responden a L. major con respuestas Th1, las infecciones se eliminan y los ratones sobreviven. Los mecanismos que determinan si una respuesta de los linfocitos T específica de L. major será Th1 o Th2 son complejos y no se comprenden por completo. La expresión precoz de IL-4 induce respuestas Th2, mientras que la expresión precoz de IFN-γ induce la diferenciación Th1. Los estudios genéticos sugieren que el proceso de diferenciación de los linfocitos T CD4+ tras la infección por L. major es multifactorial, e implica a más de 5 loci distintos16. En algunas cepas de ratones, las respuestas Th2 se producen debido a las respuestas de los linfocitos T a un antígeno dominante denominado LACK23. Cuando falta la respuesta de los linfocitos T a este antígeno específico, los linfocitos T CD4+ que responden se diferencian en linfocitos Th1. En el ser humano, el tipo de enfermedad asociada a la infección por Mycobacterium leprae también puede relacionarse con la diferenciación en linfocitos T CD4+. La diferenciación Th1 se asocia a la lepra tuberculoide, una infección paucibacilar en la que los linfocitos T productores de IFN-γ potencian la destrucción bacteriana, mientras que la diferenciación Th2 se asocia a densidades tisulares elevadas de M. leprae y a unas respuestas más intensas, pero ineficaces, de anticuerpos24,25.


Las respuestas Th2 se producen cuando los linfocitos T indiferenciados se exponen a la IL-4 en el momento de su sensibilización. En el contexto de bajas concentraciones de antígenos, los linfocitos T que responden pueden producir IL-426. Por otra parte, la IL-4 también puede producirse por los mastocitos en la proximidad de la estimulación de los linfocitos T27. La IL-4 indica a los linfocitos T indiferenciados a través de la vía Stat6 para que expresen GATA-3, el regulador principal de la diferenciación Th228,29, que dirige la expresión de activadores subsiguientes adicionales.









Linfocitos T Th17


Los linfocitos T Th17 son la población de linfocitos T CD4+ descrita más recientemente30-32. Su descubrimiento procede de la búsqueda, en modelos murinos, de poblaciones de linfocitos T CD4+ que provocan enfermedades inflamatorias, como la encefalitis autoinmunitaria experimental (EAE). Aunque muchas enfermedades inflamatorias autoinmunitarias se han atribuido a linfocitos T Th1, cada vez eran más las pruebas de que los ratones deficientes en IL-12 e IFN-γ, las dos citocinas esenciales para la diferenciación Th1, aún desarrollaban enfermedades inflamatorias estimuladas por antígenos. Los linfocitos T Th17 producen IL-17, una citocina que estimula el reclutamiento de células inflamatorias, como los granulocitos33. Los linfocitos Th17 se han implicado en enfermedades inflamatorias murinas, como la EAE y la enfermedad intestinal inflamatoria, así como en enfermedades inflamatorias humanas, como la artritis reumatoide y la esclerosis múltiple1.


Los linfocitos T Th17 también desempeñan un papel destacado en la defensa contra la infección frente a microorganismos, sobre todo contra bacterias extracelulares y puede que contra hongos patógenos. La eliminación de la infección pulmonar murina por Klebsiella pneumoniae, por ejemplo, depende de citocinas segregadas por estos linfocitos, como IL-17 e IL-2234. Ambas citocinas potencian el reclutamiento de los granulocitos hacia el pulmón al estimular la producción de quimiocinas, y la IL-22 estimula la regeneración de las células epiteliales pulmonares durante la infección. Un estudio reciente ha demostrado que los pacientes con síndrome de hiper-IgE (síndrome de Job) tenían una alteración de la diferenciación de los linfocitos T Th1735. Este defecto se debe a mutaciones de Stat3, una molécula señalizadora que es esencial para el desarrollo de los linfocitos T Th17 y explica el mayor riesgo de infecciones pulmonares, candidiasis mucocutáneas e infecciones estafilocócicas35.


La diferenciación de los linfocitos T CD4+ indiferenciados en linfocitos T Th17 requiere una exposición precoz al factor de crecimiento transformador-β (TGF-β) y a la IL-6 en el momento de la sensibilización36-38. La IL-23, una citocina heterodimérica producida por las células dendríticas, comparte una subunidad p40 con la IL-12, contribuye a la diferenciación de los linfocitos T Th17 y los ratones carentes de IL-23 tienen unas respuestas muy reducidas de linfocitos T Th1739. La diferenciación de los linfocitos T Th17 depende de la vía de transducción de señales Stat3, que induce la expresión del receptor nuclear huérfano RORγt40, un regulador transcripcional que, junto con RORα41, estimula la expresión de IL-17. Los factores de los microorganismos que dirigen la diferenciación de los linfocitos T Th17 siguen sin conocerse por completo. El adyuvante de Freund completo42, que consta en parte de M. tuberculosis liofilizado, puede estimular la diferenciación Th17. Los β-glucanos fúngicos, mediante la transducción de señales por la vía de la dectina-1, también pueden estimular la diferenciación de los linfocitos T Th1743.









Linfocitos T reguladores


A diferencia de los linfocitos Th1, Th2 y Th17, que proceden de linfocitos T indiferenciados durante la estimulación, los linfocitos T reguladores (Tregs) pueden provenir del timo como nTregs o pueden inducirse durante la estimulación de los linfocitos T indiferenciados, en cuyo caso se denominan iTregs44. Los Tregs se identificaron por primera vez como un subgrupo de linfocitos CD4+/CD25+ en ratones sanos y constituían alrededor del 10% de la población de linfocitos T CD4+45. Esta población de linfocitos T tiene la destacable capacidad de evitar la enfermedad intestinal inflamatoria autoinmunitaria cuando se transfieren a ratones susceptibles. Los nTregs CD4+/CD25+ suprimen la activación de los linfocitos T autoinmunitarios, aunque los mecanismos in vivo precisos aún no se han definido por completo46. Tanto el TGF-β como la IL-10 se han implicado en este proceso y, dependiendo del órgano, pueden limitar el desarrollo de la enfermedad inflamatoria.


A semejanza de los linfocitos CD4+ y CD8+ convencionales, los nTregs se seleccionan en el timo sobre células epiteliales tímicas47. Por otra parte, los iTregs son inducidos en la periferia cuando los linfocitos T indiferenciados son estimulados en presencia de TGF-β, que induce la expresión de Foxp3, un regulador transcripcional que induce la diferenciación en iTreg47. Los nTregs procedentes del timo también expresan Foxp348. El papel esencial de Foxp3 en el desarrollo de los Tregs se deduce por la enfermedad humana consistente en disregulación inmunitaria, poliendocrinopatía y enteropatía ligada al cromosoma X (acrónimo IPEX), una enfermedad muy inflamatoria secundaria a una mutación del gen que codifica a Foxp349-51.


Los Tregs tienen un papel destacado en la defensa contra la infección por microorganismos. Dependiendo del microorganismo patógeno, los Tregs pueden tener un papel positivo o negativo. En la infección murina por L. major, por ejemplo, los Tregs en el sitio de la inoculación del parásito evitan su eliminación completa mediada por Th1, lo que permite mantener una memoria de linfocitos T CD4+ a largo plazo52. De forma similar, la depleción de Tregs durante la infección murina por virus herpes produjo la muerte del huésped debido a una desorganización del reclutamiento celular inmunitario innato precoz53. Por otra parte, durante el paludismo murino, los Tregs pueden restringir lo suficiente las respuestas inmunitarias para causar la muerte del huésped54, y la depleción de Tregs aumenta la supervivencia. De un modo semejante, la depleción de Tregs durante la infección murina por filarias aumentó considerablemente la eliminación in vivo del parásito55. En el ser humano, se han identificado Tregs durante la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la hepatitis B, y la hepatitis C56-58. El número de Tregs en las biopsias duodenales, pero no en sangre periférica, aparece aumentado en los pacientes con infección por VIH no tratada56, lo que sugiere la probabilidad de que los Tregs en el ser humano deban analizarse en muestras tisulares infectadas.









Respuestas in vivo de los linfocitos T CD4+ a la infección por microorganismos: lecciones aprendidas en modelos murinos


Varios estudios extensos, utilizando sobre todo modelos murinos, han caracterizado las respuestas in vivo de los linfocitos T CD4+ a la infección por microorganismos59. La sensibilización de los linfocitos T indiferenciados se produce en los ganglios linfáticos que son zonas de drenaje de la infección y, probablemente, de forma escalonada, mediante interacciones con distintas células presentadoras de anticuerpos (CPA) que contribuyen al fenotipo final de la respuesta de linfocitos T CD4+ efectores60. Los estudios de la sensibilización y desplazamiento in vivo de linfocitos CD4+ se han facilitado gracias al desarrollo de ratones en los que la especificidad de linfocitos T se modifica por la expresión de TCR concretos.


La transferencia adoptiva de linfocitos T de una especificidad definida (p. ej., a S. typhimurium, M. tuberculosis, Aspergillus fumigatus, o virus de la gripe) a ratones receptores sanos, seguida de una infección, ha permitido a los investigadores determinar la cinética de la activación de los linfocitos T CD4+ y medir el desplazamiento desde los sitios de estimulación de los linfocitos T a los focos de infección. La estimulación de los linfocitos T CD4+ después de la infección con virus de la gripe, por ejemplo, es muy rápida y se acompaña de la diferenciación en linfocitos T Th159. De forma similar, la infección intratraqueal con esporas de A. fumigatus produce una activación muy rápida de linfocitos T CD4+ indiferenciados específicos de A. fumigatus en los ganglios linfáticos que drenan el pulmón, seguido por su desplazamiento al parénquima pulmonar61. Resulta interesante observar que la diferenciación completa de los linfocitos T CD4+ específicos de A. fumigatus no se produce hasta que los linfocitos T CD4+ llegan al pulmón. A diferencia de estas infecciones, los linfocitos T CD4+ que responden a la infección por M. tuberculosis inhalado no se activan hasta al menos 1 semana después de la exposición inicial62-64. En este contexto, los linfocitos T indiferenciados específicos para M. tuberculosis también se estimulan en los ganglios linfáticos que drenan los pulmones y se desplazan al pulmón, alrededor de 8-12 días tras la infección inicial. La transferencia adoptiva de linfocitos T CD4+ Th1 específicos para M. tuberculosis antes de la infección puede proporcionar una inmunidad sustancial, pero, curiosamente, no hasta que la infección ha progresado durante alrededor de 1 semana64.












Linfocitos CD8 positivos


A diferencia de los linfocitos T CD4+, que pueden diferenciarse según líneas distintas, los linfocitos T CD8+ indiferenciados suelen diferenciarse en linfocitos T citolíticos (LTC). Los linfocitos T CD8+ efectores producen IFN-γ y TNF. La principal función efectora de los linfocitos T CD8+ es la lisis de las células infectadas por patógenos. Esta función es eficaz sobre todo para la defensa contra las infecciones virales, en las que la lisis de las células del huésped infectadas evita replicaciones virales adicionales65. El mecanismo citolítico más rápido implica la liberación de gránulos de perforina por linfocitos T CD8+ activados por antígeno. La perforina lisa la membrana de la célula diana y permite a las granzimas, liberadas también por los LTC, entrar en la célula diana e iniciar la vía apoptótica66. Además de la lisis mediada por perforina/granzima, los linfocitos T CD8+ pueden mediar la muerte de la célula diana mediante la expresión del ligando Fas, con la unión de Fas a la superficie de la célula diana, lo que provoca la muerte mediada por Fas. La citólisis mediada por los linfocitos T CD8+ suele dirigirse contra la célula huésped y no contra el microorganismo. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que los linfocitos T humanos producen una proteína citolítica denominada granulolisina que puede destruir directamente las bacterias, incluida M. tuberculosis67. La granulolisina se produce por los linfocitos T y, y se ha implicado en la defensa contra M. leprae68.


Además de su función citolítica, los linfocitos T CD8+ producen citocinas. En la mayoría de las infecciones, los linfocitos T CD8+ segregan IFN-γ y TNF, que potencian la destrucción de los microorganismos mediada por macrófagos y neutrófilos3. Además de las citocinas, los linfocitos T CD8+ producen quimiocinas, como RANTES, Mip-1α, y Mip-1β. Se ha sugerido que la expresión de estas quimiocinas por los linfocitos T CD8+ interviene en la reducción de la infectividad por VIH69. La secreción de quimiocina por los linfocitos T contribuye al reclutamiento de células inflamatorias a los focos de infección.


Los estudios realizados en modelos animales han ofrecido el cuadro más claro de las respuestas de los linfocitos T específicas de patógenos. Las respuestas de los linfocitos T CD8+ se inducen deprisa después de la infección con virus, como el virus de la coriomeningitis linfocítica y con bacterias, como Listeria monocytogenes70,71. Los linfocitos T específicos de patógenos son detectables 5 días después de la infección y se expanden con rapidez hasta frecuencias máximas unos 8 días tras la infección. Los estudios en los que se han usado linfocitos T transferidos de forma adoptiva de una especificidad definida y marcados con un colorante fluorescente han mostrado que los linfocitos T específicos de antígeno experimentan una proliferación rápida durante esta fase de la respuesta inmunitaria, dividiéndose a una frecuencia de alrededor de una vez cada 6 horas72. En unos pocos días, la frecuencia de los linfocitos T específicos de antígeno puede aumentar de 1/100.000 linfocitos T CD8+ a 1/2 de dichos linfocitos en algunas infecciones virales.


Durante la respuesta inmunitaria precoz, los linfocitos T CD8+ se diferencian en linfocitos T efectores y adquieren funciones efectoras, como la producción de citocinas de tipo IFN-γ y TNF; también expresan moléculas asociadas a la destrucción citolítica, como perforina, granzima B y granulolisina3. Algunos receptores de citocinas, como el receptor de IL-7, que transmite señales homeostáticas a los linfocitos T indiferenciados, se expresan menos, mientras que otros, como el receptor de IL-2 de alta afinidad, aumentan su expresión73. Los linfocitos T que responden a la estimulación inicial son programados y experimentan proliferación y diferenciación con independencia de los encuentros subsiguientes con antígenos o con la inflamación asociada a la infección74,75. Aunque la inflamación innata y la estimulación de los linfocitos T son procesos interconectados, una vez que los linfocitos T son estimulados siguen una vía bastante independiente de la inflamación. Cuando los linfocitos T CD8+ completan la fase de expansión, la frecuencia de los linfocitos T CD8+ específicos del patógeno disminuye y, al final, da origen a una población de linfocitos T memoria residual.


A semejanza de la fase de expansión, la fase de contracción de las respuestas de los linfocitos T CD8+ es independiente del antígeno y de la inflamación76. La caracterización de la expresión génica por los linfocitos T CD8+ durante una respuesta inmunitaria a la infección ha demostrado que las moléculas asociadas con la supervivencia celular, sobre todo Bcl-2, se regulan de un modo que dejan a los linfocitos T efectores vulnerables a la apoptosis77. La reducción de la expresión de Bcl-2, junto con el aumento de la expresión de Fas en la superficie celular, potencia la muerte de los linfocitos T CD8+ y contribuye a la contracción de las poblaciones de linfocitos T específicas de antígeno. En estudios más recientes, se ha demostrado que la supervivencia de los linfocitos T refleja el balance de Bim (una molécula proapoptótica) y de la proteína Bcl-2 antiapoptótica78.









Memoria de linfocitos T


Un rasgo típico de la respuesta adaptativa de los linfocitos T es la capacidad de desarrollar una memoria específica de antígeno79,80. Se ha demostrado de forma convincente que los linfocitos T con especificidad por un patógeno concreto pueden persistir en el huésped durante muchos años después de que dicho patógeno se haya eliminado. También está claro que los linfocitos T CD8+ pueden persistir en el huésped sin reexposición al antígeno, tanto a partir de fuentes exógenas como de depósitos antigénicos que podrían persistir tras la resolución de la infección primaria. Mientras que los linfocitos T indiferenciados dependen de la presencia de moléculas del MHC para su supervivencia a largo plazo, los linfocitos T memoria sobreviven y experimentan una proliferación homeostática en ausencia de cualquier molécula del MHC81. Por tanto, el mantenimiento in vivo de linfocitos T indiferenciados y memoria es básicamente distinto. Los linfocitos T CD8+ memoria específicos de un patógeno viral disminuyen de frecuencia cuando falta IL-15 o si no expresan el receptor de IL-1582-84. Respecto a los linfocitos T CD8+ murinos, la IL-15 mantiene las poblaciones de linfocitos T memoria. Aunque los linfocitos T CD4+ y CD8+ comparten muchas características, también presentan diferencias considerables. La infección viral induce poblaciones de linfocitos T CD8+ memoria que persisten a niveles relativamente constantes a lo largo del tiempo, pero los linfocitosT CD4+ memoria específicos de virus disminuyen de frecuencia85. Los linfocitos T CD4+ memoria no se afectan por la IL-15, lo que sugiere que su mantenimiento puede depender de otros factores. La persistencia antigénica es necesaria para el mantenimiento a largo plazo de linfocitos T CD4+ memoria específicos de L. major52.


Se han propuesto varios modelos de producción de linfocitos T memoria, como la idea de que estos linfocitos se distinguen a sí mismos con rapidez de los linfocitos T efectores convencionales durante la respuesta inmunitaria primaria79. La mayoría de los datos respaldan un modelo alternativo, en el que los linfocitos T indiferenciados que se diferencian en linfocitos T efectores se diferencian después en linfocitos T memoria77. La comparación del repertorio de TCR de linfocitos T efectores y memoria específicos de patógeno sugiere que ambas poblaciones comparten un ancestro común86. Los linfocitos T memoria parecen haber expresado genes que codifican proteínas efectoras, lo que apoya aún más la idea de que los linfocitos T memoria derivan de linfocitos T efectores87.


Durante la infección, en etapas muy precoces de la respuesta inmunitaria, un subgrupo de linfocitos T mantiene la capacidad de proliferar aún más88. Los linfocitos T CD8+ que responden y que expresan el receptor de IL-7, tras su purificación, dan origen a los linfocitos T memoria a largo plazo89. Aunque la expresión del receptor de IL-7 se asocia con células que se convierten en linfocitos T memoria, la expresión forzada de este receptor no estimula la formación de memoria90,91. Los mecanismos moleculares que permiten a algunos linfocitos T efectores sobrevivir y formar una población memoria mientras que otros sucumben a la apoptosis siguen sin dilucidarse.


La interacción entre los linfocitos T CD4+ y CD8+ durante las respuestas inmunitarias a la infección también se ha investigado. La estimulación de los linfocitos T CD8+ depende de la presencia de linfocitos T CD4+ después de la inmunización en ausencia de inflamación. Los linfocitos T CD4+ pueden ayudar mediante dos mecanismos. En primer lugar, pueden activar a las CPA dendríticas mediante interacciones CD40/CD40L (v. después), aumentando la expresión de moléculas coestimuladoras en la superficie de las CPA92-94. En condiciones de estimulación asociadas con una mayor inflamación innata, la estimulación y expansión de los linfocitos T CD8+ pueden producirse sin ayuda de linfocitos T CD4+. Sin embargo, varios estudios95 han demostrado que las respuestas de memoria a largo plazo de los linfocitos T CD8+ estimulados en ausencia de linfocitos T CD4+ están comprometidas. Estos estudios indicaron que la memoria de los linfocitos T CD8+ se programa durante el proceso de estimulación por estímulos mediados por linfocitos T CD4+ distintos a los estímulos requeridos para la proliferación y diferenciación en efectores95-97. Un estudio demostró que la activación con IL-2 de los linfocitos T CD8+ durante la estimulación tiene efectos a largo plazo sobre su supervivencia98, lo que modifica el antiguo concepto de que los linfocitos T CD4+ producen IL-2 para potenciar la proliferación y diferenciación de linfocitos T CD8+.


La producción y mantenimiento de una memoria de linfocitos T CD8+ después de la infección por microorganismos se ven influidos por la cronicidad de la infección. Las infecciones que persisten acaban produciendo poblaciones de linfocitos T CD8+ que pierden sus funciones efectoras en un proceso denominado agotamiento. Los estudios realizados en ratones infectados con una cepa del virus de la coriomeningitis linfocítica que provoca una infección crónica demostraron que los linfocitos T CD8+ agotados expresaban PD-1, una proteína de superficie que transmite una señal inhibidora a las células proliferantes. El bloqueo de la señalización de PD-1 con un anticuerpo específico rescató a los linfocitos T agotados y les permitió reexpresar las funciones efectoras99. De forma similar, los estudios realizados con pacientes que tenían una infección persistente por VIH también demostraron la expresión de PD-1 en los linfocitos T CD8+ agotados, lo que se ha asociado a la progresión de la enfermedad100. No se sabe si el bloqueo de PD-1 en pacientes infectados por el VIH puede revertir el agotamiento de los linfocitos T CD8+.


La caracterización detallada de los linfocitos T memoria ha revelado que pueden diferir respecto a la expresión de superficie de los marcadores de activación. Este descubrimiento ha llevado a dividir a estos linfocitos en dos poblaciones: efectores y centrales101. La primera población expresa bajos niveles de CD62L y CCR7, expresa activamente funciones efectoras (p. ej., síntesis de citocinas, actividad citolítica) y se desplaza a los tejidos linfoides periféricos en lugar de a los secundarios. Los linfocitos T memoria centrales expresan niveles elevados de CD62L y CCR7, no expresan activamente funciones efectoras y se desplazan preferentemente a los tejidos linfoides secundarios. Se ha propuesto que estas dos poblaciones de linfocitos T memoria desempeñan papeles distintos a la hora de proporcionar inmunidad protectora. Los linfocitos T memoria efectores están presentes en los tejidos y están listos para interactuar con el patógeno si se produce una infección. Se cree que los linfocitos T memoria centrales proporcionan una fuente de linfocitos memoria efectores; aunque sería previsible que necesitasen más tiempo para su activación, pueden intervenir en la inmunidad protectora. Los estudios realizados con pacientes que presentaban infecciones virales crónicas mostraron un nivel aún mayor de diversidad entre los linfocitos T memoria102.









Linfocitos T citolíticos (NK)


Como ya se ha descrito, las poblaciones de linfocitos T tienen distintos TCR que determinan la especificidad de unión al antígeno. Un pequeño subgrupo de linfocitos T, denominados por lo general linfocitos T citolíticos o NK, expresan un repertorio limitado de TCR que incluye una única cadena α del TCR (V?α?14) y un número limitado de cadenas V?β?. Además del TCR, estos linfocitos también expresan marcadores de linfocitos citolíticos y son CD4+ o doble negativos (CD4−/CD8−). Los linfocitos T citolíticos son especialmente interesantes porque responden a los antígenos lipídicos presentados en CD1d (v. después), y un glucolípido concreto (α-galactosil ceramida) activa intensamente a estos linfocitos. Los linfocitos T NK pueden intervenir en la defensa inmunitaria contra las infecciones por Borrelia burgdorferi103, pueden participar en la defensa contra la hepatitis viral104 y se ha propuesto que actúan como puente entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo105.
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La activación de los linfocitos T es un proceso muy complicado106. Aunque la especificidad depende de la interacción de los TCR con los complejos MHC/péptido correspondientes, se necesitan muchos otros procesos concomitantes para la inducción de la proliferación y diferenciación de los linfocitos T. La señal más relevante tras la interacción de los TCR con el complejo MHC/péptido está mediada por CD28 en el linfocito T y por B7.1 y B7.2 en la célula presentadora de antígenos107. Esta interacción induce la producción de IL-2 por los linfocitos T, lo que estimula su proliferación. Una vez activados, los linfocitos T expresan la proteína asociada a CTL 4 (CTLA-4), que también se une a B7.1 y B7.2, pero, en vez de estimular la proliferación, esta molécula señalizadora la inhibe y actúa como un freno de la expansión. Los estudios han identificado muchas otras moléculas B7 relacionadas que parecen intervenir en la activación de los linfocitos T en los tejidos periféricos108. Una de estas moléculas, B7h, interactúa con la molécula coestimuladora inducible de linfocitos T (ICOS) en la superficie de los linfocitos T activados y favorece su diferenciación hacia el fenotipo Th2109-111.


Muchos receptores pertenecientes a la superfamilia de receptores de TNF desempeñan también un papel esencial en la activación y diferenciación de los linfocitos T112. Entre éstos, CD40 y CD40L son, quizá, los más investigados. El papel de CD40L en la inmunidad por linfocitos B y T se hizo evidente por primera vez con el descubrimiento de que las personas con el síndrome de hiper-IgM tenían defectos genéticos en el gen que codificaba CD40L113-115. Las personas con esta enfermedad no sólo tenían dificultad para cambiar el isotipo de los anticuerpos, lo que explicaba los altos niveles de IgM circulantes, sino que también eran sensibles a las infecciones por Pneumocystis carinii, lo que sugería defectos en la inmunidad mediada por linfocitos T. En los ratones con deficiencia de CD40 o CD40L, la activación de los linfocitos T y el mantenimiento de las poblaciones de linfocitos T memoria es defectuosa, lo que explica la predisposición aumentada a algunas infecciones92,93. A otros receptores de superficie, como 4-1BB (TNFRSF9) y OX40, se les ha otorgado asimismo un papel positivo en la generación de respuestas de linfocitos T específicos de patógenos116.


La interfase entre los linfocitos T y las células presentadoras de antígenos tiene una estructura muy organizada, denominada sinapsis inmunológica117. En dicha estructura, denominada también como complejo de activación supramolecular (SMAC), los TCR que interactúan con las moléculas de MHC ocupan la región central (cSMAC) y están rodeados por una región periférica (pSMAC), consistente en el antígeno 1 asociado a la función linfocítica (LFA-1) que interactúa con la molécula 1 de adhesión intercelular (ICAM-1)117. Las moléculas coestimuladoras, como CD28, también están presentes en la sinapsis, ya que son moléculas señalizadoras esenciales, como la proteincinasa C-θ; (PKC-θ)118. La formación de la sinapsis se produce cuando un linfocito T específico de antígenos encuentra una célula presentadora de antígenos, lo que permite que estas células contacten durante varias horas. Sin embargo, el papel de SMAC en la activación del linfocito T sigue siendo motivo de cierta controversia, porque la señalización del linfocito T puede preceder al desarrollo de las sinapsis119. Una hipótesis actual consiste en que la formación de SMAC puede desempeñar un papel más destacado en la respuesta a complejos MHC-péptido infrecuentes o quizá a ligandos de menor afinidad por el TCR120.






Presentación de antígenos a los linfocitos T


Varios aspectos del reconocimiento de antígenos por los linfocitos T diferencian este proceso del reconocimiento de antígenos mediado por anticuerpos. En primer lugar, los linfocitos T reconocen a los antígenos sólo en el contexto de células presentadoras de antígenos con igualdad de haplotipo del MHC121. Los estudios iniciales indicaron asimismo que las células presentadoras de antígenos degradaban las proteínas derivadas de los patógenos en un proceso dependiente del tiempo que requería la interiorización del antígeno seguida del transporte a la superficie celular122. Una mayor definición de este proceso mostró que los linfocitos T detectan los fragmentos peptídicos de proteínas derivadas del patógeno y que péptidos sintéticos cortos que representasen fragmentos cortos de proteínas derivadas del patógeno podrían estimular a los linfocitos T123,124.


Otro aspecto complicado del reconocimiento mediado por los linfocitos T de los antígenos derivados de los patógenos fue la necesidad de moléculas del MHC en este proceso. La naturaleza exacta de la implicación del MHC en la presentación de antígenos sólo se aclaró con la cristalización del antígeno leucocítico humano A2 (HLA-A2), que mostró una proteína globular con una hendidura central en la que se acomodaba de manera precisa un único péptido125,126. El otro avance significativo que permitió una visión completa del proceso de reconocimiento por los linfocitos T fue la identificación del TCR127. Esta proteína heterodimérica, que consta de dos cadenas transmembrana, proporciona diversidad y especificidad por un proceso de reorganización génica, que es similar desde el punto de vista mecanicista a la generación de la diversidad de anticuerpos por los linfocitos B128. En las secciones siguientes se describe la estructura de las moléculas del MHC y el proceso por el que los péptidos derivados de los patógenos se presentan a los TCR de los linfocitos T CD4+ y CD8+.






Estructura del complejo principal de histocompatibilidad y unión a péptidos






Estructura de la clase I del complejo principal de histocompatibilidad


Las moléculas de clase I del MHC presentan antígenos peptídicos a los linfocitos T CD8+. La mayoría de las células nucleadas expresan moléculas de clase I del MHC, aunque la cantidad en la superficie celular varía mucho entre los distintos tipos celulares y en diferentes situaciones inflamatorias129. Las moléculas de clase I del MHC son proteínas transmembrana y requieren la asociación con β2-microglobulina para su plegado correcto y desplazamiento hasta la superficie celular. Las características estructurales típicas de las moléculas de clase I del MHC son los dominios α1, α2 y α3, que forman una proteína globular con una hoja plegada β que constituye el suelo de la hendidura de unión al péptido, limitada por dos regiones helicoidales que forman los lados de la hendidura125,126,130. Una característica esencial de las hendiduras de clase I del MHC, que las distingue de las de clase II, es el tamaño restringido de los péptidos que pueden acomodar. Las moléculas de clase I del MHC se unen habitualmente a péptidos de 9 aminoácidos de longitud, ya que la hendidura está cerrada en ambos extremos131. La estructura de una molécula de clase I del MHC unida a un péptido derivado de un virus se muestra en la figura 9-1.
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Figura 9-1 Clase I del complejo principal de histocompatibilidad (MHC).


Las moléculas de clase I del MHC se unen a péptidos antigénicos cortos en una hendidura central formada por dos hélices α de la cadena pesada. El receptor del linfocito T se une al péptido, pero también se asocia a la molécula de clase I del MHC para transmitir una señal de activación al linfocito T. Las estructuras dibujadas representan la molécula H2-Kb de clase I del MHC murino (mostrada en púrpura), que se une a un péptido obtenido del virus de la estomatitis vesicular (mostrado en verde). La β2-microglobulina se muestra en rosa. El dibujo de la izquierda ofrece una vista lateral de la estructura, mientras que el de la derecha la presenta desde arriba, como la detectaría el receptor del linfocito T en un linfocito T CD8+.


(Por cortesía del Dr. Chris Garcia, Stanford University, Palo Alto, CA.)





Las moléculas de clase I del MHC son muy polimorfas. Aunque los distintos alomorfos de clase I del MHC son estructuralmente similares y pueden unirse a muchos péptidos distintos, los péptidos a los que se unen las distintas formas alélicas de clase I del MHC son diferentes131. Cada alomorfo de clase I se une a un subconjunto distinto de péptidos, debido a diferencias estructurales entre las hendiduras de unión a los péptidos. La mayoría de las moléculas de clase I del MHC presentan una hendidura con dos o tres bolsillos más profundos que sirven para alojar cadenas laterales voluminosas de aminoácidos. Las secuencias de péptidos a las que una molécula concreta de clase I puede unirse están determinadas por la forma, la profundidad y la carga de la hendidura y sus bolsillos de unión. Como casi todas las personas expresan seis alelos diferentes de clase I del MHC (dos para el HLA-A, dos para el HLA-B y dos para el HLA-C), se pueden presentar diversas secuencias de péptidos derivados de patógenos a los linfocitos T. La extracción de péptidos de la molécula de clase I del MHC HLA-A2 y su análisis por espectrometría de masas revelan que el HLA-A2 se puede unir a miles de péptidos distintos que comparten un motivo común, pero que derivan de una plétora de proteínas celulares132.


Aunque el proceso de unión de péptidos e interacción con TCR está totalmente mediado por proteínas de clase I del MHC, la expresión estable en la superficie de los complejos péptido/clase I del MHC requiere la asociación con β2-microglobulina. Esta proteína de 12 kD no se halla unida a la membrana, pero sí a moléculas de clase I del MHC unidas a la membrana, lo que proporciona estabilidad estructural. En ausencia de β2-microglobulina, la mayoría de las moléculas de clase I del MHC se pliegan de forma incorrecta y son destruidas antes de abandonar el retículo endoplásmico133.









Estructura de la clase II del complejo principal de histocompatibilidad


Las moléculas de clase II del MHC presentan péptidos a los linfocitos T CD4+134. En comparación con las moléculas de clase I, la expresión de las de clase II está restringida únicamente a unos cuantos tipos de células: macrófagos, células dendríticas y linfocitos B. Una vez activadas, las células endoteliales pueden expresar asimismo moléculas de clase II135. La regulación de la expresión de la clase II del MHC está mediada en parte por la proteína transactivadora de clase II (CIITA), que potencia la expresión no solamente de moléculas de clase II, sino también de la cadena invariable asociada y de otras moléculas relacionadas con el procesamiento de antígenos por la clase II del MHC136. Un síndrome grave de inmunodeficiencia primaria humana asociado a inmunodepresión profunda es el síndrome del linfocito desnudo, denominado así porque las células mononucleares de la sangre periférica no expresan moléculas de clase II del MHC en su superficie. Esta enfermedad se relaciona con una mutación en el gen de CIITA, un factor de transcripción que regula la expresión génica de la clase II del MHC137,138.


Aunque las moléculas de clase II del MHC comparten muchas características con las de clase I, también tienen grandes diferencias. En primer lugar, la molécula de clase II del MHC plegada consta de dos proteínas transmembrana, una cadena α y otra β que, juntas, forman una proteína con una hendidura de unión al péptido abierta en un extremo139. La hendidura con extremo abierto de clase II del MHC sirve para unirse a péptidos notablemente más largos que los observados con las moléculas de clase I140. Los péptidos unidos por las moléculas de clase II son habitualmente superiores a 10 aminoácidos y en ocasiones mayores de 20 aminoácidos de longitud. En el caso de las moléculas de clase II, la base de la hendidura es una hoja plegada β formada por ambas cadenas del heterodímero139. La estructura de una molécula de clase II del MHC unida a un péptido antigénico se muestra en la figura 9-2.
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Figura 9-2 Clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC).


Las moléculas de clase II del MHC se unen a péptidos antigénicos en una hendidura formada por las cadenas α y β. En comparación con los péptidos unidos por las moléculas de clase I, que tienen una longitud definida, la estructura de clase II acomoda péptidos de varias longitudes. Las cadenas α y β de clase II del MHC se muestran en rosa y púrpura, mientras que el péptido antigénico se presenta en verde. El dibujo de la izquierda ofrece una vista lateral de la estructura, mientras que el de la derecha la muestra desde arriba, como la detectaría el receptor del linfocito T en un linfocito T CD4+.


(Por cortesía del Dr. Chris Garcia, Stanford University, Palo Alto, CA.)


















Mecanismos de procesamiento del antígeno






Vía de procesamiento de antígenos por la clase I del complejo principal de histocompatibilidad


Los antígenos presentados por las moléculas de clases I y II del MHC derivan de diferentes compartimentos celulares141,142. Los péptidos unidos por las moléculas de clase I derivaban con frecuencia de las proteínas citosólicas, ya sean endógenas o antígenos virales sintetizados en el citosol. La vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC comienza en el citosol con la degradación de una proteína que, muy a menudo, es una autoproteína endógena, pero que en una infección viral puede ser una proteína codificada por el virus129,143. La degradación de la proteína está mediada por proteasomas, que son proteasas multicatalíticas y multicomponentes que constan de cuatro anillos apilados, cada uno compuesto de siete proteínas que, en conjunto, adoptan una forma de barril144. En las células activadas o tras la exposición a IFN-γ, la composición de los proteasomas puede variar, de forma que algunos componentes se reemplazan por subunidades que favorecen la generación de péptidos antigénicos y otros componentes añadidos a los extremos del barril para alterar la eficacia y quizá la especificidad de la degradación de la proteína145,146. Los proteasomas identifican a las proteínas para su degradación por diversos mecanismos. Las proteínas mal plegadas pueden revelar secuencias de péptidos que son reconocidas por proteasomas, lo que conduce a su catabolismo143. Por otro lado, muchas proteínas identificadas por proteasomas se conjugan con la ubicuitina por enzimas que reconocen la fosforilación de aminoácidos específicos. La adición de múltiples moléculas de ubicuitina a una proteína es una señal para una degradación rápida mediada por proteasomas143.


En caso de infección, no está claro si las proteínas derivadas del patógeno se degradan de forma selectiva y se identifican para la presentación por las moléculas de clase I del MHC. Las proteínas bacterianas que encuentran su camino en el citosol se degradan pronto porque expresan aminoácidos amino terminales únicos147 o porque contienen secuencias de aminoácidos internas que favorecen la degradación rápida148. Sin embargo, en la mayoría de las circunstancias, los antígenos derivados de los patógenos se degradan probablemente de forma no selectiva junto con las proteínas endógenas. Los péptidos derivados de los patógenos deben competir con péptidos endógenos mucho más prevalentes por un lugar en la hendidura de unión de péptidos de clase I del MHC.


Los proteasomas no degradan los antígenos a aminoácidos. En su lugar, generan péptidos que, según la longitud del canal del proteasoma, tienen 9-12 aminoácidos de longitud149. Los péptidos generados por los proteasomas se unen al transportador de péptidos, denominado transportador asociado al procesamiento de antígenos (TAP). Este transportador heterodimérico, dependiente del ATP, mueve con eficacia los péptidos desde el citosol hasta la luz del retículo endoplásmico. El TAP no es un transportador selectivo de péptidos (p. ej., casi todas las secuencias de péptidos son transportadas por TAP), aunque algunos residuos disminuyen la eficacia del transporte150,151. La longitud del péptido también influye en la eficacia del transporte de péptidos y se transportan peor los que son más cortos de 6 o más largos de 14 aminoácidos. El TAP es el principal transportador de péptidos implicado en la generación de complejos péptido/clase I del MHC; los ratones con deleciones del gen de TAP tienen disminuciones marcadas de la clase I del MHC de superficie, así como de linfocitos T CD8+152. La deficiencia de TAP rara vez se ha identificado en seres humanos y se ha asociado a cantidades muy reducidas de linfocitos T CD8+ circulantes y a una inmunodeficiencia moderada153,154.


Las moléculas TAP1 y TAP2 contienen cada una siete regiones transmembrana y un lugar de unión al ATP y, en conjunto, transportan los péptidos desde el citosol hasta la luz del retículo endoplásmico155. Las moléculas de clase I del MHC recién sintetizadas se asocian al TAP en el retículo endoplásmico, así como a otras proteínas residentes en el mismo y proteínas chaperonas156. Entre estas proteínas, la tapasina desempeña un notable papel accesorio en la formación de complejos péptido/clase I del MHC157. Otras moléculas chaperonas, como calnexina y calreticulina, y la tiol reductasa ERp57, se asocian asimismo a los complejos péptido/β2-microglobulina/clase I del MHC158-160.


En el caso de la clase I del MHC, la longitud del péptido es un parámetro esencial y los mecanismos que garantizan su longitud correcta se han descubierto hace poco, con la identificación de las proteasas del retículo endoplásmico, que escinden los péptidos antes de su integración final en la hendidura de clase I161,162.


Sólo después de que la molécula de clase I del MHC se haya unido a un péptido apropiado, se libera del TAP el complejo péptido/β2-microglobulina/clase I del MHC, lo que permite al complejo desplazarse a la superficie celular a través del complejo de Golgi. En su camino a la superficie celular, se añaden y modifican glucanos con enlaces N a las moléculas de clase I del MHC. La vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC se regula por la inflamación. El IFN-γ, en concreto, es una citocina que influye en la vía a múltiples niveles163. En primer lugar, la transcripción de muchos componentes de la vía se estimula por el IFN-γ, incluidas las moléculas de clase I del MHC, TAP, tapasina y varios componentes del proteasoma. En concreto, tres subunidades del proteasoma, LMP-2 (denominada ahora PSMB9), LMP-7 (PSMB8) y MECL-1 (PSMB10), son inducidas y reemplazan a tres subunidades del complejo central del proteasoma164-166. Otras proteínas accesorias adicionales que modifican la eficacia del proteasoma y su especificidad también son inducidas por IFN-γ. Entre ellas y de forma destacada figura PA28, un activador que consta de seis subunidades que forman anillos con capacidad de cubrir los extremos del proteasoma167. El activador PA28 puede aumentar la eficacia con la que se presentan a los linfocitos T CD8+ los epítopos restringidos por la clase I del MHC derivados de virus168. En caso de infección, la vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC está potenciada, lo que permite presentaciones más eficaces de los péptidos derivados de los patógenos a los linfocitos T CD8+. La vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC se representa en la figura 9-3.
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Figura 9-3 La vía de procesamiento de antígenos por las moléculas de clase I del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) comienza en el citoplasma con la degradación de las proteínas por los proteasomas.


Los péptidos son transportados a la luz del retículo endoplásmico, donde se unen a moléculas de clase I del MHC y son llevados a la superficie celular. β2m, β2-macroglobulina; TAP, transportador asociado con el procesamiento del antígeno.


(Por cortesía de Anne Ackerman y Peter Cresswell, Yale University, New Haven, CT.)









Intervención viral en la vía de procesamiento de antígenos por la clase I del complejo principal de histocompatibilidad


Los linfocitos T CD8+ y la vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC están implicados sobre todo en la defensa frente a la infección viral. El grado alcanzado por los patógenos virales para alterar esta vía es fascinante e indica la importancia de este proceso en la defensa antiviral. Se observó de forma precoz que las células infectadas por la familia de virus del herpes inhibían la expresión de la clase I del MHC. La exploración del mecanismo que justifica esta observación desveló muchas proteínas virales que bloqueaban distintos pasos a lo largo de la vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC169. La proteína precoz inmediata ICP47 está codificada por el virus del herpes simple y bloquea el TAP humano por obturación del canal de transporte peptídico desde el lado citosólico170,171. Mediante una estrategia similar, pero con una proteína completamente distinta, la proteína US6 codificada por el citomegalovirus (CMV) humano bloquea el transporte por TAP y obstruye el transportador del péptido desde el lado luminal del retículo endoplásmico172,173. El CMV humano también usa otros mecanismos diversos para impedir que las moléculas de clase I del MHC aparezcan en la superficie celular. La proteína US3 se une a las moléculas de clase I del MHC en el retículo endoplásmico e impide su desplazamiento a la superficie celular174,175. Una estrategia similar también es empleada por los adenovirus que codifican la proteína de membrana tipo I E3-19K176,177. Esta proteína se une a las moléculas de clase I del MHC en la luz del retículo endoplásmico e impide su salida desde allí por la expresión de un motivo de retención en su cola citoplásmica. Otra estrategia para inhibir la retención en la superficie de clase I del MHC consiste en desplazar las moléculas de clase I situadas en la luz del retículo endoplásmico hacia el citoplasma celular, donde serán ubicuitinadas rápidamente y degradadas por los proteasomas. El CMV humano codifica dos proteínas, US2 y US11, que intervienen en este proceso177,178. Debe destacarse que el transporte de las proteínas desde la luz del retículo endoplásmico de vuelta al citosol, por medio del translocón Sec61, es un proceso normal que suele afectar a las proteínas mal plegadas o no funcionales por otros motivos. US2 y US11 parecen acelerar este proceso de forma selectiva para las moléculas de clase I del MHC. Los estudios cristalográficos han tipificado la unión de US2 a las moléculas de clase I del MHC179.


El virus herpes del sarcoma de Kaposi también inhibe la expresión en la superficie de la clase I del MHC, pero mediante otro mecanismo. Dos proteínas codificadas por el virus herpes del sarcoma de Kaposi, K3 y K5, funcionan como ubicuitina ligasas que conjugan selectivamente la ubicuitina con la cola citoplásmica de las moléculas de clase I del MHC y las moléculas coestimuladoras B7.2180,181. Tras la ubicuitinación, las moléculas de clase I del MHC en la superficie se interiorizan pronto y se identifican para la degradación lisosómica. El VIH también ha desarrollado mecanismos que inhiben la expresión en la superficie de las moléculas de clase I del MHC182-184. En este caso, la proteína Nef codificada por el retrovirus inhibe de forma selectiva la expresión de las moléculas de HLA-A y HLA-B mediante la asociación con el complejo adaptador de clatrina.


Una consecuencia esencial de la inhibición de la clase I del MHC es que las células afectadas se tornan sensibles a la lisis mediada por los linfocitos NK. Estos últimos expresan receptores que inhiben su activación en contacto con las moléculas de clase I del MHC. Para impedir la lisis mediada por los linfocitos NK de las células infectadas por el virus, el CMV humano codifica una molécula semejante a la clase I del MHC, UL18185,186, que actúa como un reclamo para el receptor inhibidor de la célula NK, el receptor 1 similar a la inmunoglobulina leucocítica (LIR-1)187, lo que proporciona otro nivel de camuflaje para el patógeno viral.









Sensibilización cruzada del complejo principal de histocompatibilidad de clase I


La vía de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC realiza dos funciones principales. Primera: presenta los antígenos a los linfocitos T CD8+ indiferenciados, con lo que favorece su activación, proliferación y diferenciación. Segunda: presenta los antígenos a los linfocitos T CD8+ activados como señal de infección celular. La primera función está mediada de forma predominante, si no exclusiva, por células dendríticas188,189. Cualquier célula que exprese la clase I del MHC y llegue a ser infectada puede realizar la segunda función. Las reglas del procesamiento de antígenos difieren en estas dos circunstancias.


La vía convencional de procesamiento de antígenos por la clase I del MHC, como se ha descrito en las secciones precedentes, pertenece a la segunda función. Cuando las células se infectan directamente, los antígenos derivados del patógeno son degradados por la célula infectada y presentados en la superficie celular junto con moléculas de clase I del MHC190. La presentación de antígenos por la clase I del MHC por las células dendríticas es más compleja y no está restringida a las proteínas endógenas del citosol. Como no están infectadas directamente, la vía principal para la sensibilización de los linfocitos T CD8+ implica la captación de los desechos de las células infectadas por las células dendríticas y la nueva presentación de péptidos derivados de los patógenos191 por una vía de procesamiento de antígenos que implica la endocitosis y el transporte mediado por TAP del antígeno hasta el retículo endoplásmico192.


El subgrupo CD8+ de células dendríticas es especialmente eficaz a la hora de captar y transportar antígenos exógenos para su presentación por la vía de procesamiento de antígenos de la clase I del MHC193. Varios estudios recientes han demostrado que los fagosomas que contienen antígenos en las células dendríticas se fusionan con las membranas del retículo endoplásmico194, expresando una maquinaria de translocación que transloca las proteínas mal plegadas o los antígenos de la luz del fagosoma al citosol; allí, las proteínas son degradadas por los proteasomas y entran en la vía de procesamiento de antígenos convencional de la clase I del MHC195. Esta vía un tanto engorrosa para la sensibilización de los linfocitos T CD8+ asegura que ésta se produce de una forma regulada y probablemente represente una barrera esencial para impedir respuestas demasiado intensas de linfocitos T CD8+ a las infecciones virales sistémicas.












Vía de procesamiento de antígenos por la clase II del complejo principal de histocompatibilidad


La vía de procesamiento de antígenos por la clase II del MHC presenta péptidos a los linfocitos T CD4+. Aunque hay alguna similitud con la vía de procesamiento por la clase I, también existen diferencias cruciales. Primero, la mayoría de los péptidos presentados por las moléculas de clase II del MHC derivan de proteínas extracelulares que han sido endocitadas por células con moléculas de clase II140. Otros péptidos derivan de proteínas de membrana o secretoras, que son degradadas en los compartimentos endosómicos durante el transporte hasta la superficie celular. Con respecto a las respuestas antimicrobianas, la vía de procesamiento de antígenos por la clase II del MHC se ha relacionado sobre todo con la respuesta a patógenos extracelulares o que residen en compartimentos vacuolares, tales como S. typhimurium y M. tuberculosis9,10. Como las respuestas de los linfocitos T CD4+ son también esenciales para la sensibilización, activación y diferenciación completas de las respuestas de linfocitos T CD8+, es difícil atribuir una predisposición inmunitaria directamente a la deficiencia de linfocitos T CD4+196. Las implicaciones y complejidades de la deficiencia de linfocitos T CD4+ se han aclarado gracias a la epidemia de VIH197,198.


El primer paso en la vía de procesamiento de antígenos por la clase II del MHC es la síntesis de cadenas α y β de la clase MHC en la luz del retículo endoplásmico y la síntesis de la cadena invariable. En general, las moléculas de clase II del MHC no se unen a péptidos antigénicos en el retículo endoplásmico. Las cadenas α y β se pliegan usando la cadena invariable, que es una proteína unida a la membrana, como sustituto de los péptidos199. Una parte de la cadena invariable ocupa la hendidura de clase II del MHC mientras el complejo sale del retículo endoplásmico, atraviesa el complejo de Golgi y se desplaza hasta los compartimentos endosómicos200,201. Con la acidificación del compartimento endosómico, las proteasas, como las catepsinas D y B, se activan y degradan todas las partes de la cadena invariable, excepto la porción protegida por la hendidura de clase II del MHC202,203. En el endosoma acidificado, en un compartimento denominado MIIC, las moléculas de clase II del MHC pueden encontrar antígenos endocitados en el proceso de degradación204,205. En una serie compleja de acontecimientos desafiantes desde el punto de vista topológico, el fragmento invariable de la cadena se reemplaza por un péptido generado por proteólisis. Aunque las moléculas de clase II del MHC, al igual que las de clase I, son selectivas respecto del péptido de unión, dado que la hendidura está abierta y puede acomodar péptidos de varios tamaños, el espectro de péptidos que se unen es mayor y las exigencias de la unión son más relajadas.


El mecanismo de la unión del péptido por la clase II aún es un misterio, pero se sabe que se acelera en presencia de otra molécula afín a la clase II y codificada por el MHC que reside en los MIIC206. Se cree que esta proteína, HLA-DM, participa en la extracción del fragmento peptídico de la cadena invariable de la molécula de clase II del MHC, lo que favorece la unión de otros péptidos potenciales derivados del antígeno. Además de las proteasas, una tiol reductasa denominada GILT también interviene en la desnaturalización de algunos antígenos antes de su degradación y presentación por las moléculas de clase II del MHC207. La proteína GILT también se ha implicado en la activación del principal factor de virulencia segregado, la listeriolisina-O, del patógeno bacteriano L. monocytogenes, lo que ofrece un ejemplo notable de uso de las vías de procesamiento de los antígenos por parte de los microorganismos208.


Tras la unión del péptido en el MIIC, las moléculas de clase II del MHC se desplazan a la superficie celular, donde el complejo péptido/clase II del MHC puede ser detectado por los linfocitos T CD4+. Las moléculas de clase II se reinteriorizan y es posible que estos complejos regresen a los compartimentos endosómicos, uniéndose a nuevos péptidos antes de regresar a la superficie celular. El grado en que esta vía contribuye a la vía de procesamiento de antígenos por la clase II del MHC durante las respuestas inmunitarias a la infección no está completamente definido209. La vía de procesamiento de antígenos por la clase II del MHC se representa en la figura 9-4.
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Figura 9-4 La vía de procesamiento de antígenos por la clase II del MHC presenta péptidos derivados de las proteínas extracelulares a los linfocitos T CD4+.


Los péptidos son generados en un compartimento endosómico. El editor peptídico HLA-DM favorece la disociación entre el marcador de posición CLIP y las moléculas de clase II del MHC, lo que permite que los péptidos exógenos se asocien con ellas. A continuación, los complejos péptido/moléculas de clase II del MHC son transportados a la superficie celular. CLIP, péptido de la cadena invariable asociado a clase II; HLA, antígeno leucocítico humano.


(Por cortesía de Anne Ackerman y Peter Cresswell, Yale University, New Haven, CT.)












CD1


La familia CD1 comprende moléculas presentadoras de antígenos que se parecen a las moléculas de clase I del MHC en su estructura general y su asociación con la β2-microglobulina. El locus humano CD1 en el cromosoma 1 contiene cinco genes distintos que codifican las proteínas denominadas CD1a a CD1e. En coherencia con su similitud estructural a la clase I del MHC, las moléculas CD1 se expresan en gran medida en las células presentadoras de antígenos, presentan antígenos para el reconocimiento por el TCR e interactúan con los linfocitos T. No obstante, las moléculas CD1 difieren mucho de las del MHC en la clase de antígenos presentados. En comparación con los antígenos peptídicos presentados por el MHC, las proteínas CD1 presentan antígenos lipídicos y glucolipídicos a los linfocitos T, un descubrimiento que ha expandido de forma radical el universo de antígenos reconocidos por los linfocitos T, descubrimiento que ha ampliado radicalmente nuestro conocimiento del abanico de antígenos reconocidos por los linfocitos T. La figura 9-5 muestra la estructura de la molécula humana CD1b presentando el gangliósido GM2210. En esta sección se revisan los antígenos presentados por CD1, los linfocitos que reconocen estos antígenos y la importancia de este sistema de presentación de antígenos en la defensa del huésped frente a enfermedades infecciosas específicas.
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Figura 9-5 Complejo principal de histocompatibilidad (MHC) no clásico CD1b.


La estructura de las moléculas de CD1 difiere de la de las moléculas de clase I del MHC, pero también comparte similitudes considerables. Esta figura muestra la estructura de la molécula humana CD1b, que se une al gangliósido lipídico GM2. La cadena CD1 se muestra en p?rpura y la β2-microglobulina en rosa. El lípido se muestra en verde. El dibujo de la izquierda ofrece una vista lateral del complejo, mientras que el de la derecha lo presenta desde arriba, como lo detectaría el receptor del linfocito T.


(Por cortesía del Dr. Chris Garcia, Stanford University, Palo Alto, CA.)









Estructura de la proteína CD1


Las proteínas CD1 son proteínas transmembrana de un solo pase con un dominio intracelular corto. La porción extracelular de CD1 se compone de tres dominios que participan en la unión con el antígeno, mientras que los motivos específicos en el dominio intracelular controlan el desplazamiento de CD1 a los compartimentos intracelulares (comentado más adelante). Los dominios extracelulares de las moléculas de CD1 forman una hendidura de unión al antígeno análoga desde el punto de vista estructural a la del MHC. En concordancia con la función de presentación de lípidos de CD1, la hendidura de unión al antígeno contiene múltiples bolsillos hidrófobos que pueden acomodar las cadenas alifáticas de los antígenos lipídicos. La estructura tridimensional de CD1211 del ratón y de CD1b210 humano revela una complicada red de conductos hidrófobos que pueden alojar diversos lípidos con diferente longitud de cadena alifática (v. fig. 9-5). Todas las proteínas CD1 se asocian a la β2-microglobulina, que es necesaria para la expresión correcta en la superficie celular y la función de la presentación de antígenos del CD1212,213. En comparación con las cinco isoformas de CD1 encontradas en los seres humanos, a los ratones les falta CD1a, CD1b y CD1c y tienen un gen CD1d duplicado. Esta notable diferencia entre los CD1 de ratones y seres humanos complica el análisis experimental de la función del CD1, ya que la poderosa herramienta de los ratones genéticamente alterados no está disponible para analizar la función de CD1a, CD1b o CD1c.









Antígenos presentados por CD1


Los lípidos micobacterianos son presentados a los linfocitos T por CD1214,215. CD1b presenta ácidos micólicos libres y glucosilados y lipoarabinomanano, dos componentes lipídicos y glucolipídicos principales de la cubierta celular de M. tuberculosis. Los análisis de la estructura de los lípidos presentados por CD1 revelaron que el reconocimiento por los linfocitos T de los glucolípidos presentados por CD1b era muy sensible a la fina estructura de la cabeza hidrocarbonada, pero relativamente insensible a las alteraciones en la estructura de la cola lipídica216. Estas observaciones, junto con la caracterización posterior de los glucolípidos isoprenoides micobacterianos presentados por CD1c216, condujeron a un modelo de presentación de antígenos lipídicos por CD1 en el que la cabeza hidrófila está expuesta y disponible para las interacciones con el TCR, mientras que las colas lipídicas hidrófobas del antígeno se unen con los bolsillos hidrófobos de la proteína CD1.


Desde esta identificación inicial de los antígenos micobacterianos, los antígenos presentados por CD1 se han expandido para incluir otras moléculas microbianas, glucolípidos autoderivados y otros productos naturales. Un producto natural importante que es presentado por el CD1 del ratón es la α-galactosil ceramida, que deriva de las esponjas marinas. La α-galactosil ceramida, que se asemeja presumiblemente a un glucolípido con relevancia fisiológica, se presenta a una subpoblación limitada de linfocitos T a menudo denominados linfocitos T NK, debido a su expresión dual como marcadores de linfocitos NK y como TCR. La α-galactosil ceramida es un activador potente de estos linfocitos T y se ha utilizado mucho para estudiar el efecto de la activación de los linfocitos T-NK mediada por CD1d en la defensa del huésped contra infecciones y tumores.









Biología celular del procesamiento y carga de antígenos por CD1


Las isoformas individuales de CD1 están enriquecidas de modo diferente en los distintos compartimentos intracelulares, lo que indica que cada isoforma ha evolucionado para vigilar a los antígenos microbianos que aparecen en las distintas partes de la red endosómica-lisosómica217. Todas las isoformas de CD1 se encuentran en la superficie celular y se interiorizan durante la endocitosis. CD1a aparece sobre todo en los endosomas precoces, CD1c en los tardíos y CD1b/d en los tardíos y los lisosomas. Los residuos de aminoácidos específicos presentes en sus colas intracelulares cortas identifican las isoformas de CD1 en los distintos compartimentos mediante la unión a moléculas adaptadoras citosólicas que intervienen en el desplazamiento de los orgánulos218-220. Aunque aún se están aclarando las implicaciones funcionales precisas de esta pauta de desplazamiento en la respuesta inmunitaria, cada isoforma de CD1 puede vigilar un compartimento intracelular distinto para las diferentes estructuras lipídicas de los diversos patógenos. La figura 9-6 resume las vías de desplazamiento de CD1 deducidas recientemente.
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Figura 9-6 Desplazamiento intracelular de las isoformas de CD1.


Cada recuadro ilustra un patrón distinto de desplazamiento de CD1. Todas las isoformas de CD1 se asocian a la β2-microglobulina y todas ellas, excepto CD1e, se dirigen hacia la superficie celular a través de la vía secretora. CD1 se interioriza y se lleva a distintos lugares en la red lisosómica endosómica, en función de la interacción de las colas citoplásmicas de CD2 con las proteínas adaptadoras (AP-2, AP-3). Los compartimentos variables en la red lisosómica/endosómica son endosomas precoces o endosomas recicladores (EP/ER) asociados con CD1a, endosomas tardíos (ET) con CD1c y compartimentos de clase II del MHC/lisosomas (MIIC/Lis) con CD1b/d. Las distintas distribuciones subcelulares de las isoformas de CD1 pueden reflejar la vigilancia de estos compartimentos de distintos antígenos lipídicos. MP, membrana plasmática; RE, retículo endoplásmico.


(Por cortesía de Steven Porcelli, Albert Einstein Medical College, Bronx, NY.)
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El sistema inmunitario de los mamíferos se divide en adaptativo, que consta de linfocitos B y T que expresan distintos receptores genéticamente recombinados, muy específicos pero infrecuentes, e innato, consistente en células prevalentes que expresan receptores comunes que se unen a las moléculas de los microorganismos. Una extensa familia de receptores inmunitarios innatos reconoce moléculas microbianas, que van desde lipopolisacáridos a flagelinas y a ADN CpG. A partir de los estudios experimentales, cada vez está más claro que las respuestas innatas a las moléculas de los microorganismos, mediante la estimulación de la expresión de moléculas coestimuladoras y la secreción de citocinas específicas, constituyen la base de la respuesta inmunitaria adaptativa.


Según se detalla en este capítulo, la base molecular de las respuestas inmunitarias específicas de antígenos deriva de combinaciones de receptores (TCR αβ) que tienen una especificidad casi infinitamente diversa. Este sistema asegura el reconocimiento de una gran diversidad de antígenos patógenos pero, como no hay muchas células específicas de patógenos, se necesita tiempo para que estas células se expandan hasta un número suficiente para combatir la infección. En las horas siguientes a la rotura de una barrera anatómica por un patógeno, los acontecimientos más rápidos para el reconocimiento del mismo están mediados por las células que portan receptores inmunitarios innatos. Dichos receptores no están combinados, pero reconocen amplias clases de moléculas microbianas que sirven como signo general de infección. Este reconocimiento rápido, aunque relativamente inespecífico, desempeña un papel esencial en la generación de inmunidad específica de patógenos a través de la formación de citocinas y quimiocinas que reclutan células específicas de antígenos al lugar de infección. En esta sección se detalla de manera breve los principales receptores conocidos del sistema inmunitario innato y se relaciona su función con la inmunidad celular específica de antígenos.






Reconocimiento molecular de productos microbianos


Aunque no es nuevo el concepto de que los productos microbianos son reconocidos por receptores específicos del sistema inmunitario innato, estudios recientes han expandido drásticamente el conocimiento que se tiene sobre los receptores implicados en este proceso.






Receptores tipo Toll


Los receptores tipo Toll (TLR) son una familia de al menos 10 proteínas transmembrana diferentes que intervienen en el reconocimiento de los productos microbianos. En general, el reconocimiento de los productos microbianos extracelulares por los TLR da como resultado la activación de NFκB, un factor de transcripción que favorece la expresión de genes asociados a la defensa inmunitaria. Las señales mediadas por los TLR inducen la secreción de citocinas proinflamatorias, tales como TNF e IL-12, y la maduración de células dendríticas, lo que les permite la activación de linfocitos T indiferenciados específicos de patógenos. Además, la estimulación de los TLR puede activar directamente los mecanismos efectores antimicrobianos de la célula huésped, limitando la replicación del patógeno hasta que las células inmunitarias adaptativas sean reclutadas al lugar de infección221.


Se ha determinado la especificidad de muchos TLR. El TLR-4 se relaciona con el reconocimiento de lipopolisacáridos, el TLR-5 con la flagelina bacteriana, el TLR-9 con el ADN CpG y el TLR-3 con ARN bicatenario (ADNbc)222. La especificidad potencial de la familia de TLR es más amplia de lo que se pensaba en principio, ya que la heterodimerización de los TLR puede participar en nuevas especificidades de unión a antígenos. Por ejemplo TLR-2 forma un heterodímero con TLR-1 o TLR-6 para reconocer las lipoproteínas triaciladas o diaciladas, respectivamente223. En estudios estructurales recientes, se ha demostrado el modo en el que los ligandos microbianos se asocian a distintas proteínas de TLR, lo que revela un patrón común de dimerización del TLR inducido por la asociación con ligandos microbianos224,225. La disponibilidad de ratones con deficiencia de TLR y MyD88 ha revelado una variabilidad considerable de la importancia de estas moléculas en la defensa contra diferentes patógenos microbianos. Los ratones con deficiencia de MyD88, que tienen un defecto intenso de la transducción de señales a través de la mayoría de los TLR, son muy sensibles a la infección por Toxoplasma gondii226. De forma similar, estos ratones son muy susceptibles a la infección por L. monocytogenes227,228, M. tuberculosis229 y Staphylococcus aureus230. Las contribuciones de los TLR específicos son más difíciles de determinar, porque parece que muchas de las vías de TLR actúan en paralelo durante las respuestas inmunitarias frente a la infección microbiana. Por ejemplo, no se requiere ni TLR-2 ni TLR-4 para la inmunidad anti-Toxoplasma231 o para la defensa del huésped en un modelo murino de infección polimicrobiana232. De forma similar, los ratones con deficiencia de TLR-2 y TLR-4 no aumentan su predisposición a la infección por M. tuberculosis233,234. Sin embargo la combinación de una deficiencia de TLR-2 y TLR-9 aumenta en gran medida la susceptibilidad de los ratones235.









NOD e inflamasoma


Los TLR responden predominantemente a ligandos microbianos en la superficie de las células o en compartimentos fagosómicos unidos a membrana. El compartimento citosólico de las células también presenta un riesgo de infección y existe un mecanismo de reconocimiento inmunitario innato formado por múltiples componentes para responder a las moléculas microbianas en este compartimento. Dos proteínas, Nod1 y Nod2 responden a fragmentos de peptidoglucano que acceden al citosol de las células de mamíferos, y el receptor de tipo NOD (NLR), Ipaf, responde a la flagelina bacteriana en el citosol236,237. Estas proteínas se unen con otros NLR para formar una estructura compleja denominada inflamasoma238, que puede activar la vía apoptótica de la célula huésped y la expresión de IL-1 e IL-18 mediante la activación de la caspasa-1. Por tanto, la detección de moléculas microbianas en el citosol induce una respuesta inflamatoria que tiene consecuencias para la respuesta adaptativa de los linfocitos T239. Dos moléculas citosólicas, Rig-I y MDA5 detectan los ácidos nucleicos derivados de virus, pero su contribución a la modulación de las respuestas de los linfocitos T aún está por definir240.









Otros receptores implicados en el reconocimiento inmunitario innato


Además de los TLR y las proteínas NOD, otras proteínas del huésped se han implicado en la unión a las moléculas microbianas. Se ha demostrado que el receptor eliminador (scavenger), una proteína que se expresa en los macrófagos, se une al ácido lipoteicoico de las bacterias grampositivas241. El receptor de manosa es una lectina expresada en las células fagocíticas que se une a una gran variedad de hidratos de carbono derivados de los microorganismos. In vitro, el receptor de manosa media la fagocitosis de múltiples microorganismos y productos microbianos, entre ellos Candida, M. tuberculosis y lipoarabinomanano242. Sin embargo, el papel exacto del receptor de manosa en la mediación de la defensa del huésped a través del reconocimiento inmunitario innato aún no está claro. Las cepas de ratones con deficiencia de este receptor son más susceptibles a la infección por Candida albicans243.


Un receptor significativo recién descrito que reconoce a las levaduras y otros hongos es la decina-1 (CLEC7A), una lectina transmembrana de tipo C que contiene un motivo de activación en tirosina de los inmunorreceptores (ITAM). La dectina-1 es un receptor inmunitario innato que se une al β-glucano fúngico y transmite una señal de activación a los macrófagos y las células dendríticas que estimula la síntesis de citocinas y quimiocinas. Los ratones con deleción genética de la dectina-1 son más susceptibles a las infecciones fúngicas.












Relaciones entre el reconocimiento inmunitario innato y la respuesta inmunitaria adaptativa


Las respuestas de anticuerpos y de linfocitos T a la inoculación de antígenos proteicos son mínimas a menos que se active simultáneamente una respuesta inflamatoria innata. Por tanto, los adyuvantes que inducen respuestas inflamatorias innatas se coadministran con algunas vacunas. El papel de la señalización del TLR en este proceso es un tanto controvertido. La inmunización con antígenos modelo y con el adyuvante de Freund en ratones deficientes en MyD88 produce respuestas alteradas de linfocitos T y una producción anómala de anticuerpos específicos de isotipo244, lo que sugiere que el reconocimiento del TLR es esencial para lograr unos efectos adyuvantes Th1 correctos. Otros estudios han demostrado claramente que las señales mediadas por TLR pueden fomentar la estimulación y diferenciación de los linfocitos T245. La señalización del TLR en las células presentadoras de anticuerpos las permite favorecer la diferenciación de los linfocitos T, mientras que las citocinas inducidas por TLR favorecen la proliferación de los linfocitos T, pero no su diferenciación246. A pesar de estos hallazgos, varios estudios han demostrado que la estimulación de los linfocitos T y la producción de anticuerpos pueden producirse en ausencia de señalización de TLR, lo que indica que otras vías de señalización inmunitaria innata proporcionan efectos adyuvantes61,247,248. El alumbre es un adyuvante usado con frecuencia en las vacunas humanas que aumenta la producción de anticuerpos al estimular el componente Nalp3 de los inflamasomas para producir IL-1 e IL-18249. De este modo, los NLR pueden proporcionar señales innatas significativas que aumentan las respuestas inmunitarias adaptativas.









Células presentadoras de antígenos


La activación de los linfocitos T indiferenciados requiere el procesamiento del antígeno, su presentación y una coestimulación. La mayoría de las células de mamíferos son incapaces de realizar estas funciones, por lo que la estimulación de los linfocitos T indiferenciados está mediada sobre todo por las células dendríticas250. In vivo, la eliminación de las células dendríticas, como se ha realizado en experimentos con un modelo murino, anula por completo la estimulación de linfocitos T indiferenciados que responden a las infecciones microbianas189. A medida que se conocen más detalles de las células dendríticas resulta más evidente que constituyen una población compleja y heterogénea251. Una de las funciones principales de las células dendríticas consiste en presentar antígenos a los linfocitos T y estimular su proliferación y diferenciación. Los niveles elevados de clase I y II del MHC de superficie y la expresión de una serie de moléculas coestimuladoras permiten a las células dendríticas estimular los linfocitos T indiferenciados de forma eficaz. El subgrupo de células dendríticas CD8+ puede presentar de forma cruzada antígenos a los linfocitos T después de la infección viral y bacteriana252.


El papel de las células dendríticas en la defensa antimicrobiana se extiende más allá de la estimulación de los linfocitos T. Las células dendríticas derivadas de los monocitos expresan un rango de TLR que induce la activación de células dendríticas y la expresión de citocinas que pueden orquestar la respuesta inflamatoria innata253,254. Algunas células dendríticas, como las células dendríticas plasmocitoides255,256, expresan niveles elevados de TLR7 y TLR9 y, tras su estimulación, secretan niveles muy altos de IFN tipo I. Las células dendríticas derivadas de los monocitos expresan TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR8 y responden a una serie de moléculas bacterianas253. Al estimularlas, algunas células dendríticas expresan TNF257, mientras que otras, sobre todo las células que expresan CD8α, secretan IL-12253,254.


Las células dendríticas captan antígenos en los tejidos periféricos y los transportan hasta los ganglios linfáticos258. Los tejidos periféricos, como la piel, contienen células dendríticas residentes, que, tras el estímulo inflamatorio, se desplazan a las regiones T de los ganglios linfáticos. El papel exacto de las distintas poblaciones de células dendríticas en los tejidos no está definido del todo. Aunque se supuso que las células dendríticas de Langerhans de la piel transportaban antígenos desde la piel inflamada, estudios más recientes han demostrado que las partículas antigénicas inyectadas en la piel son captadas por los monocitos reclutados desde la sangre periférica hasta el lugar de inyección258. Estos monocitos entran en los conductos linfáticos de la piel y se desplazan hasta el ganglio linfático, donde se diferencian en células dendríticas, que son capaces de sensibilizar a linfocitos T indiferenciados. El desplazamiento de las células dendríticas activadas hasta los ganglios linfáticos implica la estimulación de CCR7 en las células dendríticas, lo que les permite responder a CCL19 y CCL21, que se expresan en la paracorteza del ganglio linfático259.


Además de presentar los antígenos y secretar citocinas, las células dendríticas también se infectan de forma primaria en algunos casos. En ratones infectados con M. tuberculosis, por ejemplo, las células dendríticas mieloides son la principal población celular infectada y se cree que transportan bacterias vivas del pulmón al ganglio linfático de drenaje, proceso necesario para la estimulación de los linfocitos T62,260. También se ha demostrado el desplazamiento de células dendríticas a los ganglios linfáticos después de infecciones virales respiratorias261 y cutáneas262, y el desplazamiento de la zona marginal a la zona T del bazo tras infecciones bacterianas sistémicas263. Respecto a las infecciones bacterianas sistémicas, las células dendríticas pueden desempeñar un papel destacado en la localización de las bacterias en el bazo264,265.









Patogenia microbiana y sistema inmunitario celular


Las diversas propiedades de los patógenos microbianos suponen un desafío importante para el sistema inmunitario celular. Aunque los detalles de las respuestas inmunitarias celulares varían mucho entre los patógenos, las generalizaciones respecto a dichas respuestas ante estos patógenos están justificadas. Mayoritariamente, la localización anatómica subcelular de un patógeno (extracelular, intracelular/vacuolar, citoplásmico intracelular) predice el brazo de la respuesta inmunitaria celular preciso para controlar la infección por ese patógeno en concreto. En muchos casos, la información más definitiva sobre los brazos esenciales de la defensa antimicrobiana ante un patógeno concreto nace de estados de deficiencia naturales o adquiridos, sobre todo cuando hay defectos en receptores inmunitarios o moléculas señalizadoras. Además, debido a que las distintas clases de patógenos se asocian a un tipo determinado de respuesta celular inmunitaria, muchos patógenos han desarrollado contramedidas moleculares sofisticadas para evitar su eliminación.






Infecciones virales


En general, las respuestas inmunitarias celulares contra las infecciones virales implican la presentación con MHC de clase I de antígenos peptídicos derivados de los virus a los linfocitos T CD8+. Como los patógenos virales se replican en la célula huésped, su eliminación por el sistema inmunitario celular conlleva la destrucción citolítica de la célula huésped infectada por linfocitos específicos del virus o la inhibición de la replicación viral en las células huésped266. Dado que los virus, por necesidad, usan la célula huésped para la síntesis proteica, las proteínas virales son sustratos disponibles para la vía procesadora de antígenos de clase I del MHC.


Se han publicado varios casos de deficiencias congénitas de linfocitos T CD8+ o de la función de clase I del MHC. La deficiencia de TAP, el antígeno transportador necesario para la carga de péptidos en el MHC de clase I, ha sido documentada en varias familias153,154. Estos pacientes presentaban niveles muy reducidos de la expresión en superficie de MHC de clase I y linfocitos T CD8+. En comparación con la función ortodoxa presentada por los linfocitos T CD8+ en la defensa antiviral, estos pacientes con deficiencia de TAP1 y un paciente con deficiencia de la cadena α de CD8+ no manifestaron una predisposición aumentada a la infección viral y, en su lugar, contrajeron infecciones bacterianas pulmonares recidivantes que terminaron en bronquiectasias. Uno de estos pacientes tenía títulos adecuados frente al citomegalovirus (CMV), la rubéola y otros virus, lo que confirmó la exposición previa y el éxito de la inmunidad protectora267. Aunque no existe una conciliación fácil entre las manifestaciones clínicas de la deficiencia de la función de los linfocitos T CD8+ y su compresión a partir de modelos animales, los estudios de los polimorfismos del MHC de clase I y la predisposición a la infección por el VIH otorgan un papel a los linfocitos T CD8+ en el control de las infecciones virales268,269.


Algunos virus se inactivan en cuanto a la transcripción después de la infección de la célula huésped y representan un desafío concreto para el sistema inmunitario celular. El ADN proviral inactivo respecto a la transcripción es invisible a los linfocitos T del huésped, ya que las proteínas virales no se presentan por las moléculas de clase I del MHC, por lo que estos virus no pueden detectarse por linfocitos T específicos de antígeno. Para estos patógenos, la eliminación inmunológica de la infección suele ser imposible, y lo normal es que se produzca el control inmunológico de la reactivación intermitente. Los virus del herpes humano pertenecen a esta clase de patógenos virales. A pesar de que la primoinfección activa por estos virus se haya controlado, los virus del herpes establecen una latencia clínica y pueden producir enfermedad intermitente o en el contexto de una alteración de la inmunidad. Como cabe predecir, muchos virus emplean estrategias para evitar la detección o la eliminación por los linfocitos T CD8+ usando diversos mecanismos inteligentes, que se describen con mayor detalle en la sección sobre procesamiento de antígenos.


Además de interferir de forma directa en la presentación del antígeno, muchos patógenos virales codifican proteínas que pueden interferir en la señalización de las citocinas o en el reclutamiento celular mediado por quimiocinas. El virus de Epstein-Barr (VEB) contiene un gen para un homólogo de IL-10 que comparte el 87% de la identidad secuencial con la IL-10 humana. La IL-10 del VEB, al unirse al receptor de IL-10, origina sobre todo los efectos inmunodepresores de esta citocina pleotropa. Los poxvirus expresan una proteína de unión a IL-18 que puede unirse a IL-18 con gran afinidad, interfiriendo en las respuestas inflamatorias precoces mediadas por IFN-γ. Los poxvirus también expresan proteínas que se unen a quimiocinas CC con gran afinidad, lo que impide su asociación con los receptores de quimiocinas en la superficie de las células inflamatorias. Esta última estrategia probablemente interfiera en el reclutamiento de monocitos, linfocitos NK y linfocitos T activados en los lugares de infección viral.









Bacterias intracelulares


Muchos patógenos humanos importantes han desarrollado mecanismos para escapar de las defensas inmunitarias mediadas por anticuerpos, complemento y neutrófilos. Uno de los mecanismos de escape más eficaces implica la entrada en las células del huésped, a menudo células fagocíticas. En tales circunstancias, la célula del huésped se transforma en una barrera protectora ante las defensas extracelulares microbicidas. Los patógenos bacterianos han usado muchas estrategias inteligentes para aprovechar el interior de las células huésped en su beneficio, mediante la manipulación de las vías de paso intracelular o identificando nichos intracelulares específicos. El desafío que afronta el sistema inmunitario celular es la detección y eliminación de estos patógenos.






Patógenos fagosómicos


Muchos patógenos bacterianos que parasitan las células fagocíticas, como los macrófagos, residen en la red endosómica-fagosómica. Estos patógenos suelen ser accesibles para la red de presentación de antígenos de clase II del MHC y se pueden localizar junto a las moléculas efectoras antimicrobianas de los macrófagos, que son suministradas al fagolisosoma. Los patógenos prototípicos de esta clase son los géneros Mycobacterium y Salmonella. El control de estos patógenos depende en su mayor parte de la activación de los linfocitos T CD4+ para la eliminación antimicrobiana a través de IFN-γ. El IFN-γ, secretado por los linfocitos T, activa los mecanismos efectores de los macrófagos para destruir los patógenos con óxido nítrico, intermediarios de oxígeno reactivo y enzimas lisosómicas. Existe una cierta controversia sobre si las moléculas efectoras esenciales de los macrófagos que controlan las bacterias intracelulares difieren entre los ratones y el ser humano. El óxido nítrico inducido por IFN-γ es esencial para controlar los patógenos intracelulares en ratones, mientras que su papel en la defensa del ser humano está menos claro. Los ratones que se han vuelto deficientes en IFN-γ son muy susceptibles a los patógenos bacterianos intracelulares, como M. tuberculosis y Salmonella, lo que respalda la relevancia de la estimulación mediada por Th-1 de la destrucción antimicrobiana de patógenos fagosómicos.


En muchas partes del mundo, los lactantes se exponen parenteralmente a micobacterias vivas en forma de la vacuna con bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Aunque muy atenuado, en comparación con la cepa progenitora de Mycobacterium bovis, el BCG puede replicarse en el huésped humano con inmunidad alterada. Esta cohorte masiva de lactantes expuestos a micobacterias ha revelado varios defectos heredados de la inmunidad antimicobacteriana. El síndrome clínico se ha denominado Predisposición mendeliana a la enfermedad por micobacterias (PMEM)13 y se trata de pacientes con infección diseminada por BCG e infección progresiva por micobacterias de baja patogenicidad. Estos pacientes también presentan una mayor predisposición a las infecciones por Salmonella. Todas las mutaciones que causan esta PMEM se encuentran en la vía del IFN-γ y la IL-12, e incluyen mutaciones del receptor de IFN-γ, Stat1, la citocina IL-12 o su receptor y el modulador esencial del NF-κB (NEMO)11,12,14,270,271.


Los datos aquí presentados documentan el papel central de la inmunidad Th1 en la protección y el control de los patógenos fagosómicos. Como tal, es lógico suponer que los patógenos de este tipo han desarrollado contramedidas para atenuar o subvertir la eficacia de la inmunidad del huésped. La infección por M. tuberculosis de los macrófagos hace a estas células resistentes a la activación con IFN- γ272, lo que limita las acciones bacteriostáticas de la célula huésped dependientes de esta citocina. M. tuberculosis impide también la acidificación de las vacuolas por exclusión de la protón-adenosina trifosfatasa (ATPasa) de los endosomas que ocupa. Una posible consecuencia de la disminución de la acidificación vacuolar es la menor degradación antigénica, que da como resultado una menor presentación de péptidos micobacterianos por las moléculas de clase II del MHC. Otros patógenos, como Legionella pneumofila, se segregan a sí mismos en un compartimento endosómico que no se comunica con la vía procesadora de antígenos de clase II del MHC273.









Patógenos citoplásmicos


Algunos patógenos bacterianos han desarrollado una estrategia diferente de supervivencia intracelular. Estos patógenos, entre ellos L. monocytogenes, Shigella flexneri y varias especies de Rickettsia, escapan de la vacuola fagocítica y se replican en el citoplasma de la célula del huésped. Asimismo, secretan proteínas esenciales para la virulencia y que destruyen la membrana vacuolar, lo que proporciona acceso directo al citosol de la célula huésped. En términos de respuesta celular inmunitaria, estos patógenos son similares a los virus, ya que la defensa frente a estos microorganismos depende sobre todo del eje de linfocitos T CD8+/clase I del MHC. Debido a su localización citoplásmica, los mecanismos efectores antimicrobianos de las células fagocíticas no pueden localizar espacialmente el lugar de infección citoplásmica, por lo que precisan la destrucción de la célula infectada por linfocitos T citolíticos para eliminar la infección. Hay numerosas pruebas en modelos animales de L. monocytogenes que sustentan el papel de los linfocitos T CD8+ en la inmunidad protectora contra los patógenos bacterianos citoplásmicos.












Bacterias extracelulares


Las bacterias que se replican extracelularmente son accesibles a la neutralización mediada por anticuerpos o a la destrucción por productos microbianos exteriorizados de las células fagocíticas. La defensa contra las bacterias piógenas, como S. aureus y neumococos, depende de que la inmunidad humoral resulte adecuada y de una función de los neutrófilos intacta. Como la producción adecuada, específica y de alta afinidad de anticuerpos depende de la función de los linfocitos T CD4+ colaboradores, los pacientes con una función alterada de los linfocitos T CD4+ son sensibles a estos patógenos. Los linfocitos Th17 se han implicado en la defensa contra las infecciones pulmonares por Klebsiella34,39. En este escenario, se ha observado que los linfocitos T CD8+ reconocen los hidratos de carbono de Bacteroides fragilis. Los pacientes con síndrome hiper-IgE han aportado nuevas informaciones sobre la inmunidad antiestafilocócica. Estos pacientes tienen defectos en la vía de la IL-6 y son susceptibles a infecciones estafilocócicas debido a mutaciones de Tyk2 o Stat335.












Presentación de antígenos por CD1 y defensa del huésped contra las enfermedades infecciosas






Micobacterias


Los lípidos micobacterianos, en concreto los ácidos micólicos, fueron los primeros antígenos que se comprobó que eran presentados por CD1214. Otros antígenos lipídicos micobacterianos son presentados por CD1, como el lipoarabinomanano y los isoprenoides glucosilados274. Aunque está claro que CD1 presenta antígenos lipídicos micobacterianos a líneas clonales de linfocitos T, su papel exacto en la defensa antimicrobiana aún está por dilucidar. Es posible que debido a las diferencias observadas entre los loci CD1 murinos y humanos, el modelo murino no haya sido informativo a la hora de definir un papel destacado de CD1 en la defensa inmunitaria frente a la infección micobacteriana. En los ratones con deficiencia de CD1 no se afecta su sensibilidad a la infección por M. tuberculosis275,276, aunque la neutralización de CD1 con anticuerpos monoclonales tiene varios efectos perjudiciales contra la defensa murina frente a la infección tuberculosa277. La relevancia de la presentación antigénica por CD1 en la resistencia humana frente a la tuberculosis es más difícil de evaluar directamente. Los pacientes que presentan una conversión tuberculínica reciente frente al derivado proteico purificado (PPD) tienen linfocitos T restringidos para CD1 que reaccionan a los glucolípidos isoprenoides micobacterianos, lo que muestra que la presentación antigénica restringida por CD1 sí se produce en la infección humana. Además, las moléculas CD1a a CD1c se expresan intensamente en las células dendríticas en las lesiones de lepra tuberculoide y en las reacciones de reversión, pero no en las lesiones lepromatosas, lo que sugiere que la expresión de CD1 se correlaciona con una inmunidad antimicobacteriana eficaz278. El papel emergente de la presentación antigénica por CD1 se ha relacionado estrechamente con los antígenos lipídicos micobacterianos. Aunque es probable que este sistema no exista solo con un fin defensivo frente a infecciones por micobacterias, se acepta ampliamente que las moléculas de CD1 desempeñan un papel destacado en la inmunidad antimicobacteriana.









Otras infecciones


Otros estudios que utilizan modelos murinos o linfocitos T-NK activados por α-galactosil ceramida han demostrado los papeles de CD1 y de los linfocitos T-NK en la defensa antimicrobiana contra la tuberculosis279, Cryptococcus neoformans280, el paludismo, la tripanosomiasis281 y otros282.
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El MHC, así denominado porque su descubrimiento sobrevino a partir de estudios de rechazo de tejidos trasplantados, contiene muchos de los genes asociados a las defensas inmunitarias celulares. Las moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C de clase I del MHC se codifican en el MHC, al igual que las cadenas α y β de las moléculas de clase II HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ. Además de estos genes, en el MHC se encuentran los asociados a las vías del procesamiento de antígenos. En el MHC se codifican varias subunidades proteasómicas (LMP-2, LMP-7 y MECL-1), las proteínas transportadoras de péptidos TAP1 y TAP2 y las proteínas HLA-DM y HLA-DO asociadas al procesamiento de clase II del MHC145. El TNF y su receptor también se codifican en el MHC. Un mapa del MHC humano se muestra en la figura 9-7.
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Figura 9-7 El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) contiene genes de muchas proteínas implicadas en la defensa inmunitaria adaptativa contra las enfermedades infecciosas.


Además de los genes de clase I y II del MHC, éste contiene también genes del factor de necrosis tumoral (TNF), linfotoxina y muchos de los genes asociados al procesamiento de antígenos. HLA, antígeno leucocítico humano; TAP, transportador asociado con el procesamiento del antígeno.




Una característica esencial del MHC, que condujo a su descubrimiento, es el polimorfismo de algunos de sus genes, en concreto los de clase I y II283. Para el gen HLA-A de clase I del MHC se conocen más de 100 alelos. Aunque algunos de estos alelos se unen a péptidos similares, la mayoría, gracias a sus hendiduras de unión a péptidos morfológicamente distintas, se unen a diferentes familias de péptidos. La fuerza de la evolución que produce la diversidad de alelos del MHC proviene del mundo microbiano y de su capacidad para experimentar variaciones antigénicas284,285. Los estudios de poblaciones africanas, donde el paludismo es endémico, han dejado claro que ciertos alelos del HLA se relacionan con una mayor capacidad para sobrevivir a la infección palúdica286,287. Por otro lado, el paludismo tiene una capacidad sorprendente para alterar las secuencias de proteínas unidas por las moléculas del HLA, lo que permite el desarrollo de poblaciones de parásitos invisibles para las personas con ciertas moléculas de HLA288. Este tipo de estrategia de escape también se ha descrito en patógenos virales289,290, entre ellos el VIH291, donde los mutantes virales que escapan a los linfocitos T citotóxicos están complicando los esfuerzos para lograr una vacuna eficaz frente a este virus.


El locus HLA también codifica proteínas para las moléculas de clase I del MHC que no son muy polimorfas. Estas moléculas se llaman también moléculas de clase Ib del MHC y en los seres humanos engloban HLA-E, HLA-F y HLA-G. HLA-G se expresa notablemente en la placenta y se le ha atribuido un papel protector de las células frente a la lisis mediada por los linfocitos NK292. HLA-E también interviene en esta citólisis. Dicha molécula une las secuencias señalizadoras de las moléculas de clase I del MHC, lo que proporciona una lectura de la síntesis celular de dichas moléculas. HLA-E se une a receptores del linfocito NK, CD94/NKG2B y CD94/NKG2C, lo que inhibe la citólisis mediada por los linfocitos NK293. El papel de estas proteínas en la inmunidad antimicrobiana no está claro, aunque hay pruebas de que HLA-E puede presentar antígenos derivados de M. tuberculosis a los linfocitos T294.


Como las moléculas de clase Ib del MHC están en general muy conservadas en las personas (es decir, no son muy polimorfas, a diferencia de las moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C), se ha suscitado el interés en su empleo para el desarrollo de vacunas específicas de patógenos294. Los ratones tienen muchas moléculas de clase Ib del MHC que se encuentran codificadas en las regiones Q, T y M del MHC murino295,296. Se ha demostrado que una molécula, denominada H2-M3, desempeña un papel en la defensa contra la infección297,298. H2-M3 es estructuralmente similar a las moléculas de clase I del MHC, excepto en que la hendidura de unión a los péptidos acomoda de forma específica péptidos que contienen N-formil metionina en el extremo amino299. Dado que la síntesis de proteínas bacterianas, pero no eucarióticas, se inicia con N-formil metionina, las moléculas H2-M3 unen selectivamente péptidos de origen bacteriano300. Durante la infección murina por la bacteria intracelular L. monocytogenes, se encuentra una fracción considerable de linfocitos T CD8+ específicos de los péptidos que contienen N-formil metionina derivada de las bacterias presentados por H2-M3301.






Selección tímica de linfocitos CD4+ Y Cd8+



Los linfocitos T CD4+ y CD8+ maduros se generan en el timo por un complejo proceso de selección positiva y negativa302. Como ya se ha mencionado, los linfocitos T detectan un antígeno peptídico en el contexto de las moléculas del MHC y expresan receptores que unen el antígeno extraño y la molécula del MHC. La selección tímica ha evolucionado para asegurar que los linfocitos T periféricos son capaces de interactuar con las moléculas del MHC propio, a través del proceso de selección positiva, pero no responden a los péptidos propios a través del proceso de selección negativa. Los progenitores de los linfocitos T se originan en la médula ósea y viajan hasta el timo, donde entran en la corteza en el estadio de doble negativo, definido por la ausencia de CD4 y CD8 en la superficie celular. En la corteza tímica, el gen de la cadena β del TCR sufre una reorganización VDJ, que, si tiene éxito, genera la proteína de la cadena β del TCR. Esta reorganización genética se cataliza por los genes RAG1 y RAG2303. La cadena β del TCR recién reorganizada forma primero un complejo con la cadena α invariable pre-TCR y viaja a la superficie celular304,305. Si este proceso tiene éxito, el locus endógeno de la cadena α sufre una reorganización VJ y, en los siguientes complejos TCR, reemplaza a la cadena α pre-TCR. En este estadio, la célula estimula la expresión de CD4 y CD8 en su superficie celular y se designa timocito doble positivo.


La selección positiva se produce primero a través de un proceso en que el timocito doble positivo interactúa con una célula tímica epitelial. Aunque los requisitos precisos de la selección positiva son controvertidos, hay consenso en que las interacciones de baja avidez entre el TCR en el timocito doble positivo y los complejos péptido/MHC en la célula epitelial dirigen la proliferación celular y la supervivencia, mientras que las interacciones de alta afinidad o la falta de interacciones dan como resultado la muerte celular306,307. Al completarse la selección positiva, el timocito doble positivo inhibe a CD4 o CD8, dependiendo de si la selección positiva tuvo lugar con la clase I o II del MHC. En este estadio, los timocitos entran en la médula tímica, donde se ponen en contacto con las células dendríticas derivadas de la médula ósea y las células medulares epiteliales que expresan diversos autoantígenos. La interacción de alta afinidad con los autoantígenos da como resultado la deleción del timocito con un solo positivo, lo que proporciona una segunda oportunidad para eliminar los linfocitos T potencialmente autorreactivos. Los estudios han identificado un factor de transcripción regulador autoinmunitario (AIRE), que favorece la expresión ectópica de antígenos periféricos en el timo308. Las personas a las que les falta el factor AIRE manifiestan enfermedades autoinmunitarias graves.


Tras completar las selecciones positiva y negativa, los timocitos salen del timo y forman parte del compartimento de linfocitos T periféricos. Los linfocitos T indiferenciados expresan, en general, niveles altos de CD62L (también denominada selectina L) y el receptor de quimiocinas CCR7309, una combinación de molécula de adherencia y receptor de quimiocina que identifica a las células en la zona T de los ganglios linfáticos y del bazo. La diversidad de linfocitos T en el compartimento periférico es enorme; se estima que los linfocitos T indiferenciados de un ratón inmunológicamente normal expresan unos 25 millones de TCR distintos310.


La selección tímica es crucial para el desarrollo de los linfocitos T periféricos. En los pacientes con síndrome de DiGeorge hay una ausencia congénita de tejido tímico, con la correspondiente carencia de los linfocitos T periféricos311. El trasplante de tejido tímico a estos pacientes corrige el problema312.


La función del timo en los seres humanos disminuye drásticamente con la edad. Los niños pequeños tienen una función tímica activa y producen grandes cantidades de linfocitos T indiferenciados, mientras que los adultos mayores poseen un timo mucho más pequeño, que genera pocos linfocitos T nuevos. Sin embargo, incluso los adultos en la sexta década de vida siguen teniendo tejido tímico activo en el mediastino313. El análisis de los linfocitos T de sangre periférica de estas personas de edad avanzada señala que algunos son emigrantes recientes del timo, lo que indica que el timo continúa su función a pesar de su tamaño relativamente pequeño. No obstante, múltiples factores y circunstancias pueden reducir la función del timo. La administración de esteroides da como resultado la involución del timo y la menor producción de linfocitos T indiferenciados. En este sentido, muchas formas de quimioterapia también son tóxicas para el timo y producen atrofia del mismo y disminución de la producción de linfocitos T. Este asunto tiene especial importancia en el trasplante de médula ósea, donde la supervivencia a largo plazo depende de la reconstitución del compartimento de linfocitos T periféricos. Los estudios que miden los círculos de escisión de TCR, una indicación de la emigración reciente desde el timo, muestran que la función tímica se recupera en los trasplantes314.


La función tímica también es importante en la infección por el VIH315, sobre todo en los pacientes con enfermedad avanzada que han empezado un tratamiento antiviral de gran actividad. En este caso, la replicación del virus está detenida a menudo, pero los incrementos del recuento de linfocitos T CD4+ periféricos dependen de la producción tímica de nuevos linfocitos T indiferenciados, de la expansión del compartimento de linfocitos T periféricos residuales o de ambos316. Los análisis del círculo de escisión de TCR han permitido investigar el grado en que la función tímica contribuye al nuevo desarrollo de la población de linfocitos T en los pacientes infectados por el VIH317.









Anatomía linfoide


La mayoría de los estudios del sistema inmunitario humano se han centrado en las células de la sangre circulante y, con menor frecuencia, en los linfocitos derivados de los ganglios linfáticos, el bazo u otros tejidos. Los estudios en ratones se han centrado sobre todo en linfocitos derivados del bazo y los ganglios linfáticos y, más recientemente, en tejidos mucosos, como el del intestino. Sin embargo, en conjunto, los estudios con seres humanos y ratones han proporcionado un cuadro bastante detallado de la compartimentación del sistema inmunitario. El conocimiento de las poblaciones de células inmunitarias en diversos tejidos linfoides y no linfoides se ha incrementado de forma considerable318, así como el de las señales que dirigen el tráfico de los linfocitos in vivo319. Aunque pueden existir excepciones a esta regla, las respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos T se inician en general en los tejidos linfoides secundarios, sobre todo en los ganglios linfáticos y el bazo320. Más tarde, los linfocitos activados se dirigen a los lugares no linfoides de la infección. Incluso tras la infección por patógenos microbianos que no infectan los tejidos linfoides de modo directo, se activan linfocitos T específicos indiferenciados en los tejidos linfoides secundarios, y luego se desplazan hasta el lugar real de la infección. Dado que los tejidos linfoides desempeñan esta función vital en la inmunidad adaptativa, resulta esencial conocer la anatomía del ganglio linfático y del bazo para comprender la interacción del antígeno con su célula inmunitaria correspondiente.






Ganglios linfáticos


Los ganglios linfáticos sirven como nexo para la interacción de los linfocitos con las células presentadoras de antígenos, y salvan el difícil problema de poner en contacto los escasos linfocitos específicos de antígenos con pequeñas cantidades de antígeno321. Los ganglios linfáticos reciben sangre a través de las arterias que entran en el hilio ganglionar y reciben el drenaje linfático de los tejidos periféricos a través del espacio subcapsular. A pesar de las múltiples investigaciones, el descubrimiento de la dinámica del movimiento de los líquidos y de las células a través de los ganglios linfáticos es muy reciente. Sin embargo, como la respuesta de los linfocitos T a los patógenos infecciosos comienza en los ganglios linfáticos, tanto las citocinas inflamatorias inducidas en el lugar de la infección como los antígenos derivados de los patógenos y los linfocitos T específicos viajan a través de estas vías.


La figura 9-8 muestra una vista esquemática de un ganglio linfático. La linfa proveniente de los tejidos periféricos entra en el espacio subcapsular del ganglio linfático y luego fluye a través del seno capsular hasta el seno medular322. Las células dendríticas, que pueden transportar antígenos derivados de los patógenos desde el lugar de la infección, entran en el seno subcapsular y en la corteza del ganglio linfático y contactan directamente con los linfocitos indiferenciados en los cordones paracorticales323. Aunque las células dendríticas tienen acceso directo a estos cordones, las moléculas proteicas pequeñas, como citocinas y quimiocinas, y las pequeñas moléculas derivadas de los microorganismos, no entran directamente en ellos322. En su lugar, son canalizadas a través de conductos definidos por una estrecha red de células reticulares fibroblásticas que rodean una matriz extracelular compuesta de haces de colágeno. Las fibras de colágeno dan soporte estructural al ganglio linfático y definen su arquitectura. Los conductos linfáticos asociados a estas fibras de colágeno conectan los senos, cortical y subcapsular con las vénulas de endotelio alto (VEA), lo que permite el flujo de líquidos y el transporte de sustratos desde los tejidos periféricos, a través de los senos subcapsulares, a las VEA, el lugar de entrada de las células desde el torrente sanguíneo hasta el ganglio linfático322. La utilidad de este complicado sistema de conductos linfáticos se comenta a continuación.
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Figura 9-8 La microanatomía de los ganglios linfáticos es muy complicada.


Este esquema ofrece un esbozo de la anatomía de un ganglio linfático a un nivel que no puede observarse con microscopio óptico, pero que se ha deducido gracias a los análisis de desplazamiento de marcadores de bajo peso molecular, que se introdujeron de modo experimental en la linfa y en la sangre circulante en los ganglios linfáticos intactos. Las proteínas de bajo peso molecular, como las quimiocinas, pueden fluir desde el seno del ganglio linfático por el sistema de conducción hasta las vénulas de endotelio alto (VEA), por las que circula el aporte sanguíneo del ganglio linfático, donde pueden influir en el reclutamiento de los linfocitos circulantes. Las células dendríticas interdigitantes (CDI) pueden presentar antígenos a los linfocitos T que entran en la paracorteza a través de las VEA. Los conductos fibroblásticos (CF) están rodeados por células reticulares fibroblásticas (CRF). Los complejos de unión (CU) proporcionan una barrera firme para el contenido del conducto y las fibras de colágeno (FC) dan soporte estructural a los conductos y al ganglio linfático. CRS, células de revestimiento del seno.


(Por cortesía de Stephen Shaw, National Institutes of Health, Bethesda, MD.)





El flujo sanguíneo al ganglio linfático, después de entrar en el hilio, se canaliza a través de las VEA, donde las células linfoides circulantes se pueden adherir y atraviesan la pared desde la luz hasta los cordones paracorticales del ganglio linfático. Al atravesar las VEA, los linfocitos entran en el conducto perivenular, un espacio estrecho limitado por las células reticulares fibroblásticas que da entrada a los corredores del cordón paracortical. El cordón paracortical es una estructura laberíntica donde se acomodan muchos linfocitos T, que se supone vagan por los corredores y del que, por último, salen para ir a un folículo B o a un seno cortical o medular324. A medida que los linfocitos se mueven, codo con codo, a través de este laberinto, disponen de muchas oportunidades de contactar con las células dendríticas transportadoras de antígeno que han entrado en el cordón desde el seno subcapsular. Si los linfocitos reconocen un antígeno presentado por una célula dendrítica, se inicia el proceso de activación del linfocito T.


El flujo de células y mediadores inflamatorios al ganglio linfático desde los lugares distantes de la infección facilita la activación de la inmunidad protectora. En principio, los antígenos microbianos son capturados en el lugar periférico de la infección por parte de las células dendríticas tisulares, que tras recibir las señales por los receptores inmunitarios innatos, maduran y viajan a través de los conductos linfáticos hasta un ganglio linfático colector258. Al mismo tiempo de la migración de las células dendríticas, las citocinas y quimiocinas inflamatorias producidas en el lugar de la infección viajan también por la linfa hasta el ganglio linfático colector325. El cóctel de células y citocinas penetra en el espacio subcapsular del ganglio linfático colector, tras lo que los inmigrantes moleculares y celulares siguen distintas vías. Las células dendríticas portadoras de antígeno van directamente hacia el grupo de linfocitos existente en los cordones paracorticales, atravesando una barrera celular que, paradójicamente, permite el paso a las células y no a las moléculas, mucho más pequeñas. Las citocinas y quimiocinas inflamatorias entran en los conductos limitados por células reticulares fibroblásticas, que les llevan hasta las VEA, donde transmiten el mensaje a los linfocitos circulantes para que se adhieran al endotelio y lo atraviesen. El reclutamiento de linfocitos en los cordones paracorticales es rápido y eficaz y el laberinto puede llegar a congestionarse con linfocitos a las pocas horas del estímulo inflamatorio. Los últimos avances en microscopia han permitido a los investigadores visualizar las interacciones entre los linfocitos T y las células dendríticas en los ganglios linfáticos durante varias horas326 y han demostrado, por ejemplo, que las interacciones de los linfocitos T CD4+ con las células dendríticas aumentan el reclutamiento y la activación de linfocitos T CD8+ indiferenciados.327









Bazo


El bazo es un gran órgano linfoide secundario, que también sirve como un filtro importante para eliminar patógenos microbianos del torrente sanguíneo328. Aunque el bazo y los ganglios linfáticos comparten muchos tipos de linfocitos T y B y células dendríticas, y tienen una complejidad similar a nivel microanatómico, difieren en algunos aspectos esenciales (fig. 9-9). El bazo no es un sitio de drenaje linfático. En su lugar, los antígenos, los patógenos y las células circulantes penetran en el bazo a través de la arteria esplénica. Ésta se divide en arteriolas centrales, que recorren la corteza esplénica y están rodeadas por linfocitos en una estructura denominada manguito periarteriolar329. Los linfocitos T son los más proximales a la arteriola central y están rodeados por agregados de linfocitos B en las regiones denominadas folículos B (v. fig. 9-9B). Los linfocitos B y T agrupados densamente constituyen la pulpa blanca esplénica y están rodeados por la zona marginal (v. fig. 9-9C), que separa la pulpa blanca de la roja330. La pulpa roja esplénica es rica en macrófagos y contiene muchos eritrocitos, resultado del filtrado del flujo sanguíneo suministrado por las terminales de las arteriolas esplénicas. El flujo sanguíneo al bazo termina de forma predominante en la pulpa roja y la zona marginal. La mayoría de los patógenos, cuando se eliminan del torrente sanguíneo, primero se localizan en la zona marginal y la pulpa roja del bazo331.
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Figura 9-9 El bazo es un órgano linfoide secundario complejo con poblaciones de células compartimentadas.


A, Corte del bazo teñido con hematoxilina y eosina que muestra áreas de células densamente agrupadas, denominadas pulpa blanca (PB), separadas por áreas con poblaciones de células más dispersas, que se designan como pulpa roja (PR). B, Corte del bazo teñido con anticuerpos marcados con fluorescencia específicos de linfocitos B (naranja) y T (verde) que muestran la distinta localización de los linfocitos B y T dentro de la pulpa blanca. C, La tinción de los macrófagos (naranja) y de la zona marginal esplénica (verde) muestra la densidad de los macrófagos y las células fagocíticas en la pulpa roja y la zona marginal.




Con respecto al tráfico celular en el bazo, parece que el principal punto de entrada en la pulpa blanca se produce desde la zona marginal332. Desde aquí, las células presentadoras de antígenos activadas pueden penetrar en las áreas de pulpa blanca, muy probablemente atravesando el seno de la zona marginal y la capa de macrófagos metalófilos que forman el límite entre la pulpa blanca y la zona marginal. El acceso de los antígenos proteicos y de otras moléculas a la pulpa blanca esplénica está muy restringido y presenta muchas similitudes con el sistema identificado en los ganglios linfáticos. En concreto, los pequeños conductos que rodean las fibras de colágeno, formados por células reticulares fibroblásticas, penetran en las zonas de linfocitos T y B del bazo y suministran pequeñas moléculas (generalmente 60 kD) a la pulpa blanca. Los conductos encontrados en los folículos B se unen a las quimiocinas asociadas al reclutamiento de linfocitos B, mientras que los conductos identificados en las zonas T se unen a las quimiocinas relacionadas con el reclutamiento de los linfocitos T330.









Desplazamiento a los tejidos linfoides mediado por quimiocinas e integrinas


El mecanismo de entrada de los linfocitos T y B en los ganglios linfáticos se ha investigado con gran detalle y la secuencia de acontecimientos está bien definida. En primer lugar, los linfocitos que atraviesan las VEA ruedan a lo largo de la superficie del endotelio, en un proceso en el que intervienen las selectinas de los linfocitos y los contrarreceptores de la superficie endotelial333-335. El siguiente paso, crucial para la entrada en el ganglio linfático, implica el reconocimiento de las quimiocinas en la superficie endotelial por los receptores de quimiocinas de la superficie del linfocito, lo que desencadena un proceso de activación mediado por la proteína Gi, que induce la adherencia mediada por integrinas y el desplazamiento a través del endotelio319,336. En la actualidad, se conocen muchos de los componentes de este proceso. Los receptores de las quimiocinas CXCR4 y CCR7 son activados por la quimiocina CXCL12 y favorecen la entrada de linfocitos B en los ganglios linfáticos periféricos. La entrada de linfocitos B en las placas de Peyer está mediada por CXCL13 y CXCR5337. Se necesitan las interacciones entre LFA-1/ICAM-1 y α4β1/VCAM para la retención de los linfocitos B en la zona marginal del bazo338. Los estudios de bloqueo de anticuerpos muestran que la entrada de linfocitos B en los folículos requiere la interacción entre LFA-1 de los linfocitos e ICAM-1 de las células del bazo. La interacción entre las moléculas de integrina α4β1 y la molécula 1 de adherencia celular vascular (VCAM) contribuye también a la entrada de linfocitos B en los folículos esplénicos339.


Una vez que los linfocitos han entrado en la pulpa blanca esplénica, su movimiento entre las zonas T y B está dictado en gran medida por las quimiocinas y sus respectivos receptores. Los linfocitos B, activados por el antígeno, estimulan la expresión de CCR7, un receptor de quimiocina que responde a las quimiocinas CCL19 y CCL21340. Los linfocitos T indiferenciados expresan CCR7, que les permite responder a CCL19 y CCL21 y los dirige a las zonas T de los ganglios linfáticos. Una vez activados por el antígeno, la estimulación de la expresión de CCR7 en los linfocitos B los dirige a la zona T y les permite su interacción directa con los linfocitos T; esto posibilita la presentación del antígeno por parte de los linfocitos B a los T y la maduración de los linfocitos B mediada por los T340.












Tejidos inmunitarios asociados a superficies mucosas


Uno de los desafíos del sistema inmunitario es la distinción entre microorganismos patógenos e inocuos341. Este es un asunto esencial en el intestino, un lugar repleto de microorganismos que, en la mayoría de los casos, no suelen ser una amenaza para las personas sanas. La base patogénica de varios síndromes inflamatorios intestinales se centra en las anomalías de las respuestas inflamatorias y mediadas por linfocitos T ante microorganismos comensales342. El intestino es, asimismo, una de las principales vías de entrada de patógenos virales, bacterianos, protozoarios y helmínticos343.


Los linfocitos T prevalecen en la mucosa intestinal y se pueden encontrar en la capa epitelial, la lámina propia y los tejidos linfoides, como las placas de Peyer y los ganglios linfáticos mesentéricos344. Los linfocitos T de la capa epitelial son una población diversa a la que se denomina linfocitos intraepiteliales. Algunos linfocitos intraepiteliales expresan cadenas α y β de CD8+, otros cadenas α en exclusiva y algunos no expresan CD8+48. En cuanto a los TCR, algunos expresan TCR αβ, y otros γδ345-347. Casi todos los linfocitos intraepiteliales expresan moléculas de adherencia asociadas a un fenotipo activado y funciones efectoras, como actividad citolítica y secreción de citocinas. La lámina propia intestinal también está poblada de linfocitos T, pero aquí predominan los CD8+ que expresan α/β convencionales con TCR αβ348,349. Pese a la probable importancia de los linfocitos T en la defensa inmunitaria intestinal, no se conoce su mecanismo de actividad antimicrobiana en las superficies mucosas. Aunque se ha propuesto que las células del epitelio intestinal presentan antígenos a los linfocitos T350-352, también se han observado células dendríticas en estos tejidos. Dos trabajos han demostrado que éstas rastrean el contenido intestinal al atravesar de forma transitoria las uniones estrechas de la capa de células epiteliales intestinales353,354. Tras fagocitar los patógenos bacterianos, como S. typhimurium, las células dendríticas migran a los tejidos linfoides secundarios para activar los linfocitos T indiferenciados.


Los estudios en modelos murinos han demostrado que la infección intestinal por patógenos virales o bacterianos induce una intensa expansión de los linfocitos T específicos del patógeno en el epitelio del intestino delgado y la lámina propia348,349,355. La infección sistémica por virus, como el virus de la estomatitis vesicular, o la bacteria intracelular L. monocytogenes también induce aumentos notables del número de linfocitos T CD8+ específicos del patógeno en el intestino, lo que indica que estos linfocitos T se desplazan hacia el intestino durante las respuestas inmunitarias sistémicas. El concepto de que las respuestas inmunitarias a los patógenos infecciosos dan como resultado la distribución de linfocitos T específicos de los patógenos a través de todo el organismo se sostiene en dos estudios en los que se midió la inmunidad en todo el animal356,357. En ambos estudios, tras la sensibilización de los linfocitos T en los tejidos linfoides secundarios, se constató un mayor número de linfocitos T específicos de antígenos en los tejidos no linfoides, como el hígado, la lámina propia y el tejido adiposo.
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La rápida evolución de las técnicas inmunológicas ha facilitado la visión cada vez más sofisticada del sistema inmunitario de los mamíferos. La comprensión de las técnicas inmunológicas actuales es fundamental para el especialista en enfermedades infecciosas por dos razones. En primer lugar, estas técnicas forman la base sobre la que se formulan las teorías sobre la inmunidad protectora. En segundo lugar, las técnicas inmunológicas, como la citometría de flujo, la tinción intracelular de citocinas y el tetrámero de MHC, al igual que los inmunoanálisis spot ligados a enzimas (ELISPOT), se usan cada vez más en la clínica para evaluar la función inmunológica. En esta sección se revisarán de manera breve algunas de las técnicas inmunológicas desarrolladas más recientemente para la caracterización y medición de la inmunidad específica de patógeno.


La citometría de flujo ha transformado los análisis inmunológicos, al permitir el análisis rápido y eficaz de poblaciones complejas de células linfoides358. Un citómetro de flujo analiza células individuales en busca de diversos anticuerpos monoclonales, marcados por fluorescencia o por tinciones, y permite que cada célula de una población compleja sea valorada según múltiples marcadores celulares. Esta potente técnica proporciona un cuadro detallado de una mezcla de poblaciones celulares, como células de ganglios linfáticos, bazo o sangre periférica (fig. 9-10). Con la introducción continua de nuevos anticuerpos monoclonales específicos de nuevas proteínas de superficie o intracelulares, la citometría de flujo sigue descubriendo complejidades cada vez mayores entre las poblaciones celulares que, con anterioridad, se habían supuesto homogéneas. Un tema recurrente en los estudios inmunológicos es el descubrimiento de que un subconjunto celular se puede dividir en dos o tres poblaciones distintas de células, en función de un nuevo marcador. La citometría de flujo se usa de modo sistemático en el ámbito clínico para la cuantificación de linfocitos T CD4/CD8 en los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y en otros pacientes inmunodeprimidos.





[image: image]

Figura 9-10 La citometría de flujo puede usarse para identificar las distintas poblaciones de células inmunitarias en una mezcla compleja de células.


A, La luz dispersa en ángulo cónico frente a la luz dispersa en ángulo recto de las células individuales es una medida del tamaño relativo y la granulosidad de las células. Las células del recuadro se seleccionan y consisten en monocitos y linfocitos. B, Las células seleccionadas se dividen en linfocitos B y T, según la tinción con anticuerpos monoclonales específicos con distintas emisiones fluorescentes. El recuadro rodea la población de linfocitos T. C, Tinción de la población de linfocitos T seleccionados por la expresión en superficie de CD4+ o CD8+ usando anticuerpos monoclonales que son fluorescentes a dos longitudes de onda adicionales.




Las innovaciones técnicas más recientes que han afectado a los estudios de inmunología celular están relacionadas con la cuantificación precisa de linfocitos T específicos de antígenos. Tres métodos (los análisis ELISPOT, la tinción de citocinas intracelulares y los tetrámeros de MHC) han revolucionado el estudio de las respuestas de los linfocitos T específicos de patógenos. El análisis ELISPOT es relativamente sencillo y no requiere un citómetro de flujo. Los análisis ELISPOT proporcionan datos cuantitativos precisos y se pueden realizar sobre mezclas complejas de células, como células mononucleares de sangre periférica o de ganglios linfáticos o bazo359. Para efectuar este análisis, las mezclas complejas de células se estimulan con el antígeno sobre una membrana revestida con un anticuerpo monoclonal específico para una citocina, como IFN-γ, TNF o interleucina (IL)-4. Los linfocitos T específicos del antígeno de la mezcla, al ser estimulados, liberan citocinas que son capturadas por los anticuerpos unidos a la membrana contiguos a la célula estimulada. Las citocinas unidas se detectan con un segundo anticuerpo monoclonal conjugado con una enzima, de un modo idéntico a un análisis de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA) en sándwich estándar. Cada célula estimulada deja un «punto» (spot) en la membrana y el número de puntos se cuantifica (fig. 9-11).
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Figura 9-11 El inmunoanálisis spot ligado a enzimas (ELISPOT) cuantifica las respuestas de linfocitos T a distintos péptidos tras la infección.


Los cuatro recuadros muestran la producción de interferón-γ por células del bazo obtenidas de ratones infectados por Listeria monocytogenes cuando se estimulan por un epítopo no peptídico (arriba a la izquierda) o por tres epítopos peptídicos con restricción del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase I definidos. Cada punto (spot) representa la activación de una célula individual por un péptido específico. La frecuencia de linfocitos T específicos de antígenos puede calcularse contando el número de puntos en el filtro y dividiéndolo entre el número de células colocadas en el pocillo.


(Adaptada de Vijh S, Pamer EG. Immunodominant and subdominant CTL responses to Listeria monocytogenes infection. J Immunol. 1997;158:3366.)





La tinción de citocinas intracelulares se parece al ELISPOT en que las poblaciones de células complejas se estimulan también con un antígeno, pero en presencia de brefeldina A o monensina, fármacos que inhiben la secreción celular de citocinas360. Durante esta incubación, las citocinas son producidas por los linfocitos T específicos de antígeno, pero en lugar de ser secretadas, se acumulan en la célula. Tras la estimulación, las células se fijan y permeabilizan; luego se tiñen con anticuerpos marcados por fluorescencia específicos de citocinas. La permeabilización con un detergente diluido es necesaria para que el anticuerpo pueda acceder a la citocina intracelular acumulada. Las células teñidas se examinan con citometría de flujo (fig. 9-12) y los linfocitos T específicos de antígeno se identifican y cuantifican según la producción de citocina, aunque también pueden ser valorados por otras características (tamaño, granulosidad, marcadores de activación y diferenciación, expresión del receptor del antígeno). A pesar de ser más exigente desde el punto de vista técnico, la tinción de citocinas intracelulares es más informativa que el análisis ELISPOT.
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Figura 9-12 La tinción de citocinas intracelulares es otro método para cuantificar los linfocitos T específicos de antígenos en mezclas complejas de células.


Si se utiliza este método, se estimulan células del bazo o de sangre periférica de forma transitoria con péptidos antigénicos y luego se tiñen con anticuerpos monoclonales para la producción de citocinas. La trama de puntos muestra la producción de interferón-γ (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) por los linfocitos de sangre periférica cuando se estimulan con un péptido antigénico bacteriano. La población de linfocitos T específicos del péptido muestra la producción simultánea de ambas citocinas, un hallazgo común en los linfocitos T CD8+ específicos de patógenos. El porcentaje de células productoras de TNF-α, IFN-γ o ambos se indica en los cuadrantes del trazado.




Otro método directo para la cuantificación de linfocitos T específicos de antígenos se basa en el uso de tetrámeros de MHC361. Como la interacción entre los TCR y los complejos peptídicos del MHC es de baja afinidad, los intentos por identificar los linfocitos T específicos de antígenos con complejos de péptidos/MHC solubles han fracasado. La generación de formas tetraméricas de péptidos/MHC combinados con un fluoróforo permitió pronto la tinción e identificación de linfocitos T específicos de antígenos con citometría de flujo (fig. 9-13). Además, la tinción del tetrámero se puede usar para aislar linfocitos T viables específicos de patógenos362. Una ventaja de la tinción del tetrámero de MHC sobre la tinción de citocinas intracelulares o el análisis ELISPOT radica en que la detección de linfocitos T no depende de la producción de citocinas, que varía en función del fenotipo de los linfocitos T.
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Figura 9-13 Los tetrámeros del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) son capaces de teñir los linfocitos T específicos de antígenos, ya que pueden interactuar al mismo tiempo con múltiples receptores de linfocitos T específicos de antígenos.


Aunque la asociación de los receptores de linfocitos T individuales con los complejos del MHC es transitoria, en el escenario de múltiples interacciones simultáneas, la unión se torna estable. En la mayoría de los estudios, los tetrámeros del MHC se generan por la biotinilización del extremo carboxilo de las moléculas solubles del MHC que contienen un péptido antigénico específico, seguidas de la formación de un complejo con una molécula de avidina marcada con fluorescencia, con cuatro lugares de unión a la biotina. A, Complejo del tetrámero del MHC asociado a un linfocito T específico de antígeno. B, Tinción con el tetrámero del MHC de células mononucleares de sangre periférica humana mediante complejos de tetrámeros con tres péptidos diferentes derivados del virus de Epstein-Barr. El porcentaje de linfocitos T CD8+ específicos de cada uno de estos péptidos se indica en los trazados. HLA, antígeno leucocítico humano.


(A, Por cortesía de Dirk H. Busch, Technical University, Munich.)





En muchos casos, los resultados de los análisis cuantitativos descritos con anterioridad modificaron de manera radical las estimaciones previas sobre el número de linfocitos T específicos de patógenos70,71,363. En algunas infecciones, como en la primoinfección por el VEB, el número de linfocitos T CD8+ específicos del virus alcanza el 70%364,365. Aunque el VEB puede ser un ejemplo extremo, en otras infecciones, como en las causadas por el VIH, el virus del herpes simple, el virus de la gripe y L. monocytogenes, el número de linfocitos T específicos del patógeno es muy elevado y está comprendido en el intervalo del 2-25%71,363,366,367.
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10 Nutrición, inmunidad e infecciones
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Aunque se ha dejado constancia de los efectos de la desnutrición a lo largo de toda la historia de la humanidad, las relaciones entre nutrición, inmunidad y resistencia a las infecciones sólo han empezado a investigarse de manera científica durante la segunda mitad del siglo xx1,2. La relación entre nutrición e inmunidad es más evidente en el mundo en desarrollo, donde hay obstáculos sustanciales para obtener las calorías o proteínas suficientes. No obstante, en países tanto desarrollados como en desarrollo son relativamente frecuentes las deficiencias de micronutrientes específicos, aunque los síndromes de desnutrición caloricoproteica sean poco frecuentes. Estas deficiencias se asocian con una disfunción inmunitaria y riesgo de infecciones. Los estudios recientes sugieren que la desnutrición no sólo influye en la función inmunitaria sino también en la virulencia de los agentes infecciosos, la progresión de las infecciones crónicas, como la infección por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y la regulación transcripcional de los genes de la inflamación que pueden determinar el desenlace de la sepsis1,2.


Sólo en el último siglo ha surgido el problema de la sobrealimentación, que es de importancia para la salud pública. La obesidad, en general, definida como un índice de masa corporal (IMC) ≥30 (tabla 10-1)3, se asocia con mayores riesgos de infección y mortalidad debida a infección, en particular en pacientes en estado crítico y en aquéllos con sepsis4,5. Estos riesgos pueden guardar relación con los cambios fisiológicos que acompañan la propia obesidad y también con las comorbilidades asociadas a ella, como la diabetes y la vasculopatía periférica. De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y el sobrepeso son problemas en evolución incluso en los países en vías de desarrollo, donde algunos segmentos de la población, en general urbanos, están experimentando un rápido aumento del número de individuos con sobrepeso, mientras que otros segmentos, en general rurales, continúan presentando una insuficiencia nutricional difundida6.


Tabla 10-1 Clasificación del estado nutricional general por el índice de masa corporal






	Índice de masa corporal (kg/m2)

	Estado nutricional general






	<16

	Desnutrición grave






	16-16,9

	Desnutrición moderada






	17-18,4

	Desnutrición leve






	18,5-24,9

	Normal






	25-29,9

	Sobrepeso






	30-34,9

	Obesidad (clase I)






	35-39,9

	Obesidad (clase II)






	≥40

	Obesidad (clase III)







Adaptada con autorización de Feldman M, Friedman LS, Sleisenger MH. Sleisenger and Fordtran’s Gastrointestinal and Liver Disease. 7.ª a ed. Filadelfia: Elsevier; 2002:123.


En este capítulo se examinan las relaciones entre los factores nutricionales, la inmunidad y la virulencia de los patógenos y sus asociaciones con el tratamiento de las enfermedades infecciosas.






[image: image] Epidemiología de la desnutrición


La OMS estima que más del 30% de residentes de países en desarrollo está afectado por el hambre y la desnutrición. La desnutrición caloricoproteica (DCP) se cita como causa primaria de inmunodeficiencia en todo el mundo, siendo los más afectados los lactantes, niños, adolescentes y ancianos. De acuerdo con la OMS, entre niños menores de 5 años, casi el 50% de muertes se asocian a la desnutrición. Cinco enfermedades infecciosas, las infecciones respiratorias agudas, la diarrea, el paludismo, sarampión e infección por VIH/SIDA representan más del 50% de todas las muertes acontecidas antes de los 5 años, y se estima que alrededor de la mitad de estas muertes se debe a la desnutrición2,7,8. Geográficamente, el 70% de niños con DCP reside en Asia, otro 26% en África y alrededor del 4% en Sudamérica y el Caribe.


Aunque la desnutrición es relativamente infrecuente en países desarrollados, las poblaciones en riesgo incluyen niños, ancianos, mujeres embarazadas, individuos sin techo, alcohólicos, individuos portadores de enfermedades agudas y crónicas incluida la infección por VIH/SIDA y la insuficiencia renal terminal, e individuos con restricciones alimentarias autoimpuestas, como la anorexia nerviosa o la bulimia y los que siguen dietas vegetarianas.


Los efectos fisiológicos de la desnutrición tienen lugar en diferentes sistemas orgánicos con diferentes niveles de nutrientes. Por tanto, la prevalencia de la desnutrición depende del sistema orgánico examinado y esto podría explicar parte de la amplia variabilidad en las estimaciones de la prevalencia. La desnutrición puede definirse en términos generales como una disminución de la reserva de nutrientes; con esta definición, la nutrición insuficiente es prevalente incluso en los Estados Unidos, afectando hasta el 15% de pacientes ambulatorios9, el 25-60% de individuos que residen en geriátricos10 y el 35-65% de pacientes hospitalizados11,12.


La National Academy of Sciences, el Institute of Medicine y el Food and Nutrition Board proporcionan las ingestas dietéticas de referencia (dietary reference intakes [DRI]) que incluyen las recomendaciones nutricionales (recommended dietary allowances [RDA]) de los nutrientes específicos, incluidas recomendaciones específicas de edad, sexo y circunstancias13. Estas guías proporcionan niveles recomendados de ingesta para las proteínas y calorías en conjunto, al igual que para una amplia variedad de micronutrientes.









[image: image] Evaluación nutricional y diagnóstico de la desnutrición


Aunque no está disponible un patrón integrado para diagnosticar la desnutrición, la valoración nutricional empieza con una anamnesis y exploración física exhaustivas, seguido de una valoración de la ingesta de alimentos, determinaciones de la composición corporal y una evaluación metabólica que incluye los parámetros de laboratorio y marcadores de la función inmunitaria.


Diversos marcadores bioquímicos del estado nutricional pueden ofrecer una indicación general de la reserva nutricional14. La evaluación de las proteínas viscerales incluye la albúmina, la prealbúmina y la transferrina. La albúmina se usa sobre todo para valorar el estado de las proteínas viscerales, aunque su valor en la evaluación de la desnutrición aguda es limitado debido a su semivida prolongada. Los valores de albúmina también son propensos a una disminución rápida en momentos de estrés fisiológico, incluido el shock séptico y otros estados patológicos agudos. La prealbúmina se caracteriza por una semivida más breve y se usa en general para evaluar las deficiencias nutricionales agudas. Al igual que la albúmina, la prealbúmina tiene tendencia a disminuciones rápidas durante las enfermedades agudas. La transferrina tiene una semivida intermedia y puede usarse en lugar de la albúmina cuando se valora la desnutrición aguda. Las disminuciones de los marcadores del estado de las proteínas viscerales no son específicas y pueden responder a otras causas, incluida la disfunción hepática y el aumento de la permeabilidad capilar. El estado de las proteínas somáticas, indicativo de la masa y el estado muscular, puede determinarse con el uso de la excreción de creatinina en orina de 24 horas (tabla 10-2)15.




Tabla 10-2 Análisis de proteínas viscerales y somáticas en uso clínico para la evaluación nutricional
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En general, los indicadores globales de la función inmunitaria celular se usan para valorar la desnutrición y pueden estimarse mediante el recuento total de linfocitos y la prueba de la hipersensibilidad de tipo retardado con diversos antígenos comunes. Un recuento total de linfocitos de 1.000/mm3 o menos, o una induración de una intradermorreacción no superior a los 5 mm en comparación con la de control con glicerina a las 48 horas sugieren el compromiso de la inmunidad celular debido a la desnutrición, a menos que esté presente otra causa de disfunción de los linfocitos14. No obstante, estos exámenes deben interpretarse con precaución durante una enfermedad aguda porque, en ausencia de desnutrición, puede estar presente un declive de la inmunidad celular.









[image: image] Desnutrición caloricoproteica y función inmunitaria


El término desnutrición caloricoproteica se ha utilizado para describir los síndromes de macrodeficiencia nutricional, incluido el marasmo (deficiencia de calorías), el kwashiorkor (deficiencia de proteínas), los enanismos nutricionales en niños y los síndromes de consunción en adultos.


La desnutrición caloricoproteica primaria, debida a una ingesta insuficiente de nutrientes, suele afectar a niños y a individuos ancianos. La mayoría de anomalías asociadas son reversibles con el tratamiento nutricional. No obstante, si es prolongada puede dar lugar a cambios graves e irreversibles de la función orgánica y del crecimiento. La desnutrición caloricoproteica secundaria es consecuencia de enfermedades, traumatismos o tratamientos que alteran el apetito, la digestión, absorción o metabolismo. Las principales causas de desnutrición caloricoproteica secundaria incluyen las alteraciones que afectan a la función del tracto gastrointestinal, la consunción y las enfermedades crónicas. Aunque, en general, los déficits nutricionales de pacientes con desnutrición caloricoproteica debida a disfunción del tracto gastrointestinal pueden restablecerse hasta lo normal si los suplementos dietéticos proporcionan un soporte nutricional adecuado, la alimentación enteral, o nutrición parenteral, la consunción como la debida al cáncer o al SIDA se caracteriza por una pérdida de peso involuntaria, con frecuencia a pesar de un aumento de la ingesta de calorías. En las enfermedades relacionadas con la consunción, las alteraciones del metabolismo se traducen en una mayor pérdida de tejido muscular de lo que sería de esperar a partir de las reducciones exclusivas de la ingesta de calorías, y los suplementos nutricionales no restablecen la masa muscular a menos que se trate la enfermedad inflamatoria subyacente. El aumento de peso que acontece como consecuencia del soporte nutricional de pacientes con estos síndromes suele representar un aumento de la masa adiposa y del agua corporal sin un cambio sustancial del tejido magro.


La desnutrición caloricoproteica se ha asociado con diversos deterioros de la respuesta inmunitaria1,2. Las anomalías documentadas de la inmunidad natural incluyen una disminución en la producción de citocinas, una disminución de la fagocitosis, interrupciones en la integridad de las barreras físicas y disminución de la calidad del moco y reducciones de los componentes del complemento (C3 y C5). Las alteraciones de la inmunidad adaptativa incluyen una disminución o retraso de la hipersensibilidad cutánea a los antígenos de recuerdo y nuevos y una disminución de los subgrupos de linfocitos T CD4+ y CD8+, del cociente CD4+/CD8+, capacidad proliferativa de linfocitos, inmunoglobulina G (IgG) e IgA secretora. Además, en niños y ancianos desnutridos se demuestra un aumento de los valores basales de los biomarcadores de la inflamación, como la interleucina 6 (IL-6).









[image: image] Nutrientes específicos y sus papeles en la inmunidad


Está fuera del alcance de este capítulo una revisión completa de los nutrientes y sus papeles en la función inmunitaria. Están disponibles diversas revisiones recientes extensas y el lector puede consultar estas publicaciones para obtener información adicional16-18. Más adelante se proporciona una revisión muy breve de los principales micronutrientes y de sus papeles en la inmunidad.






Vitaminas liposolubles






Vitamina A


La vitamina A es una subclase de los ácidos retinoicos, una familia de moléculas liposolubles que incluye los retinoles, β-carotenos y otros carotenoides. El retinol, o vitamina A preformada, es la forma más activa; está presente principalmente en alimentos de origen animal o puede ser sintetizado a partir de los carotenoides. Las principales funciones de esta vitamina son la visión, diferenciación celular y crecimiento de los tejidos. Está bien establecido su importante papel en la función del sistema inmunitario19. Su deficiencia puede afectar a la inmunidad del huésped a través de acciones directas sobre la función de las células inmunitarias y a través de efectos indirectos sobre la diferenciación de las células epiteliales y, en consecuencia, las defensas de barrera del huésped20.


Su deficiencia da lugar a una disminución de la proliferación de linfocitos T estimulados por mitógeno y de la producción de IgA e IgG específicas de antígeno, afecta a la capacidad de los linfocitos T CD4+ para estimular las respuestas de los linfocitos Th2 (respuestas de IgG1 específica de antígeno del linfocito B) y limita la capacidad de los neutrófilos para fagocitar los patógenos bacterianos19,21.


El tratamiento con suplementos de vitamina A se ha examinado en diversos ensayos aleatorizados, doble ciego, controlados con placebo, efectuados en niños tanto desnutridos como en aquéllos cuya nutrición es deficiente, y residentes en países en desarrollo. En los individuos con déficit de vitamina A se observa una alteración de las respuestas mediadas por anticuerpos y, en algunos estudios (aunque no en todos), el tratamiento con suplementos ha mejorado las respuestas de los títulos de anticuerpos a la vacuna del sarampión, ha producido una integridad intestinal sostenida y ha reducido la incidencia de infecciones de las vías respiratorias22. En una revisión Cochrane sobre el tema, sus autores encontraron pruebas sustanciales de que dosis de 200.000 UI/día de vitamina A, administradas en dos días consecutivos, reducen la mortalidad global y la mortalidad específica de neumonía en niños menores de 2 años con sarampión23. Estudios adicionales efectuados en individuos VIH positivos han sugerido una asociación entre la deficiencia de esta vitamina y la mayor mortalidad, la progresión de la enfermedad y transmisión vertical del virus.


A la luz de estos ensayos y otros que demuestran los efectos beneficiosos de los suplementos de vitamina A sobre la función inmunitaria y su eficacia en la prevención de las infecciones, la OMS recomienda que se administren suplementos a todos los individuos en riesgo, sobre todo a los niños y mujeres en edad fértil que residen en países en desarrollo, incluso en ausencia de signos o síntomas de deficiencia. La instauración de este programa ha sido uno de los mayores éxitos obtenidos por la OMS.


Se requiere precaución en la aplicación de estas recomendaciones a las poblaciones con un riesgo mucho menor de deficiencia de esta vitamina. Una ingesta excesiva puede producir manifestaciones tóxicas agudas (cefaleas, vómitos, estupor y edema de papila). La toxicidad crónica se asocia con pérdida de peso, náuseas y vómitos, sequedad de la mucosa labial, dolor óseo y articular, hiperostosis y hepatomegalia con lesión parenquimatosa y fibrosis. En la década de los noventa, en dos ensayos a gran escala que evaluaron el papel del β-caroteno en la prevención del cáncer de pulmón, se observó un aumento del riesgo de este cáncer en los individuos (hombres fumadores) tratados con este precursor24,25. Siguen por dilucidar las razones de este hallazgo de un aumento del riesgo, lo que destaca la necesidad de emprender un estudio adicional sobre el papel de los retinoides en la salud y la inmunidad del ser humano, antes de que pueda recomendarse el uso difundido de suplementos con precursores retinoides en poblaciones cuya nutrición es adecuada.









Vitamina D


El déficit de vitamina D es muy frecuente incluso en países desarrollados, en particular en aquéllos con una disminución de la exposición a la luz solar o de la ingesta diaria o ambas. No obstante, al igual que con otras vitaminas, la prevalencia depende del metabolito que se analice (25-hidroxivitamina D o 1,25-dihidroxivitamina D) y el valor de corte usado para etiquetar la «deficiencia». Puesto que es fácil de determinar y está disponible ampliamente, en la mayoría de encuestas poblacionales se usan los valores séricos de 25-hidroxivitamina D, pero la definición de la «deficiencia» depende de la variable determinada, y no se ha definido una de referencia25a. Con independencia de la variable utilizada, es más probable detectar una deficiencia en mujeres que en hombres, en adultos de edad más avanzada que en los jóvenes y en niños y en razas diferentes de la blanca26. Los individuos de edad avanzada institucionalizados y aquéllos con comorbilidades, que reducen su exposición a la luz solar o la ingesta oral de productos lácteos enriquecidos, también corren un riesgo considerablemente mayor.


Durante décadas se ha reconocido el papel de la vitamina D (1,25-hidroxicolecalciferol) en la respuesta inmunitaria, pero, recientemente, se le ha prestado mayor atención a medida que se ha demostrado la importancia y ubicuidad de la expresión del receptor de la vitamina D y su papel en las defensas del huésped frente a la infección por Mycobacterium. La vitamina D suprime numerosas respuestas inmunitarias adaptativas (proliferación de linfocitos T y producción de anticuerpos) y algunas respuestas inmunitarias naturales (coestimulación de la célula dendrítica y secreción de citocinas). Sin embargo, esta vitamina es esencial para la función apropiada de otros aspectos del sistema inmunitario natural, en particular en las defensas mediadas por los macrófagos18. Esto parece ser especialmente importante en las defensas mediadas por el receptor de tipo toll (toll-like receptor [TLR]) frente a los patógenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis27,28. En un estudio reciente, efectuado en pacientes con tuberculosis en Londres, se encontró que el 56% presentaba valores séricos indetectables de vitamina D y otro 20% una deficiencia grave29. Datos adicionales sugieren que el déficit de esta vitamina afecta a la curación de las heridas y predispone a la enfermedad periodontal18,28.









Vitamina E


Un grupo de ocho sustancias liposolubles íntimamente relacionadas (cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles) manifiestan una actividad biológica de vitamina E, pero la forma más activa es el α-tocoferol, abundante en muchos alimentos y disponible ampliamente en forma de suplementos. La vitamina E forma parte de un grupo de antioxidantes que eliminan los radicales libres formados en las reacciones redox de todo el cuerpo30. La actividad de la vitamina E se complementa con la del selenio, que, como componente de la glutatión peroxidasa, también metaboliza los peróxidos antes de que puedan causar una lesión de las membranas.


La hipovitaminosis E como consecuencia de una alimentación deficitaria es poco frecuente en el mundo occidental y acontece casi exclusivamente asociada con una grave malabsorción de las grasas (esteatorrea) en lactantes de bajo peso al nacer, al igual que en pacientes con enfermedades genéticas poco frecuentes como la abetalipoproteinemia. Los suplementos de vitamina E producen múltiples efectos inmunológicos, incluido un aumento de la proliferación de linfocitos T, quizás mediado por la supresión de la producción de prostaglandina E2 (PGE2), una sustancia que suprime los linfocitos T, y un aumento de las respuestas de hipersensibilidad retardada16,17,30. Los efectos clínicos de los suplementos de vitamina E se han estudiado principalmente en los ancianos (v. «Adultos de edad avanzada»). Recientemente, se ha revisado la extensa investigación sobre la biología de la senescencia inmunitaria y los efectos de la vitamina E sobre la disfunción inmunitaria relacionada con la edad30.












Vitaminas hidrosolubles






Vitamina C


La vitamina C (ácido ascórbico) es el reductor biológico más potente disponible para las células; puede aumentar diversas reacciones de reducción bioquímica relacionadas con el hierro y el cobre y actúa como cofactor enzimático y antioxidante en diversos procesos importantes desde un punto de vista fisiológico, incluido el transporte de ácidos grasos, la síntesis de colágeno y la formación de neurotransmisores16,17.


En seres humanos el déficit de vitamina C se manifiesta como escorbuto, cuya característica principal es el deterioro de la síntesis de colágeno con signos que incluyen fragilidad capilar, hemorragia gingival, retraso en la curación de las heridas y deterioro de la formación ósea. Los estudios efectuados en animales y un número limitado de estudios efectuados en seres humanos han sugerido un papel inmunomodulador para el ácido ascórbico, con un aumento de la resistencia a las enfermedades víricas y efectos anticarcinogénicos, quizás a través de una disminución de la apoptosis de los linfocitos T16,17.


Se han efectuado numerosos ensayos para determinar si la vitamina C podría ser útil para prevenir o tratar el resfriado común. En una revisión exhaustiva reciente se llegó a la conclusión de que estos suplementos no reducen su incidencia pero producen una disminución sistemática de la duración de los síntomas del resfriado. En diferentes estudios se ha descrito una reducción variable del 0,07% al 39% en los días con síntomas, y dosis más altas han demostrado una tendencia hacia un mayor beneficio31. En comparación con la mayoría de los otros antioxidantes dietéticos, la vitamina C parece ser bien tolerada incluso con niveles altos de consumo.









Vitamina B6



La vitamina B6 (piridoxina) desempeña un papel esencial en las vías sintéticas de los ácidos nucleicos y de las proteínas. Como era de esperar, parece ser esencial para la función, maduración y crecimiento óptimo de los linfocitos, producción de anticuerpos, producción de citocinas y actividad de los linfocitos agresores naturales (natural killer [NK])16,17. El aumento del consumo de vitamina B6 mejora la proliferación de linfocitos y de citocinas.









Folato


La deficiencia de folato se asocia con una disminución del número de linfocitos circulantes y su falta de proliferación, al igual que con un deterioro de la inmunidad de los linfocitos Th1, incluidas las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado y la actividad de los linfocitos NK. Apenas se han efectuado estudios sobre suplementos con un análisis de variables de la respuesta inmunitaria, pero los suplementos han mejorado el declive relacionado con la edad de la función de los linfocitos NK16.









Vitamina B12



Al igual que el folato, la vitamina B12 es esencial para la reproducción celular, incluida la proliferación de los linfocitos. La deficiencia de esta vitamina se asocia con una disminución de la producción de anticuerpos frente a la cápsula de polisacáridos del neumococo. No obstante, no se han efectuado estudios para evaluar si la reposición de vitamina B12 invierte este defecto y no se ha establecido una relación causal.












Oligoelementos






Zinc


El zinc (Zn2+) es un oligoelemento dietético que desempeña un papel decisivo en la estructura de las membranas celulares y en la función de las células del sistema inmunitario. Es necesario para la actividad de cientos de enzimas asociadas al metabolismo hidrocarbonado y energético, la síntesis y degradación de proteínas, síntesis de ácido nucleico, biosíntesis del hem y transporte del dióxido de carbono16.


La deficiencia de zinc se da con más frecuencia asociada a la inanición, DCP y síndromes de malabsorción. En el mundo desarrollado se identifica sobre todo en niños y ancianos, aunque se estima que una mayor proporción de norteamericanos pueden correr un riesgo. Se ha documentado asociada a numerosos procesos de inmunocompromiso relativo, incluido el embarazo, alcoholismo, nefropatía, grandes quemados, enfermedad inflamatoria intestinal e infección por VIH16.


Las manifestaciones clínicas de la deficiencia de zinc incluyen el deterioro del crecimiento, retraso de la maduración sexual, hipogonadismo, impotencia, oligospermia, alopecia, disgeusia, ceguera nocturna, retraso de la curación de las heridas, anomalías cutáneas y deterioro de la inmunidad.


Los ensayos clínicos han examinado el papel del zinc en la modulación del sistema inmunitario durante las infecciones y otras enfermedades. Para los niños que viven en países en vías de desarrollo, los suplementos de zinc limitaron la detención del crecimiento y redujeron la duración y la intensidad de la enfermedad diarreica, las infecciones agudas de las vías respiratorias inferiores y la neumonía32. En niños que recibieron suplementos de zinc se observaron mayores recuentos de linfocitos CD3+ y CD4+ y mayores cocientes CD4+/CD8+ en sangre periférica, al igual que una mejora de la inmunidad celular, en comparación con los individuos de control. Los suplementos también redujeron la incidencia de enfermedad clínica debida a Plasmodium falciparum32. En pacientes con anemia drepanocítica, los suplementos de zinc aumentaron la producción de IL-2 y disminuyeron las infecciones confirmadas microbiológicamente y las hospitalizaciones33.


En diversos estudios se ha evaluado el papel del zinc en la protección frente al resfriado común. Los mecanismos postulados incluyen la interferencia mediada por el zinc con el desdoblamiento de las proteínas de rinovirus y el ensamblado de las partículas víricas y la protección de las membranas plasmáticas frente a la lisis por los agentes citotóxicos como las toxinas microbianas y el complemento; algunos de estos efectos podrían deberse a la corrección de una deficiencia subclínica de este oligoelemento. También se ha sugerido que los síntomas del resfriado común, como los estornudos y la rinorrea, podrían disminuir de intensidad por el aumento de las sales intranasales de zinc a través de la producción de un «clampaje químico» en las terminaciones nerviosas del nervio trigémino y facial34.


Sin embargo, en otros ensayos se han arrojado dudas sobre la validez de estos hallazgos. Este efecto antirrinovírico del zinc es débil y las concentraciones séricas de zinc están muy por debajo de las necesarias para producir un efecto antivírico directo. En un metaanálisis que incluyó ocho ensayos aleatorizados, publicados, no se encontró un claro beneficio del uso de comprimidos de zinc disueltos en la boca en el tratamiento del resfriado común35.









Selenio


El selenio es esencial para la función de las proteínas que dependen de este nutriente, que desempeñan papeles decisivos en la regulación redox de las enzimas, factores de transcripción y receptores clave. Más allá de su papel como antioxidante, el selenio podría poseer propiedades inmunitarias adicionales que contribuirían al mantenimiento de una función inmunitaria normal16. El selenio es ubicuo en el suelo y se introduce en la alimentación a través tanto de alimentos de origen vegetal como animal. Su ingesta varía en función de la región geográfica. Una deficiencia manifiesta es poco frecuente y se limita a algunas regiones de China. No obstante, los efectos de una deficiencia relativa sobre la vulnerabilidad a las enfermedades y su progresión sólo se han caracterizado en parte y son el motivo de intensos estudios en curso tanto de los huéspedes como de los patógenos (v. «Estado nutricional del huésped y virulencia de los patógenos»).


Se ha demostrado que la deficiencia de selenio disminuye la producción de radicales libres y la destrucción por los neutrófilos, la afinidad por el receptor de la IL-2 y la expresión en los linfocitos T, la proliferación y diferenciación de linfocitos T y la citotoxicidad de los linfocitos. La deficiencia de selenio in vitro da lugar a un aumento de la adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales, un acontecimiento precoz en la respuesta inflamatoria. Tanto en estudios murinos como en los efectos en seres humanos, los suplementos de selenio aumentan las respuestas proliferativas de los linfocitos, la expresión del receptor de la IL-2 y la citotoxicidad tumoral dependiente de linfocitos T citolíticos y de macrófagos. Incluso con niveles plasmáticos de selenio asociados a una alimentación normal en Estados Unidos, los suplementos con una dosis de 200 μg/día de selenio producen considerables efectos potenciadores de la inmunidad, aunque es probable la existencia de un límite superior ya que el tratamiento con «megadosis» puede asociarse a un declive de la inmunidad16,36.









Hierro


En todo el mundo, entre las deficiencias de oligoelementos el déficit de hierro es la más habitual. Se estima que afecta al 20-50% de la población mundial, incluidos los lactantes, niños y mujeres en edad fértil que viven en regiones tropicales37. Sus efectos se observan en múltiples sistemas del organismo humano, incluido el sistema inmunitario16. En los estudios efectuados en animales y en seres humanos, el déficit de hierro se ha asociado con un deterioro de la inmunidad celular, reducciones de la actividad de los neutrófilos con una disminución de la actividad de la mieloperoxidasa y de la actividad bactericida y también de la actividad de los linfocitos NK16,38. Se ha puesto de relieve que el déficit de hierro afecta a la función de los linfocitos y neutrófilos en niños, aunque no se ha descrito un aumento consiguiente de la vulnerabilidad a las infecciones. Aunque, con frecuencia, la deficiencia de este mineral y las infecciones coexisten en países en vías de desarrollo, no se ha establecido una relación de causa y efecto, excepto para la asociación bien documentada entre las pérdidas hemáticas gastrointestinales y las infestaciones masivas por anquilostomas.


Muchas de las anomalías inmunitarias asociadas con la deficiencia de hierro parecen ser reversibles con su reposición, pero esto ha sido difícil de demostrar en los estudios efectuados en seres humanos. Los estudios emprendidos en animales de laboratorio han sido más homogéneos, demostrando los efectos lesivos reversibles del déficit de hierro sobre variables de inmunidad funcional38, incluso en animales con una ligera ferropenia.


En la deficiencia documentada la mayor parte de médicos administran sistemáticamente suplementos de hierro para evitar la anemia. No obstante, suscitan controversia los posibles efectos lesivos de los suplementos en algunos contextos. Numerosos microorganismos requieren oligoelementos, como el hierro y el zinc, para su supervivencia y replicación en el huésped, y los suplementos pueden aumentar su patogenicidad. De hecho, los estudios microbiológicos han demostrado una relación entre la disponibilidad de hierro y la virulencia bacteriana38. Por otra parte, en estudios efectuados en seres humanos y en animales se ha demostrado que los suplementos de hierro por vía parenteral son perjudiciales cuando se administran durante las infecciones38. Por esta razón, en pacientes con infección activa es preciso diferir la administración de hierro, en particular el hierro intravenoso o los agentes quelantes del hierro como la deferoxamina.












Ácidos grasos


Tres grandes grupos de ácidos grasos de origen alimentario –el ácido oleico, el ácido linoleico y el ácido linolénico– sirven de precursores para la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI). Entre estos grupos de ácidos grasos se establece una competición metabólica, y la modificación de la alimentación puede dar lugar a alteraciones de su composición en los lípidos tisulares y, a su vez, a cambios de las respuestas celulares.


Los AGPI de 20 carbonos, incluidos el ácido araquidónico y el ácido eicosapentaenoico (EPA), pueden convertirse enzimáticamente a eicosanoides. Numerosos datos sugieren un potente papel modulador de los ácidos grasos en diversas respuestas celulares, incluidas la inflamación y la función inmunitaria39, y se dispone de un número de pruebas cada vez mayor de que también actúan como segundos mensajeros o reguladores de las moléculas transductoras de señales39. Entre los ácidos grasos, los AGPI omega 3 (ω-3) son los que poseen las actividades inmunomoduladoras más potentes, y, entre ellos, los concentrados en el aceite de pescado, EPA y el ácido docosahexaenoico (DHA), son más potentes biológicamente que el ácido α-linolénico (ALA).


En diversos ensayos clínicos se han evaluado los beneficios de los suplementos dietéticos con aceites de pescado en diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes en seres humanos, incluidas la artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, psoriasis, lupus eritematoso y esclerosis múltiple. Los estudios efectuados en animales y los estudios clínicos sobre síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) sugieren que una alimentación rica en grasas que contenga EPA (aceite de pescado), ácido γ-linolénico (GLA; aceite de borraja) y antioxidantes puede mejorar la permeabilidad microvascular y oxigenación pulmonar y la función cardiopulmonar, y reducir la síntesis de eicosanoides proinflamatorios y la inflamación pulmonar (v. «Pacientes quirúrgicos y en estado crítico»).
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Las preocupaciones nutricionales afectan a numerosas poblaciones especiales en Estados Unidos y otros países industrializados. Para ilustrar muchos de los aspectos generales descritos hasta este punto, se destacan tres poblaciones clínicas de interés específico: pacientes quirúrgicos y en estado crítico, individuos infectados por VIH y adultos de edad avanzada. Los infectólogos visitan con frecuencia a estas poblaciones y la investigación en estos tres grupos ha sido de calidad especialmente elevada, con la publicación de estudios epidemiológicos e intervencionistas bien diseñados.






Pacientes quirúrgicos y en estado crítico






Nutrición parenteral total frente a nutrición enteral


El Veterans Affairs (VA) Total Parenteral Nutrition (TPN) Cooperative Study40, un ensayo multicéntrico, prospectivo, aleatorizado, controlado, evaluó la eficacia de la nutrición parenteral total (NPT) en pacientes quirúrgicos estratificados por el estado nutricional. No se encontraron diferencias significativas en la mortalidad postoperatoria a 30 días o en la mortalidad a 90 días y las tasas de complicaciones entre el grupo que recibió NPT y el de control. El análisis de subgrupo reveló un ligero aumento de las complicaciones infecciosas entre pacientes clasificados como portadores de desnutrición en los límites o leve en el grupo que recibió NPT, en comparación con el de control. Además, en aquel grupo se detectó una mayor tasa de complicaciones infecciosas pero una tasa más baja de complicaciones no infecciosas. La tasa de complicaciones globales en pacientes con desnutrición grave que recibieron NPT fue más baja, pero la disminución no fue estadísticamente significativa. Los autores del estudio concluyeron que la NPT perioperatoria no fue beneficiosa en pacientes con desnutrición en los límites o leve y que, en realidad, en este grupo podría ser lesiva debido al mayor riesgo de infección. Diversos ensayos posteriores confirmaron los hallazgos, aunque suscita preocupación la aplicación clínica de este y otros estudios iniciales a la luz de los progresos efectuados en las soluciones de NPT desde que se emprendieron estos ensayos.









Alimentación enteral e inmunonutrición


Se han publicado numerosos estudios sobre suplementos nutricionales enterales y parenterales para mejorar el estado nutricional general, la inmunidad y la curación de las heridas y reducir el riesgo de infección en pacientes quirúrgicos y en estado crítico41-43. A partir de estos datos, queda claro que los suplementos enterales son de elección sobre las formulaciones parenterales, siempre que la alimentación enteral sea una opción. Los estudios revisados en múltiples metaanálisis, efectuados sobre alimentación enteral comparada con parenteral en pacientes en estado crítico, demostraron un menor riesgo de infección para la alimentación enteral43. Con frecuencia, es difícil satisfacer por completo las necesidades nutricionales de estos pacientes con alimentación enteral exclusiva y, en la actualidad, algunos expertos recomiendan una estrategia enteral/parenteral combinada43, aunque otros investigadores la desaconsejan44.


Aunque no está claro el mecanismo de protección, se ha postulado que la disminución del riesgo de infección con la alimentación enteral se relacionaría con la estimulación de la integridad de la mucosa intestinal, lo que reduciría las respuestas proinflamatorias y mejoraría la curación de las heridas41. Esta hipótesis ha dado lugar al concepto de «inmunonutrición», es decir, formulaciones específicas que reemplazan los micronutrientes que, con frecuencia, son deficitarios en los estados inflamatorios agudos y proporcionan nutrientes antiinflamatorios para reducir el riesgo de infección (fig. 10-1). Se han emprendido estudios con suplementos que han utilizado la glutamina, arginina, N-acetilcisteína, aminoácidos de cadena ramificada, nucleótidos, AGPI ω-3, vitaminas antioxidantes y oligoelementos, taurina y diversas combinaciones de estas moléculas. Aunque suscita cierta controversia, en particular con respecto a los suplementos de arginina que pueden inducir una producción excesiva de óxido nítrico41, las evaluaciones de estos estudios se han traducido en la formulación de las guías de consenso estadounidenses45 que indican que las combinaciones enterales de inmunonutrición:



1. Benefician a los pacientes sometidos a cirugía gastrointestinal programada y a aquéllos con un traumatismo torácico cerrado o penetrante.



2. Es probable que beneficien a pacientes sometidos a cirugía mayor programada, aquéllos con traumatismo craneal grave o quemaduras >30% del área de superficie corporal y a pacientes en estado crítico, no sépticos, dependientes del ventilador.



3. Es poco probable que beneficien a los pacientes capaces de reanudar la ingesta oral al cabo de 5 días.
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Figura 10-1 Efectos de la «inmunonutrición», alimentación enteral con nutrientes específicos y vías postuladas que reducen el riesgo de infección en pacientes quirúrgicos y en estado crítico.


(Modificada de Calder PC. Immunonutrition in surgical and critically ill patients. Br J Nutr. 2007;98(S1):S133-S139.)





Las guías europeas más recientes46,47 sugieren que las formulaciones de inmunonutrientes (alimentación enteral enriquecida en arginina, nucleótidos, antioxidantes y AGPI ω-3 de cadena larga) son superiores a la alimentación enteral de referencia en pacientes sometidos a cirugía gastrointestinal superior programada, sepsis leve, traumatismos (incluso en aquéllos con heridas abdominales abiertas48), o con síndrome de dificultad respiratoria aguda (sólo AGPI ω-3 y antioxidantes). Para pacientes quemados y víctimas de traumatismos debe añadirse glutamina.


Por ultimo, los pacientes en estado grave, ingresados en la unidad de cuidados intensivos que no toleran más de 700 ml/día de alimentación enteral, no deben recibir una fórmula inmunomoduladora49 sino exclusivamente alimentación enteral sistemática.












Virus de la inmunodeficiencia humana/síndrome de la inmunodeficiencia adquirida


El reconocimiento de la desnutrición y los principios del tratamiento nutricional son importantes aspectos del tratamiento primario de pacientes con infección por VIH50,51. La desnutrición grave de estos pacientes se reconoce como «síndrome de consunción», definido por los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC) como una pérdida de peso corporal ≥10% con astenia, fiebre y diarrea asociadas, no explicadas por otra causa; no obstante, cualquier pérdida de peso >5% se asocia a una progresión acelerada de la infección, un deterioro del estado funcional y una mayor mortalidad52. En Estados Unidos, precozmente en la epidemia del VIH, los estudios describieron consunción en hasta un 20% de pacientes en el momento del diagnóstico del SIDA. Pese a los progresos en el control y tratamiento de la infección por VIH, en la población infectada el síndrome de consunción y otras formas de desnutrición siguen siendo prevalentes53. La consunción se asocia a una mayor mortalidad y sigue siendo un factor pronóstico significativo en la infección avanzada por VIH.


La causa de la consunción asociada al SIDA es multifactorial. Se ha relacionado con una disminución de la ingesta oral, con síndromes de malabsorción, una disfunción endocrina y un aumento de la producción de citocinas. La reducción de la ingesta de alimentos puede deberse a la anorexia asociada a la enfermedad o a los fármacos antirretrovirales, disfunción del sistema nervioso central, disfagia y odinofagia. La absorción puede estar deteriorada por una inflamación y disfunción intestinal infecciosa o asociada a los fármacos antirretrovirales, y la diarrea. Las anomalías endocrinas incluyen alteraciones de la función tiroidea y suprarrenal y fluctuaciones de los valores de hormona del crecimiento. La producción de citocinas proinflamatorias da lugar a una degradación metabólica acelerada de los micronutrientes esenciales, lo que compromete aún más al huésped infectado por el VIH. El uso de un tratamiento nutricional durante el curso de la infección con un aumento de la intensidad durante la infección sintomática puede retrasar y quizás invertir los efectos combinados de la inmunodeficiencia asociada a la nutrición.


La DCP es la forma más habitual de desnutrición observada en la infección por VIH en todo el mundo, pero también se han descrito alteraciones de los depósitos de grasa y de vitaminas hidrosolubles y de oligoelementos. La deficiencia de vitamina A se ha asociado con su progresión, la aparición de infecciones secundarias, un aumento de la mortalidad relacionada con la infección y un incremento de la transmisión maternofetal54-56. Las deficiencias de vitaminas hidrosolubles parecen ser menos frecuentes que las de vitaminas liposolubles y sólo la deficiencia de cobalamina (vitamina B12) se asocia con su progresión57. De los oligoelementos se han descrito deficiencias de hierro, zinc y selenio. Los valores de zinc disminuyen a medida que progresa la enfermedad y sus suplementos mejoran las respuestas inmunitarias, aunque los beneficios clínicos no se han documentado58.


La deficiencia de selenio es más frecuente en pacientes infectados por VIH, según lo documentado por unos bajos valores tanto en plasma como en los hematíes, la disminución de la actividad de la glutatión peroxidasa y unos bajos valores de este antioxidante en el músculo cardíaco de pacientes con SIDA. Las concentraciones de selenio en plasma pueden disminuir hasta en un 50% de pacientes con SIDA y la deficiencia relativa se describe en más del 60% de individuos VIH positivos59. Apenas se conoce el mecanismo de la depleción de este nutriente en los individuos infectados, pero es probable que sea multifactorial. La reducción de los valores se ha documentado incluso en los estadios más tempranos de la infección60, y en pacientes con deficiencia de selenio se ha descrito una progresión acelerada de la enfermedad61,62. Sin embargo, en pacientes infectados por VIH, los ensayos que han examinado el tratamiento con suplementos de selenio no han demostrado una mejora del recuento de linfocitos T CD4+, disminuciones de las tasas de infecciones oportunistas o de la mortalidad, a pesar de una mejoría de los marcadores de estrés oxidativo62.






Estrategias para combatir la pérdida de peso y la consunción asociadas al virus de la inmunodeficiencia humana


En ensayos clínicos efectuados a pequeña escala se ha utilizado tratamiento con estimulantes del apetito, tratamiento hormonal sustitutivo y modulación inmunitaria con anticitocinas, con o sin ejercicio, para combatir el síndrome de consunción de los pacientes infectados por VIH, describiendo resultados satisfactorios variables. El tratamiento con esteroides anabolizantes, en particular con testosterona intramuscular en hombres con un déficit, puede ofrecer aumentos prolongados de la masa muscular y una mejoría del humor y de la calidad de vida. Está fuera del alcance de esta revisión un examen exhaustivo de estas estrategias pero, más adelante, se valoran las estrategias nutricionales específicas.






Suplementos de macronutrientes


Recientemente, en una revisión de la Cochrane Collaboration efectuada por Mahlungulu y cols. se evaluaron los suplementos de macronutrientes (calorías y proteínas)63. Cumplían los estrictos criterios de inclusión ocho ensayos, que reclutaron un total de 486 participantes VIH positivos; se excluyeron los estudios de más de una intervención nutricional, los que examinaron a mujeres embarazadas y los que examinaron la nutrición parenteral total, comparada con la enteral. En la tabla 10-3 aparece un resumen de los hallazgos. Los suplementos de 600-960 kcal/día mejoraron la ingesta calórica y proteica total, pero, como era de esperar, el peso corporal, la masa adiposa, la masa magra y el recuento de linfocitos CD4 no se modificaron. Según lo indicado, en este metaanálisis, el peso corporal no se modificó en conjunto pero en tres estudios sobre suplementos con fórmulas, que en general se caracterizaron por una mejoría de las concentraciones de aminoácidos y antioxidantes, se describió un ligero aumento de peso (1,93 kg; intervalo de confianza [IC] del 95%, 0,15 a 3,71). La carga vírica sólo se determinó en dos estudios que incluyeron a 44 pacientes. En un estudio se utilizó una combinación de aminoácidos, incluida la arginina, glutamina y β-hidroxi-β-metilbutirato, y se demostró un beneficio (log 10 de la carga vírica, –0,70; IC del 95%, –1,18 a –0,22), mientras que el otro estudio usó una mezcla de l-ornitina monohidratada y α-cetoglutarato y no se demostró ningún beneficio (0,20; IC del 95%, –0,59 a 0,99). Cuando se combinaron, en estos dos estudios se identificó un beneficio estadísticamente significativo (v. tabla 10-3).




Tabla 10-3 Efectos de los suplementos con macronutrientes en individuos con infección por VIH*
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Como se ha señalado en la revisión Cochrane, la mayoría de estudios se efectuaron a pequeña escala y en países ricos de Norteamérica y Europa más que en áreas pobres del mundo, en las que la desnutrición global es mucho más frecuente. Se suscita una necesidad acuciante de disponer de datos procedentes de las regiones en vías de desarrollo. Además, la combinación de estudios es difícil debido a la variabilidad de las formulaciones utilizadas, en particular con respecto a la disminución de la carga vírica. Por último, estos estudios prestaron atención a adultos de mediana edad (30-50 años), con una nutrición adecuada y que recibían tratamiento antirretroviral. Apenas se dispone de datos en grupos de edad más avanzada o en pacientes infectados por VIH y portadores de lipodistrofia u obesidad, en los que los suplementos nutricionales podrían dar lugar a un aumento de las tasas de diabetes mellitus o enfermedad cardiovascular.









Suplementos de micronutrientes


En los países poco industrializados la deficiencia de micronutrientes es incluso más habitual que la de macronutrientes, y se dispone de pruebas epidemiológicas firmes que relacionan dicha deficiencia con un desenlace adverso de numerosas enfermedades infecciosas, incluida la infección por VIH. En 2005 se publicó una Cochrane Systematic Review que evaluó los suplementos de micronutrientes en niños y adultos infectados por VIH64. Una importante característica de este metaanálisis es que la mayoría de estudios se emprendieron en países pobres donde la desnutrición es habitual. En el análisis se incluyeron 15 estudios con un total de 3.643 participantes VIH positivos. Predominaron los estudios sobre suplementos de vitamina A, incluidos cuatro sobre esta vitamina exclusiva y seis sobre suplementos de vitamina A/β-caroteno en adultos. El resto de estudios fueron intervenciones terapéuticas con multivitaminas/minerales en las que los antioxidantes desempeñaron un papel destacado.


Básicamente, los suplementos de vitamina A y/o β-caroteno apenas produjeron efectos sobre la morbilidad, mortalidad o marcadores indirectos de la función inmunitaria en adultos. A pesar de que los hallazgos fueron heterogéneos, se identificó una tendencia general hacia un beneficio de los suplementos de vitamina A en niños infectados por VIH, describiendo un estudio una disminución de la mortalidad por enfermedad diarreica y de la mortalidad global entre niños hospitalizados. En algunos estudios sobre otros micronutrientes, que en general se administraron en forma de suplementos de multivitaminas/minerales y en ocasiones en dosis muy altas (es decir, 20 veces la RDA), se describieron mejorías de la morbilidad (p. ej., de las infecciones oportunistas y las hospitalizaciones) o de los marcadores indirectos de la inmunidad, como el recuento de linfocitos CD4. Debido a las diferentes formulaciones utilizadas es difícil extraer conclusiones concretas o formular recomendaciones específicas.


Un subgrupo importante es el de mujeres embarazadas. Los indicadores nutricionales de un desenlace adverso en el embarazo de mujeres infectadas por VIH en África incluye un IMC <21,8, una concentración de hemoglobina <8,5 g/dl y una pérdida o un aumento excesivo de peso durante el embarazo65. En mujeres embarazadas o en período de lactación de Tanzania un ensayo aleatorizado relativamente a gran escala (n >1.000) sobre suplementos de multivitaminas/minerales demostró un beneficio tanto para la madre como para el recién nacido56,66,67. Las mujeres experimentaron una menor progresión del SIDA y una menor mortalidad, un menor número de resultados adversos del embarazo y menos morbilidad por diarrea. Los hijos de las mujeres con deterioro de los parámetros inmunológicos y nutricionales presentaron menos mortalidad infantil entre los dados a luz por mujeres del grupo que recibió suplementos.















Adultos de edad avanzada


Los ancianos representan una población que corre un riesgo sustancial de desnutrición y sus problemas de salud relacionados. La desnutrición y la disminución de la ingesta de alimentos en este segmento de edad suelen ser multifactoriales. En un ámbito hospitalario, las órdenes de «ayuno», imposibilidad de alimentarse y aumento de la necesidad de calorías ocupan los primeros puestos de la lista. En un ámbito ambulatorio, la depresión, la medicación, los problemas dentales o de deglución y los problemas sociales (p. ej., tener que elegir entre la compra de alimentos y de medicación) son los más destacados. Los estudios efectuados en individuos de edad avanzada hospitalizados y en los que se han utilizado parámetros antropométricos y los valores de laboratorio como la albúmina sérica, han mostrado que alrededor del 40-60% están desnutridos68,69. En un estudio prospectivo efectuado en ancianos con una enfermedad no terminal dados de alta del hospital se encontró que un valor del IMC ≤20 kg/m2 se asociaba con un aumento destacado del riesgo de mortalidad al año70. Entre los residentes en geriátricos y en centros de cuidados subagudos, la prevalencia de desnutrición es del 15-66%71. Entre los pacientes ancianos ambulatorios, la incidencia de desnutrición se ha identificado sobre todo determinando la pérdida de peso. Los datos de la Nutritional Screening Initiative sugirieron que una pérdida de peso >5% en un mes, >7,5% en 3 meses, o >10% en 6 meses es clínicamente significativa72. El National Health and Nutrition Examination Survey Follow-up Study encontró que durante los 10 años de seguimiento, el 50% de individuos de 65-74 años perdieron como mínimo el 5% de su peso corporal y el 26% de mujeres y el 14% de hombres perdieron como mínimo el 15% de su peso corporal73. Las deficiencias de micronutrientes también son prevalentes entre adultos de edad avanzada, y en un 10-30% se detectan valores inferiores a lo normal de algunas vitaminas o minerales (tabla 10-4).


Tabla 10-4 Prevalencia de deficiencias nutricionales en adultos de edad avanzada residentes en diversos ámbitos*






	Nutriente

	Ingresados en geriátricos u hospitalizados (% deficiencia)

	Residentes en la comunidad (% deficiencia)






	Proteínas/calorías

	17-85

	10-25






	Vitamina A

	2-20

	2-8






	Vitamina B12


	ND

	7-15






	Vitamina D

	50-85

	8-40






	Vitamina E

	5-15

	ND






	Zinc

	ND

	15-25







* Datos combinados a partir de múltiples estudios. ND, no hay datos.






Suplementos nutricionales en adultos de edad avanzada: efectos sobre la inmunidad y los desenlaces químicos


Aunque en los ancianos la desnutrición se asocia claramente con un deterioro de la inmunidad y desenlaces clínicos desfavorables, no se ha demostrado definitivamente que los suplementos nutricionales inviertan esta tendencia. Muchos estudios sólo examinaron variables relacionadas con las respuestas inmunitarias más que criterios de valoración clínicos, que se han revisado recientemente17,74. En los apartados siguientes se destacan los estudios que abordan específicamente los criterios de valoración clínicos.






Suplementos con multivitaminas y oligoelementos


Los estudios que han examinado los suplementos con multivitaminas y oligoelementos para la prevención de las infecciones se han efectuado tanto en ancianos sanos, ambulatorios, como en residentes en geriátricos y se resumen en la tabla 10-575-80. En la edición previa de este libro de texto se incluyeron los estudios de Chandra y cols., cuyos resultados en la actualidad se han puesto en duda y quizás podrían ser fraudulentos81, por lo que no se incluyen en esta edición. Además, desde la edición previa, se han publicado dos ensayos aleatorizados a gran escala, uno efectuado en adultos de edad avanzada residentes en la comunidad79 y otro en residentes en geriátricos80.




Tabla 10-5 Ensayos recientes aleatorizados, controlados con placebo, sobre suplementos de multivitaminas/minerales efectuados en adultos de edad avanzada


[image: image]




En conjunto, ha sido difícil demostrar un beneficio claro de los suplementos de multivitaminas/minerales en adultos de edad avanzada residentes en la comunidad. En los residentes en geriátricos, a partir de una serie de estudios parece claro que los suplementos con oligoelementos (zinc y selenio) pueden ser más eficaces que las multivitaminas para reducir la incidencia de infecciones de las vías respiratorias pero apenas producen efectos sobre la infección del tracto urinario o las úlceras por presión75,76. Además, en función de un análisis post hoc efectuado en un estudio reciente, los pacientes sin demencia podrían ser los que más se beneficiaran de los suplementos80.









Vitamina E


La vitamina E aumenta las respuestas inmunitarias humorales y celulares en individuos de edad avanzada. En ancianos sanos, los suplementos de vitamina E en una dosis de 200 u 800 mg/día mejoraron las respuestas de hipersensibilidad retardada y las respuestas de la vacunación frente a la hepatitis B, pero no a la vacuna antineumocócica de polisacáridos o la antitetánica30. Sin embargo, en otro estudio, la gravedad de los síntomas debidos a infección fue significativamente peor en el grupo tratado con suplementos de vitamina E, con una mayor duración total de la enfermedad y mayor número de síntomas y de la frecuencia de fiebre y de restricción de la actividad (comparado con los individuos tratados con placebo)77, aunque es posible que estos hallazgos representen unas mayores respuestas inmunitarias en los individuos que recibieron la vitamina E. En un estudio adicional, efectuado en ancianos residentes en geriátricos, se demostraron beneficios variables de los suplementos de vitamina E, lo que dependió de la variable analizada82. No hubo diferencias en el número global de días de infecciones de las vías respiratorias, la variable principal analizada en el estudio, pero una proporción más baja de individuos del grupo tratado con vitamina E experimentó una o más infecciones respiratorias (riesgo relativo [RR], 0,88; IC del 95%, 0,76 a 1,0), y el efecto pareció ser más destacado para las infecciones de las vías respiratorias superiores (frente a las inferiores). No hubo un efecto sobre el uso de antibióticos. Un subanálisis de este estudio implicó aún más unos niveles séricos bajos de zinc como factor de riesgo de neumonía en estos pacientes83, lo que sugiere que en los estudios futuros debe prestarse atención a los oligoelementos.


Por tanto, los datos sobre la administración de suplementos de vitamina E son controvertidos. Un metaanálisis de ensayos sobre suplementos de esta vitamina demostró un aumento de la mortalidad para los que recibían dosis diarias de 400 UI o más84. Aunque este análisis también ha suscitado controversia, es probable que estén presentes otros factores que modifiquen la relación entre los suplementos de vitamina E y el riesgo de infección de las vías respiratorias (p. ej., el tabaquismo)85-87. En la actualidad, el uso de suplementos de esta vitamina para reducir la incidencia de infecciones no está justificado fuera de los ensayos clínicos. Sin embargo, es posible que produzca efectos considerables sobre las respuestas inmunitarias, y la determinación del papel global de esta vitamina en los suplementos nutricionales prescritos a adultos de edad avanzada requiere un estudio adicional.


















[image: image] Estado nutricional del huésped y virulencia de los patógenos


En el pasado, cuando se describía el estado nutricional en el contexto de las enfermedades infecciosas, siempre se había supuesto que la relación entre una nutrición insuficiente y los resultados adversos era una respuesta inmunitaria inadecuada del huésped, debida a la desnutrición. No obstante, los datos recientes sugieren que el estado nutricional puede producir efectos espectaculares sobre el propio patógeno y que los entornos de elevado estrés oxidativo, debido a la nutrición insuficiente, edad avanzada u otros procesos, pueden aumentar sustancialmente la virulencia de los patógenos o la expresión de la enfermedad o ambos. Esta relación fue descrita por primera vez en la enfermedad de Keshan en China, en la que la deficiencia de selenio en el suelo se relacionó con una elevada expresión de cardiomiopatía después de una infección por virus coxsackie88. Un modelado experimental de la infección por este virus en ratones no sólo reveló que la tendencia a causar cardiomiopatía era mucho mayor en animales con deficiencia de selenio, sino también que cuando el virus obtenido de estos animales se usaba para infectar a animales con valores normales de selenio seguían experimentando cardiomiopatía, lo que sugiere que el propio patógeno había cambiado de algún modo88a. Más tarde, se demostró que en ratones deficientes en selenio la infección por virus coxsackie B o el virus de la gripe daba lugar a una replicación vírica asociada con el rápido desarrollo de mutaciones en el genoma vírico; en el caso de la gripe, las mutaciones acontecían específicamente en las proteínas de la matriz (M) M1 y M2. Estas mutaciones alteraban la virulencia del virus de la gripe, aumentando la gravedad de la enfermedad en los huéspedes ulteriores aunque su nutrición fuera adecuada (fig. 10-2)88,89. Parece ser que el estado redox del huésped es el factor clave que determina este proceso. En los estudios de seguimiento, Gay y cols. demostraron que la edad avanzada, caracterizada por una capacidad limitada de neutralizar el estrés oxidativo (similar a la deficiencia de selenio), también podría inducir una tasa de mutaciones acelerada y cambios de la virulencia del virus coxsackie90.





[image: image]

Figura 10-2 Efecto de la desnutrición sobre la virulencia de un patógeno vírico.


La replicación de las cepas relativamente no virulentas de un virus dentro de un huésped desnutrido (p. ej., ratón con deficiencia de selenio) da lugar a la hipermutación dentro del genoma vírico, lo que se traduce en la aparición de cepas más virulentas. Una vez aparecen, las cuasiespecies hipervirulentas provocan una enfermedad más grave incluso en huéspedes cuyo estado nutricional es apropiado. Se, selenio; VitE, vitamina E.


(De Beck MA, Handy J, Levander OA. Host nutritional status: The neglected virulence factor. Trends Microbiol. 2004;12:417-423, con autorización.)





Aunque los datos obtenidos en animales respalden el modelo de mayores tasas de mutación y un aumento de la virulencia mostrado en la figura 10-2, apenas se dispone de datos en el ser humano. Se han emprendido investigaciones limitadas de la tasa de mutaciones en individuos con una deficiencia poco clara de selenio88. Se proporcionaron suplementos de selenio a un pequeño grupo de individuos antes, durante y después de la administración de la vacuna de la poliomielitis de virus vivos y se obtuvieron muestras de heces para determinar la tasa de mutaciones en el grupo que recibió suplementos de selenio y en el grupo de control. La tasa de mutaciones de la cepa de la vacuna fue significativamente mayor en el grupo que no recibió suplementos, lo que respalda los hallazgos obtenidos en los estudios en animales, descritos previamente. Esto dio lugar a la teoría de que los huéspedes con una deficiencia nutricional (p. ej., deficiencia de selenio) o con estrés oxidativo (p. ej., los adultos de edad avanzada90) proporcionan un entorno ideal para inducir una elevada tasa de mutaciones en los patógenos infectantes, lo que se traduce en una mayor virulencia (v. fig. 10-2).


Todos los datos obtenidos hasta la fecha se han generado en modelos de infecciones víricas. Sería de gran interés determinar si con otros virus, en particular los que causan infecciones crónicas (p. ej., hepatitis C, VIH) o infecciones latentes (virus de la varicela-zóster), o con patógenos no víricos (p. ej., bacterias) se producen hipermutaciones y cambios similares de la virulencia.
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11 Prebióticos, probióticos y simbióticos




Shervin Rabizadeh, Mark A. Miller, Cynthia L. Sears





La Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) definen los probióticos como microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio sobre la salud al huésped1 (v. también el capítulo 45; algunos de estos productos se consideran medicinas alternativas). Los prebióticos son ingredientes fermentados de forma selectiva que estimulan cambios específicos en la microflora del colon que benefician la salud del huésped. En la actualidad, sólo ciertos oligosacáridos no digeribles (en especial la inulina) se clasifican como prebióticos. Los simbióticos son combinaciones de prebióticos y probióticos que están diseñados para tener efectos sinérgicos o aditivos que beneficien al huésped. Aunque las sustancias relacionadas (prebióticos y simbióticos) se están comenzando a evaluar en estudios clínicos, la mayoría de los investigadores se han centrado en la evaluación de los supuestos probióticos. Los probióticos tanto bacterianos (por lo general, especies de Lactobacillus o Bifidobacterium) y fúngicos (habitualmente Saccharomyces boulardii) son objeto de una bibliografía en constante expansión, así como de un uso global creciente2. Por razones de simplicidad, en este capítulo se denominarán probióticos todos los productos que contengan bacterias u hongos, incluso aunque no se haya demostrado ningún «beneficio para la salud» (según la definición de la OMS). En la bibliografía en inglés (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, a 5 de febrero de 2009), se contaban más de 3.800 publicaciones sobre probióticos, de las que la primera vio la luz en 1973, y alrededor del 75% de esta bibliografía se basa en el ser humano. Hasta 2008, se habían publicado 461 ensayos clínicos controlados y aleatorizados en seres humanos sobre probióticos, con un 70% de los mismos realizados desde 2005. Aunque se ha estimado que los probióticos supusieron menos del 5% del mercado de los suplementos dietéticos en Estados Unidos en 2005, se cree que el mercado internacional es mucho mayor2. La mayoría de preparados probióticos se comercializan en la actualidad como ingredientes alimenticios, suplementos dietéticos o «alimentos médicos». Los yogures en los que la etiqueta afirma que contienen «cultivos vivos y activos» se suplementan con uno o más probióticos.
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En la tabla 11-1 se enumeran algunas de las preocupaciones sobre los productos probióticos comercializados.


Tabla 11-1 Preocupaciones sobre los productos probióticos comercializados






	


1. Comercialización con nombres microbiológicos de taxonomía incorrecta o ficticios



2. Falta de estándares para definir el número de microorganismos viables en los probióticos disponibles, la caducidad de los productos o las condiciones adecuadas de almacenamiento para mantener su viabilidad



3. Falta de un etiquetado claro de muchos productos probióticos sobre la posología o toxicidad



4. Ausencia de supervisión de la FDA o de otro tipo para proporcionar unos estándares de fabricación mínimos para los probióticos



5. Gran número de productos probióticos distintos sin un estudio científico adecuado para definir la eficacia del producto, establecer la base biológica del supuesto beneficio sobre la salud o demostrar la seguridad del producto










Los probióticos comercializados son muy variables. Algunos productos se anuncian como con un contenido de un solo tipo de microorganismos, mientras que en otros se afirma que contienen muchos tipos distintos (p. ej., el producto VSL3, que consta de ocho cepas de bacterias de los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus), mientras que otros contienen múltiples especies de un único género, habitualmente bacteriano (p. ej., Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus rhamnosus). Sin embargo, los estudios para verificar la composición de las formulaciones probióticas comercializadas han observado discrepancias con frecuencia (en al menos el 30-40% de los productos) entre lo que se afirma y el número real de microorganismos viables, la concentración de microorganismos y sus tipos presentes en el producto en comparación con el etiquetado del mismo2. Además, algunos probióticos comercializados se etiquetan con nombres de microorganismos que tienen una taxonomía incorrecta o que son ficticios. Por tanto, existe una incertidumbre considerable sobre la composición y fiabilidad de las preparaciones probióticas disponibles en la actualidad. Al ser ingredientes alimentarios o suplementos dietéticos, los probióticos no están sujetos a estándares mínimos de fabricación con supervisión de organismos reguladores, ni existen estudios con solidez científica que demuestren la eficacia requerida para comercializar un producto probiótico1,2. Por consiguiente, para la mayoría de los productos probióticos disponibles faltan estudios que demuestren que el probiótico confiere un beneficio comprobable sobre la salud, e incluso se dispone de menos información para definir el mecanismo o mecanismos por el que un producto concreto estimula la salud del ser humano en distintas enfermedades clínicas. En Estados Unidos, los probióticos pueden recibir la calificación «GRAS» (Generalmente Reconocido como Seguro) de la Food and Drug Administration (FDA), incluso aunque no haya datos sobre su eficacia. Las sustancias GRAS son aquellas «para las que su uso en los alimentos tiene un historial demostrado de seguridad basado en una historia de uso previa a 1958 o en la evidencia científica publicada y no necesitan ser aprobados por la FDA antes de usarse». En la actualidad, hay ocho probióticos que poseen la calificación GRAS en Estados Unidos (tabla 11-2; http://www.cfsan.fda.gov/∼rdb/opa-gras.html, a 15 de febrero de 2009).


Tabla 11-2 Ocho probióticos que han recibido la calificación GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) en Estados Unidos






	
Lactobacillus reuteri cepa DSM 17938
Lactobacillus casei subesp. rhamnosus cepa GG
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus lactis y Pediococcus acidilactici
Bifidobacterium lactis cepa Bb12 y Streptococcus thermophilus cepa Th4
Bifidobacterium longum BB536
Saccharomyces cerevisiae cepa ECMo01 con mayor expresión de urea amidoliasa
S. cerevisiae cepa ML01 portadora de un gen que codifica la enzima maloláctica de Oenococcus oeni y un gen que codifica la malato permeasa de Schizosaccharomyces pombe
Carnobacterium maltaromaticum cepa CB1
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En la tabla 11-3 se enumeran los trastornos para los que se han estudiado los prebióticos, probióticos y simbióticos en cuanto a su eficacia en ensayos clínicos controlados y aleatorizados. Sólo se han publicado unos 40 estudios sobre prebióticos o simbióticos hasta la fecha, en comparación con los más de 400 ensayos clínicos del mismo tipo sobre probióticos. Como se muestra en la tabla 11-3, hay que destacar que ha habido al menos un ensayo clínico en un gran número de afecciones clínicas. Los trastornos digestivos, como las enfermedades inflamatorias (p. ej., enfermedades intestinales inflamatorias o enterocolitis necrosante en recién nacidos) o infecciones entéricas, son las estudiadas con más frecuencia3. Además de los estudios sobre trastornos clínicos específicos, se han llevado a cabo muchos estudios para evaluar el efecto de preparados probióticos individuales sobre la composición de la flora fecal, la función de barrera gastrointestinal y la nutrición, así como una variedad de respuestas inmunitarias mucosas, sistémicas o cutáneas en personas sanas y en distintas poblaciones de pacientes. Los resultados publicados a menudo difieren entre los estudios realizados sobre temas similares, pero, en conjunto, es infrecuente que los ensayos clínicos controlados y aleatorizados disponibles en un trastorno concreto se hayan realizado con el mismo agente probiótico y con un rigor comparable. La verificación del contenido probiótico y su viabilidad no es un estándar actual de los estudios controlados y aleatorizados publicados sobre probióticos. Por ejemplo, una revisión reciente de 46 ensayos clínicos sobre el uso de probióticos en la enfermedad intestinal inflamatoria señaló que solo 23 estudios publicados contaban con doble enmascaramiento y eran aleatorizados y controlados. Además, entre todos los ensayos clínicos revisados, había 32 en los que se usaron distintos productos probióticos, 10 utilizaron diferentes productos prebióticos y 4 usaron simbióticos distintos4. Una preocupación adicional son los criterios de estudio, que motivan que la participación en los ensayos clínicos sobre probióticos sea escasa. Por ejemplo, un ensayo clínico reciente y muy publicitado en el que se evaluó un preparado probiótico de Lactobacillus para evitar la diarrea asociada a antibióticos se llevó a cabo usando un protocolo aleatorizado, con doble enmascaramiento y controlado con placebo, con un total de 135 pacientes. Los resultados sugirieron que el probiótico era beneficioso, con una reducción significativa tanto de la diarrea asociada a antibióticos como del número de pacientes que adquirieron la diarrea causada por Clostridium difficile. Sin embargo, sólo un 8% de los pacientes potencialmente elegibles participaron en el estudio, lo que limita la capacidad de generalizar los resultados a la práctica clínica5.


Tabla 11-3 Trastornos clínicos o contextos estudiados en ensayos clínicos aleatorizados y controlados para evaluar la eficacia de los prebióticos, probióticos o simbióticos*






	Prebióticos






	Dermatitis atópica
Prevención de infecciones en lactantes o niños pequeños






	Probióticos






	Trastornos abdominales






	Enfermedades diarreicas (infecciosas† y no infecciosas‡)
Diarrea asociada a antibióticos
Enterocolitis necrosante
Enfermedades intestinales inflamatorias (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, inflamación de bolsa ileal)
Colitis colagenosa
Síndrome de intestino irritable
Infección por Helicobacter pylori
Amebiasis aguda
Pancreatitis aguda grave
Diverticulosis del colon
Estreñimiento
Encefalopatía hepática
Prevención de neoplasias colorrectales






	
Trastornos orales y del aparato respiratorio§







	Gingivitis
Caries dental
Otitis media aguda
Prevención de infecciones de las vías respiratorias altas
Exacerbaciones pulmonares en la fibrosis quística






	Trastornos de los aparatos urinario y reproductor






	Prevención y tratamiento de la vaginosis bacteriana
Infecciones urinarias recidivantes
Cáncer vesical recidivante






	Trastornos alérgicos o cutáneos






	Dermatitis atópica
Rinitis alérgica
Asma alérgica






	Otras






	Prevención de infecciones en lactantes y niños pequeños
Prevención de infecciones nosocomiales en unidades de cuidados intensivos
Prevención de infecciones postoperatorias
Inhibición de la colonización nasal, oral o fecal con bacterias patógenas¶
Mastitis
Hiperlipidemia
Hipertensión
Espondiloartropatía
Artritis reumatoide






	Simbióticos






	Dermatitis atópica
Profilaxis de la diarrea secundaria a la leche de fórmula para lactantes
Prevención de infecciones bacterianas agudas o infecciones respiratorias
Impacto sobre complicaciones infecciosas postoperatorias o asociadas a traumatismos
Pancreatitis aguda grave
Cirrosis con encefalopatía hepática







* Como se aprecia, los probióticos se han estudiado en numerosas afecciones en ensayos clínicos de diversos tamaños y rigor metodológico, usando en la mayoría de las ocasiones un rango de probióticos de contenido no verificado. Los resultados publicados suelen diferir entre los estudios realizados sobre cada trastorno concreto, lo que limita la extracción de cualquier conclusión sobre la eficacia.


† Incluye la prevención y tratamiento de la colitis por Clostridium difficile y la diarrea asociada al virus de la inmunodeficiencia humana.


‡ Incluye la diarrea asociada con la radio/quimioterapia o el tratamiento farmacológico antirretroviral.


§ V. Trastornos alérgicos o cutáneos (asma alérgica).


¶ Incluye Staphylococcus aureus, enterococos resistentes a vancomicina o Candida albicans.


Las revisiones Cochrane constituyen una estrategia estructurada (usando criterios predefinidos), colaborativa y multinacional para evaluar las intervenciones para la prevención y el tratamiento de las enfermedades. Debido a la diversidad de la bibliografía sobre probióticos, las revisiones Cochrane sobre los estudios de probióticos se resumen en la tabla 11-4 con el fin de ofrecer una panorámica de las áreas concretas evaluadas hasta el momento con esta rigurosa estrategia. De las 15 de estas revisiones disponibles, 10 se centran en trastornos o infecciones de la luz del aparato digestivo, como diarrea infecciosa, diarrea asociada a antibióticos, colitis por C. difficile, enfermedades intestinales inflamatorias (incluida la inflamación de la bolsa ileal), enterocolitis necrosante en lactantes prematuros, colitis colagenosa y síndrome del intestino irritable. En estas afecciones, los probióticos estudiados pueden reducir el riesgo de enterocolitis necrosante en los lactantes prematuros que pesen más de 1.000 g, pueden ser útiles para mantener una situación de remisión de la inflamación crónica de una bolsa ileal tras una anastomosis entre la bolsa y el ano y también se ha sugerido que son útiles como complemento del tratamiento de rehidratación en la diarrea infecciosa (aunque aún no se ha determinado cuál es el producto más eficaz). Sin embargo, en un metaanálisis más reciente que evaluaba el uso de los probióticos en la diarrea aguda de posible origen infeccioso, se observó que la mayoría de los datos provenían de estudios asociados a un hospital, con escasez de ensayos clínicos basados en la comunidad sobre el uso de probióticos en la diarrea aguda y con un único estudio realizado en países en vías de desarrollo6. Las revisiones Cochrane sobre los estudios de probióticos en la diarrea asociada a antibióticos, colitis por C. difficile, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, colitis colagenosa y síndrome de intestino irritable no ofrecieron evidencias de la eficacia de los probióticos en estas afecciones, o bien se consideró que los datos eran insuficientes para obtener conclusiones claras sobre la eficacia. Dos revisiones Cochrane abordaron el papel de los probióticos en la prevención de la enfermedad alérgica y la hipersensibilidad a los alimentos en lactantes, así como el tratamiento del eczema. Sus conclusiones fueron que los probióticos estudiados eran ineficaces o que había pocas evidencias para recomendar su uso en la actualidad en dichos trastornos. Las tres revisiones Cochrane restantes evaluaron el uso de los probióticos en la prevención de la sepsis bacteriana y las complicaciones de las heridas en el trasplante hepático, el tratamiento de la esteatosis hepática no alcohólica y la prevención del parto prematuro, con el resultado de que los datos disponibles tampoco eran concluyentes.




Tabla 11-4 Base de datos Cochrane de revisiones sistemáticas: eficacia de los probióticos
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Los datos que están apareciendo predicen que cada persona alberga un microbioma colónico específico que consta predominantemente de dos estirpes bacterianas, el filo Firmicutes (sobre todo Clostridia spp.) y el filo Bacteroidetes (sobre todo Bacteroides spp.)7. Además, la composición y estructura del microbioma de cada persona es esencial para la salud, pero también puede contribuir a reducir el riesgo. Varios estudios murinos detallados sobre los miembros bacterianos habituales del microbioma, como Bacteroides fragilis o  Bacteroides thetaiotaomicron, han aportado información sobre el modo en el que el microbioma puede contribuir a la salud o la enfermedad. Por ejemplo, determinadas cepas de B. fragilis, mediante la expresión del polisacárido A de superficie, pueden servir para disminuir la inflamación mucosa o incluso para favorecer las respuestas inmunitarias adaptativas sistémicas, mientras que se cree que B. thetaiotaomicron desempeña un papel destacado en la nutrición mediante el metabolismo del glucano en la luz del colon8-11. Sin embargo, se ha sugerido que la alteración del equilibrio entre Firmicutes y Bacteroidetes contribuye al desarrollo de obesidad y de enfermedades intestinales inflamatorias12,13.


En este marco científico básico, dirigido a comprender los mecanismos fundamentales por los que el microbioma influye en la inmunidad mucosa innata y adaptativa, así como en la salud o la enfermedad del huésped, es donde se están realizando las investigaciones para definir la base mecanicista y biológica del beneficio de los probióticos sobre la salud14. Aunque los mecanismos de acción de la mayoría de los probióticos siguen sin estudiarse, se suele suponer que los mecanismos moleculares de los probióticos se activan por las interacciones entre los microorganismos y las células epiteliales en el lugar de aplicación de los probióticos (p. ej., intestino, vagina) con la modulación de una o más respuestas inmunitarias mucosas o sistémicas. Es de suponer que los mecanismos de actuación de los probióticos son distintos entre cada producto. Varios estudios experimentales recientes in vitro e in vivo están empezando a ofrecer pistas sobre los posibles modos de acción de los probióticos y la mayor parte de la información sugiere que algunos probióticos atenúan la activación del factor nuclear κB y, por tanto, las respuestas inmunitarias proinflamatorias mucosas o sistémicas14-16. Otros datos sugieren que determinados probióticos aumentan las respuestas de anticuerpos a la inmunización y contra los patógenos infecciosos. En algunos casos, los sobrenadantes acelulares de los probióticos estudiados disminuyen de forma similar las respuestas inflamatorias, lo que sugiere la posibilidad de que los probióticos puedan liberar moléculas antiinflamatorias acelulares15,17. El aislamiento y la caracterización de estas moléculas pueden proporcionar una estrategia para el desarrollo de nuevas sustancias terapéuticas en el futuro. Aunque se ha supuesto de forma generalizada que los probióticos, mediante su adherencia a las mucosas, desplazan a los patógenos y evitan su capacidad de colonizar e iniciar la enfermedad, no hay datos sólidos que confirmen este concepto y, de hecho, los estudios experimentales han ofrecido resultados contradictorios sobre la capacidad de los probióticos de desplazar a los patógenos de las células epiteliales o de la mucosa14,15,18. En los estudios con seres humanos, distintas cepas de probióticos han mostrado capacidades diferentes de colonización, basadas en estudios fecales19. Además, la detección de los cambios de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa ha sido diferente con los distintos probióticos y las diversas poblaciones de estudio. Por ejemplo, en lactantes propensos a desarrollar alergia, se ha demostrado un leve aumento de las respuestas proinflamatorias sistémicas20.
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Algunos probióticos, sobre todo los lactobacilos, lactococos y Bifidobacterium, se consideran seguros por lo general, basándose en su amplio historial de uso frecuente (es probable que cada día los consuman millones de personas) y en las escasas notificaciones de toxicidad21. De hecho, se ha informado de un aumento de la ingesta de L. rhamnosus GG en Finlandia de 1 a 6 litros por persona al año de 1990 a 200021. Algunos productos probióticos se han estudiado en poblaciones de riesgo sin que se hayan comunicado casos de toxicidad ni de resultados adversos (tabla 11-5). Sin embargo, por lo general se dispone de escasa información sobre la mayoría de los preparados probióticos comercializados como para ofrecer garantías sobre la seguridad.


Tabla 11-5 Probióticos estudiados en poblaciones de riesgo sin evidencia de toxicidad






	Población de riesgo

	Probióticos estudiados






	Mujeres embarazadas

	
Lactobacillus rhamnosus GG






	Recién nacidos prematuros

	
L. rhamnosus GG






	Ancianos

	
L. rhamnosus GG






	Niños o adultos hospitalizados

	
L. rhamnosus GG






	Niños malnutridos

	
L. rhamnosus GG






	Pacientes con artritis reumatoide

	
L. rhamnosus GG






	Pacientes con enfermedad de Crohn

	
L. rhamnosus GG, Lactobacillus johnsonii LA 1, VSL3*







	Niños en estado crítico†


	
Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium infantis‡







	Pacientes en estado crítico

	
Lactobacillus plantarum 299V






	Receptores de trasplante hepático

	
L. plantarum 299V






	Pacientes con insuficiencia hepática

	
L. plantarum 299V






	Pacientes con infección por VIH

	Saccharomyces boulardii







* VSL3 consta de Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, B. infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.


† Incluye a niños con enterocolitis necrosante.


‡ B. infantis también se denomina B. lactis.


Adaptada de Snydman DR. The safety of probiotics. Clin Infect Dis. 2008;46(suppl 2):S104-S111.


Aunque los estudios poblacionales parecen ser tranquilizadores sobre la toxicidad del uso de probióticos, otros datos suscitan preocupaciones sobre el uso de al menos algunos probióticos en poblaciones de pacientes vulnerables, sobre todo huéspedes inmunodeprimidos, aquellos en estado crítico, con enfermedades concurrentes graves, catéteres intravenosos, material o aparatos protésicos, síndrome del intestino corto, válvulas cardíacas patológicas, o los ancianos21,22. En especial, un ensayo clínico reciente, aleatorizado, con doble enmascaramiento y controlado con placebo, que fue diseñado para evaluar la eficacia de un preparado probiótico (6 cepas distintas de Lactobacillus o Bifidobacterium; dosis diaria total, 1010 bacterias) sobre las complicaciones infecciosas de la pancreatitis aguda informó de una mayor mortalidad en el grupo de tratamiento con el probiótico (16% en 152 pacientes tratados con probióticos frente al 6% en los 144 pacientes tratados con placebo; riesgo relativo de 2,53, intervalo de confianza del 95% 1,22-5,25), sin que hubiese ningún impacto medible sobre las complicaciones infecciosas23. Además, la isquemia intestinal aumentó de forma significativa en los pacientes con pancreatitis aguda tratados con probióticos. Los mecanismos que podrían explicar este sorprendente desequilibrio en los resultados adversos no se conocen. Se han descrito casos de bacteriemia, endocarditis y absceso hepático debidos a la infección por Lactobacillus spp. (incluido L. rhamnosus GG), con una mayor preocupación en las personas que tienen un síndrome del intestino corto, catéteres venosos centrales, sondas de alimentación intestinal o enfermedades concurrentes graves21. De modo similar, aunque Saccharomyces boulardii (un subtipo de Saccharomyces cerevisiae o levadura de cerveza) es una cepa fúngica infrecuente del torrente sanguíneo, en una serie, el 86% de los episodios de fungemia por S. boulardii se identificaron en niños o adultos que ingirieron S. boulardii como probiótico24. Se han descrito casos de mortalidad o sepsis por shock debidos a infecciones invasivas por Lactobacillus spp. o S. boulardii asociadas con el uso de probióticos. Otras preocupaciones sobre el uso de probióticos, como la posibilidad de que precipiten una acidosis láctica, toxicidad en el aparato digestivo y la transferencia de la resistencia a antibióticos en dicho aparato, siguen siendo teóricas ante la ausencia de su comprobación en los estudios clínicos o en publicaciones21.
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La definición científica de probióticos («productos destinados a aumentar la salud del huésped») implica el requisito de documentar los beneficios sobre la salud en ensayos clínicos controlados y bien diseñados. Pocos (o ninguno) de los probióticos comercializados cumplen este estándar y L. rhamnosus GG es el probiótico más evaluado hasta el momento3,21. Ningún probiótico está aprobado por la FDA para uso clínico. Los médicos deberían comentar con los pacientes los aspectos de control de calidad en la fabricación de los probióticos, las limitaciones de los datos disponibles sobre el uso de probióticos en las enfermedades, así como las posibles consecuencias adversas de su utilización. La definición del papel de los probióticos en la asistencia médica aún está por mejorar en aspectos como la caracterización de los probióticos y sus modos de acción, así como la realización de ensayos clínicos estrictos y reproducibles para demostrar los beneficios y la seguridad en situaciones patológicas. No hay datos que indiquen que la seguridad y la supuesta eficacia de una especie o género de probiótico pueda generalizarse a otros. Basándose en los datos disponibles, los preparados de probióticos no deberían utilizarse en poblaciones inmunodeprimidas o con enfermedades críticas y hay que tener precaución en personas con edades extremas, así como en aquellas que tienen catéteres venosos centrales, alteración de las barreras mucosas, síndrome de intestino corto, válvulas cardíacas patológicas, articulaciones o válvulas protésicas y otros aparatos o materiales protésicos. Aunque se debe tener cuidado, los datos experimentales disponibles ofrecen atisbos sugestivos del modo en el que pueden actuar los probióticos para mejorar la salud del ser humano9, y los datos sobre los «probióticos de diseño» son prometedores para el desarrollo de nuevos tratamientos. Los probióticos de diseño son probióticos recombinantes dirigidos contra una enfermedad creados, por ejemplo, para absorber las toxinas bacterianas de la luz digestiva, como las toxinas Shiga25. Se necesitan más investigaciones sobre el desarrollo de los probióticos.
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12 Evaluación del paciente con sospecha de inmunodeficiencia
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Las causas más frecuentes de inmunodeficiencia son las iatrogénicas y son consecuencia del uso difundido, planificado o accidental de tratamientos que modulan el sistema inmunitario. Con el mayor reconocimiento, identificación y, en un número creciente de casos, la corrección de las anomalías inmunitarias, establecer el diagnóstico correcto ha dejado de tener un interés puramente académico. En la actualidad, la identificación y clonación de los genes relacionados con las enfermedades han hecho que el diagnóstico prenatal preciso y el consejo genético sean una realidad. El prometedor e incipiente campo de la tecnología de transferencia de genes hace esencial tratar al paciente en el que se plantean estos aspectos de manera sensible y con una estrategia orientada al problema. Más adelante, se describen algunos principios generales relacionados con la consideración de si un paciente experimenta una inmunodeficiencia y cómo proceder con una evaluación diagnóstica previa, o como adyuvante de la derivación o la consulta con el especialista.
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La preocupación por el estado inmunitario de un paciente suele suscitarse en función de la frecuencia o la gravedad de las infecciones o por el hallazgo de un agente infeccioso insólito. En la tabla 12-1 se enumeran algunos microorganismos infecciosos y la rama afectada de la defensa del huésped implicada por su aislamiento. Es evidente que no todos los aislamientos de un virus del herpes o de Staphylococcus representan una inmunodeficiencia en un paciente particular. Sin embargo, en el contexto de infecciones anormalmente frecuentes o de retraso del desarrollo y crecimiento, el aislamiento de estos microorganismos a partir de muestras del paciente debe propiciar la consideración de un posible diagnóstico subyacente. En comparación, la identificación de Pneumocystis, Burkholderia (Pseudomonas) cepacia, Aspergillus o Nocardia en un paciente sin una inmunodeficiencia conocida es una razón suficiente para buscar la probabilidad de un defecto subyacente.




Tabla 12-1 Patógenos seleccionados asociados a inmunodeficiencia
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Las infecciones hematógenas recurrentes por Neisseria indican deficiencias en los componentes terminales del complemento1. La neumonía por Pneumocystis (carinii) jirovecii indica anomalías de los linfocitos T2. La bacteriemia por B. cepacia sugiere firmemente una enfermedad granulomatosa crónica3. Algunas inmunodeficiencias específicas se citan en la tabla 12-2, junto con el defecto génico, si se conoce, y algunos de los hallazgos pertinentes. El reconocimiento y la evaluación de la base genética de estos procesos han sido decisivos para el desarrollo de un tratamiento y fundamentales para las estrategias curativas que en la actualidad se instituyen.




Tabla 12-2 Inmunodeficiencias congénitas
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En la tabla 12-3 se menciona la estrategia de cribado para un paciente con sospecha de inmunodeficiencia. Es decisivo prestar una atención cuidadosa a la anamnesis. La edad de inicio de la enfermedad es de utilidad; con frecuencia, el síndrome de la hiper-IgE e infecciones recurrentes (HIES o síndrome de Job) se inicia al cabo de los primeros días a semanas de vida, mientras que los estados de deficiencia de anticuerpos hacen su aparición al cabo de varios meses de vida cuando han disminuido los valores de inmunoglobulinas maternas4. Los problemas del desarrollo y la diarrea son aspectos importantes que respaldan un problema sustancial, pero son inespecíficos por lo que respecta a la etiología. La anamnesis obstétrica debe incluir el estado de la cicatriz umbilical y momento del desprendimiento del cordón umbilical porque, en general, en la deficiencia de adhesión de los leucocitos se retrasa de manera anormal5. Entre los antecedentes patológicos debe documentarse la administración de vacunas, en especial la del sarampión, parotiditis y rubéola y el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), porque los problemas asociados sugieren una inmunidad disfuncional de los linfocitos T o los monocitos. Los antecedentes dentales pueden ser informativos porque los pacientes con anomalías de la defensa fagocítica con frecuencia presentan gingivitis con enfermedad periodontal6 (fig. 12-1), los pacientes con síndrome de Job suelen experimentar una retención prolongada de la dentición temporal7 y los pacientes con deficiencia del factor nuclear κB con frecuencia son portadores de dientes cónicos o muy separados. Es decisivo formular preguntas sobre la consanguinidad parental, aunque sea motivo de incomodidad.


Tabla 12-3 Evaluaciones de cribado de los defectos inmunitarios






	Anamnesis
 Medicaciones y tratamientos
 Consanguinidad de los padres, desprendimiento del cordón umbilical, edad de inicio, antecedentes dentales
 Frecuencia, gravedad, distribución, tipos de infección
 Antecedentes de vacunaciones, en especial respuesta a las vacunas de microorganismos vivos y respuesta de anticuerpos a la vacunación
 Agentes infecciosos causales
Exploración física
 Peso y estatura
 Pelo: brillo, pigmentación
 Abdomen: organomegalia
 Piel: cicatrices distróficas, telangiectasias, eczema, verrugas
 Orofaringe: muguet, úlceras, gingivitis, erupción de la dentición definitiva
 Facies: hipertelorismo, inclinación hendidura palpebral, surco nasolabial
 Huesos: cifoescoliosis, fracturas
Valores de laboratorio determinados sistemáticamente
 Hemograma completo
 Recuento y fórmula leucocitaria: linfopenia, neutropenia, neutrofilia, eosinofilia
 Extensión de sangre periférica: gránulos gigantes, gránulos específicos (secundarios)
 Recuento de plaquetas: trombocitopenia
 Velocidad de sedimentación: en general, aumento en las infecciones
 Química sanguínea
 Concentración sérica de calcio
 Concentración sérica de ácido úrico
 Función hepática
 Inmunoglobulinas
 IgA, IgM, IgG e IgE
 Isohemaglutininas
 Títulos de anticuerpos (vacuna tétanos, neumocócica, etc.)
 Complemento
 Complemento hemolítico total (CH50 clásico, AH50 alternativa)
Examen radiológico
 Radiografía de tórax simple: cifoescoliosis, neumatoceles, cicatrices
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Figura 12-1 Grave enfermedad periodontal observada en la deficiencia de adhesión de los leucocitos (LAD)-1, demostrada por la recesión gingival.




La exploración física puede deparar hallazgos diagnósticos o muy sugestivos de lesiones de ramas específicas del sistema inmunitario. Las anomalías faciales, incluido el hipertelorismo, un acortamiento del surco nasolabial y hendiduras palpebrales inclinadas, se identifican en el síndrome de DiGeorge8, mientras que la facies característica con una nariz ancha y una mandíbula triangular son típicas del síndrome de Job7,9. En el síndrome de Chédiak-Higashi el pelo tiene un brillo plateado y está presente una distribución irregular de la melanina10. Los signos cutáneos de los defectos inmunitarios incluyen las telangiectasias sobre las conjuntivas bulbares y la piel en la ataxia-telangiectasia, el grave eczema que acompaña el síndrome de Job o las cicatrices distróficas que se observan en el síndrome de la deficiencia de adhesión de los leucocitos.


El examen inicial de laboratorio debe incluir un hemograma completo con fórmula leucocitaria, recuento de plaquetas, examen de un frotis de sangre periférica y velocidad de sedimentación. El síndrome de Chédiak-Higashi y la deficiencia de gránulos de los neutrófilos pueden detectarse en la extensión de sangre periférica, mientras que el síndrome de Kostmann (agranulocitosis congénita) y el síndrome de Wiskott-Aldrich pueden excluirse en buena parte por un recuento normal de neutrófilos o plaquetas, respectivamente. Un perfil de inmunoglobulinas (Ig) con valores de IgA, IgM, e IgG total contribuirá a detectar los casos de deficiencia de IgA, al igual que los de hipogammaglobulinemia. En los casos en los que el eczema sea una característica destacada o se sospeche un síndrome de Job, está indicada una determinación de los valores de IgE. El sistema inmunitario humoral se examina funcionalmente a través de los valores de anticuerpos previos y posteriores a la vacunación. Los exámenes del complemento hemolítico total (CH50) proporcionan una valoración rápida de la integridad funcional del componente clásico de la cascada del complemento desde C1 hasta el complejo de ataque de la membrana (C5-C9), mientras que los exámenes del complemento hemolítico (AH50) proporcionan información sobre la vía alternativa de la activación del complemento. Las radiografías simples de tórax pueden demostrar una cicatrización pulmonar, neumatoceles y destrucción parenquimatosa, que, con frecuencia, se detectan en los defectos fagocíticos y en el síndrome de Job. En éste suele observarse escoliosis, osteoporosis, fracturas costales y de huesos largos, al igual que sus secuelas7,9.
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Linfocitos t e inmunidad celular


Aunque no siempre, la manifestación inicial de los defectos congénitos de los linfocitos T suele acontecer en los primeros meses de vida, e incluye candidiasis mucocutánea grave, infecciones respiratorias persistentes, recurrentes, diarrea y problemas del crecimiento o desarrollo. Se describe una amplia variedad tanto del inicio como de la gravedad. La disgenesia reticular acontece en las primeras semanas de vida y se caracteriza por pancitopenia, infecciones, sordera y muerte prematura11-13. Las enzimopatías de los linfocitos (deficiencia de adenosín-desaminasa y deficiencia de purina nucleósido fosforilasa) tienen tendencia a aparecer al cabo de varios meses de vida, cuando el recuento de linfocitos empieza a disminuir debido a la acumulación de metabolitos tóxicos como la desoxiadenosina trifosfato y la desoxiguanosina trifosfato, respectivamente14,15. La aparición de una neumonía por P. (carinii) jirovecii, infección diseminada por el BCG después de la vacunación, una infección persistente por el virus de la poliomielitis tras vacunación oral o la infección persistente por virus respiratorios deben dar lugar a la consideración de un defecto de la función de los linfocitos16. La enfermedad injerto contra huésped, adquirida por transferencia intrauterina de linfocitos maternos o a través de una transfusión de sangre no irradiada, puede ser la causa subyacente de las erupciones cutáneas, aumentos de la concentración de transaminasas o malabsorción y diarrea, y es un indicador potente de defectos de la inmunidad debidos a los linfocitos T16.


En muchas formas de anomalías de los linfocitos T, la función de los linfocitos B también está comprometida y aparecen deficiencias de la inmunidad tanto celular como humoral, a lo que se hace referencia como inmunodeficiencia combinada grave16. Este síndrome suele reconocerse después de que los valores de anticuerpos maternos disminuyan y empiecen a manifestarse infecciones bacterianas recurrentes. El hallazgo de unos valores bajos de inmunoglobulinas asociados a una linfopenia destacada en un contexto apropiado debe dar lugar a la consideración de una inmunodeficiencia combinada grave2.


La evaluación más directa y simple del estado inmunitario de los linfocitos T es la determinación del número, que se obtiene en la fórmula leucocitaria de cribado. El número de linfocitos circulantes varía desde unas 7.000 células/μl en lactantes hasta 4.000 células/μl en niños, y unas 2.000 células/μl en adolescentes y adultos hasta la edad avanzada17. De éstos, alrededor de la mitad son linfocitos T, y el resto está formado por linfocitos B y linfocitos citolíticos naturales (natural killer [NK]). Son relativamente infrecuentes las anomalías cuantitativas graves de los linfocitos; en la gran mayoría de casos de inmunodeficiencia combinada grave, al igual que en otras inmunodeficiencias congénitas, se detectan recuentos absolutos bajos de linfocitos (v. tabla 12-2). Pueden asociarse a linfocitopenia el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), unos valores plasmáticos elevados de corticoides (iatrogénicos o endógenos), la obstrucción de la circulación linfática (p. ej., linfangiectasia intestinal), una enfermedad sistémica grave (p. ej., carcinomatosis, tuberculosis miliar), lupus eritematoso sistémico, sarcoidosis, tratamiento citotóxico o inmunosupresor y la insuficiencia cardíaca congestiva derecha grave.


Inicialmente, la función de los linfocitos T se analiza in vivo examinando la inmunidad celular de tipo IV o la hipersensibilidad de tipo retardado (tabla 12-4). Esta última se examina con la inyección intradérmica de un antígeno al que se ha expuesto el paciente. Se reclutan los linfocitos T CD4+ específicos de antígeno y, a su vez, estos linfocitos T reclutan macrófagos con el depósito consiguiente de fibrina intersticial y una induración. Tras la inyección se observan precozmente un eritema y edema, pero no son indicativos de hipersensibilidad de tipo retardado. La induración manifiesta se valora mejor a las 24-48 horas y, acto seguido, disminuye gradualmente. Una hipersensibilidad de tipo retardado efectiva está indicada por la induración.


Tabla 12-4 Exámenes directos de la función inmunitaria






	Linfocitos T
 Análisis de clasificación celular activada por fluorescencia (fluorescence-activated cell sorting [FACS]) (subgrupos de linfocitos, receptores de las citocinas)
 Hipersensibilidad de tipo retardado: parotiditis, Candida, tétanos, Trichophyton
 Enzimas de los linfocitos (adenosín desaminasa y purina nucleósido fosforilasa)
 Producción y respuesta de las citocinas
 Proliferación in vitro: estimulación con antígeno, lectina, anticuerpos, células alogénicas, estimulantes de la proteincinasa C y ionóforos del calcio
Linfocitos B
 FACS
 Provocación con antígeno, de recuerdo o nuevo
 Producción de anticuerpos in vitro
Fagocitos
 FACS para las moléculas de adhesión leucocitaria
 Oxidación de dihidrorrodamina, reducción del nitroazul de tetrazolio
 Generación de superóxido, generación de peróxido de hidrógeno
 Adhesión
 Actividad bactericida frente a estafilococos
 Quimiotactismo
 Fagocitosis
Complemento
 Análisis de los componentes individuales del complemento, funcional o cuantitativo







En la evaluación de cribado de los defectos inmunitarios es importante considerar la experiencia antigénica del paciente, como las vacunaciones, infecciones previas y las exposiciones regionales en la selección de antígenos. Es decisivo un examen simultáneo de diversos antígenos diferentes para la determinación de la respuesta de los linfocitos T, tal como los antígenos de paromixovirus, de Candida, Trichophyton, los antígenos estreptocócicos y los del bacilo tetánico. La demostración de una hipersensibilidad de tipo retardado intacta confirma la presencia de linfocitos T CD4+ funcionales y excluye la mayoría de defectos congénitos de la inmunidad celular. Y lo que es más importante todavía, la hipersensibilidad de tipo retardado puede preservarse hasta estadios relativamente avanzados de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Por consiguiente, su presencia no debe considerarse una prueba en contra de esta infección en sí. La anergia selectiva a los antígenos de los microorganismos responsables se ha observado en la leishmaniosis visceral activa, la lepra lepromatosa y la tuberculosis activa. En general, estos defectos específicos se invierten después del tratamiento satisfactorio de la infección subyacente18. La anergia completa a una batería de antígenos es un hallazgo relativamente inespecífico desde un punto de vista de la etiología, ya que el diagnóstico diferencial incluye todas las entidades que provocan linfopenia. Sin embargo, la anergia hace que sea razonable una evaluación adicional del sistema de la inmunidad celular.


El análisis de clasificación celular activada por fluorescencia (FACS, fluorescence-activated cell sorting) permite en la actualidad un recuento e identificación rápidos de los subgrupos de linfocitos, monocitos y neutrófilos19. El acceso a este análisis está muy difundido. La determinación del subgrupo de linfocitos, específicamente los linfocitos CD4+, es el patrón oro en el manejo de la infección por VIH porque proporciona una indicación para iniciar el tratamiento antirretroviral y profiláctico. Con la identificación y clonación recientes de algunos genes relacionados con la inmunodeficiencia y el desarrollo de anticuerpos específicos, el análisis FACS puede confirmar o excluir diagnósticos específicos.


La evaluación de la función de los linfocitos T in vitro requiere la disponibilidad de personal de laboratorio experto en el aislamiento, preparación y estimulación de células mononucleares de sangre periférica. En general, la estimulación se efectúa en células mononucleares no separadas de sangre periférica y, por tanto, representa el producto tanto de los linfocitos como de los monocitos. La proliferación suele determinarse como un parámetro de los linfocitos que se dividen después de la estimulación con lectinas de unión a la membrana celular (fitohemaglutinina, concanavalina A, mitógenos de fitolaca), estimulantes directos de las vías de señalización celular que evitan la necesidad de los componentes de membrana (acetato de miristato forbol y ionóforo del calcio), antígenos (derivado proteico purificado, Candida, tétanos), citocinas (interleucina 2 [IL-2])) o células alogénicas (reacción linfocítica mixta)19. Una proliferación significativamente baja in vitro puede ser consecuencia de la ausencia de receptores en la superficie celular como el complejo CD320, anergia específica de antígeno, como en la leishmaniasis18, deficiencias de IL-221-23 o anomalías del complejo mayor de histocompatibilidad24. Se distinguen como mínimo tres importantes subgrupos de linfocitos T CD4+. Los linfocitos Th1 producen interferón-γ e IL-2 y son las células predominantes en la respuesta de hipersensibilidad retardada. Los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-10 y pueden regular la diferenciación de los linfocitos B y los eosinófilos. Los linfocitos Th17 producen IL-17 e IL-22 y regulan el número de neutrófilos y la inflamación epitelial. Todos estos tipos de células se regulan entre sí y, por esta razón, abren nuevos campos para el descubrimiento probable de defectos inmunitarios y nuevas manipulaciones terapéuticas de su relación. Los valores de citocinas en los sobrenadantes de las células estimuladas y no estimuladas pueden determinarse fácilmente y demostrar un estado de deficiencia21-23 o de exceso.


El síndrome de DiGeorge se debe al desarrollo anormal de la tercera y cuarta bolsas faríngeas con agenesia del timo y de las paratiroides y una inmunodeficiencia e hipocalcemia posteriores. El tétanos neonatal es una manifestación predecible8. El defecto del síndrome se debe a las deleciones intersticiales en el cromosoma 21, incluidas las mutaciones en TBX-125,26. La ataxia-telangiectasia se asocia con una disminución de los valores de IgA y valores bajos de linfocitos T CD3+ y CD4+, ataxia progresiva y telangiectasias oculocutáneas. En general, estos pacientes experimentan infecciones respiratorias bacterianas recurrentes y corren un mayor riesgo de cáncer debido a anomalías de la reparación del ADN2,27. El síndrome de Wiskott-Aldrich se caracteriza por eczema, aumento de los valores de IgE, trombocitopenia con plaquetas pequeñas e infecciones oportunistas recurrentes debidas a las mutaciones de la proteína del síndrome de Wiskott-Aldrich (WASP)28-31. También se ha descrito que las mutaciones de WASP provocan trombocitopenia aislada ligada al cromosoma X32 y neutropenia ligada al cromosoma X33.









Linfocitos b e inmunidad humoral


Han transcurrido más de 50 años desde la primera descripción de un síndrome de inmunodeficiencia, la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, efectuada por Colonel Bruton34. Las características clínicas de los defectos aislados de las inmunoglobulinas son diferentes de las observadas en los defectos de los linfocitos T o los defectos combinados. El inicio de las deficiencias congénitas se produce a los 6 meses hasta los 2 años de edad, y las infecciones iniciales se deben predominantemente a bacterias encapsuladas. El timo está presente y, en apariencia, es normal en la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, pero básicamente están ausentes los tejidos linfoides periféricos, como las amígdalas y los ganglios linfáticos35. En la circulación y en sangre periférica los linfocitos B y las células plasmáticas son muy poco frecuentes, a pesar de observarse un número normal de células pre-B en la médula ósea. En estos pacientes se detecta un elevado número de linfocitos T, subgrupos de linfocitos T normales y funciones intactas de los linfocitos T. Aunque plantean problemas significativos por las infecciones bacterianas, estos pacientes también manifiestan dificultades graves con las infecciones diseminadas, persistentes por virus ECHO, en especial en el sistema nervioso central. Los valores de inmunoglobulina G (IgG), IgA e IgM son muy bajos, al igual que los de isohemaglutininas. No es detectable ningún anticuerpo frente a los antígenos nuevos o administrados previamente. En comparación, los pacientes con cualquiera de los síndromes que pueden dar lugar a un síndrome de la hiperinmunoglobulina M (deficiencia de ligandos CD40 [CD40L o CD154] ligada al cromosoma X36,37, displasia ectodérmica con inmunodeficiencia ligada al cromosoma X38, deficiencia autosómica recesiva de CD4039, y deficiencia de citidina desaminasa inducida por la activación40 y otras) pueden presentar una masa preservada del tejido linfoide, hepatoesplenomegalia, un número normal de linfocitos T y B y neutropenia variable. Son frecuentes los fenómenos autoinmunes como la anemia hemolítica Coombs positiva y la trombocitopenia. Con frecuencia, se observa un aumento de la IgM mientras que la IgG y la IgA suelen ser bajas; las isohemaglutininas pueden ser altas35. El trastorno linfoproliferativo ligado al cromosoma X, o síndrome de Duncan, afecta a hombres, en general, tras una infección por virus de Epstein-Barr y puede provocar alteraciones, que varían desde una anemia aplásica hasta una hipogammaglobulinemia o un síndrome de inmunodeficiencia completamente desarrollado que puede ser mortal41. El producto génico causal se asocia con la molécula de señalización de la activación de los linfocitos (signaling lymphocyte-activation molecule [SLAM)] y se denomina proteína asociada a SLAM (SAP), que es decisiva para la señalización de los linfocitos T42,43.


El examen inicial para verificar la integridad de la rama humoral de la inmunidad es una determinación de los valores de isohemaglutininas (v. más adelante) y los valores de IgG, IgA e IgM. Los valores de inmunoglobulinas son relativamente bajos en los primeros meses de vida y en la infancia y aumentan con la edad. Si son apropiados puede excluirse una agammaglobulinemia ligada al cromosoma X. Unos valores bajos de inmunoglobulinas se observan en el primer año de vida en la hipogammaglobulinemia transitoria del lactante2,35. Sin embargo, estos lactantes suelen presentar isohemaglutininas detectables y pueden organizar respuestas de anticuerpos frente a provocaciones con nuevos antígenos. A pesar de antecedentes familiares destacados para las inmunodeficiencias, en los pacientes con hipogammaglobulinemia transitoria del lactante, los valores de inmunoglobulinas suelen normalizarse en el curso de los 2 primeros años de vida. El hallazgo de una disminución de los valores de inmunoglobulinas, en particular en un adulto con infecciones sinopulmonares bacterianas recurrentes, suscita la posibilidad de una inmunodeficiencia variable común44. Este proceso es un grupo heterogéneo de enfermedades que comparten las características de una hipogammaglobulinemia y un aumento de la vulnerabilidad a las infecciones entéricas crónicas por Giardia lamblia, Campylobacter, al igual que infecciones diseminadas por virus ECHO, además de infecciones bacterianas sinopulmonares. En los pacientes con inmunodeficiencia variable común suelen observarse valores bajos de isohemaglutininas y anomalías de la hipersensibilidad de tipo retardado, y no producen anticuerpos frente a nuevos antígenos. El análisis de la subclase IgG puede demostrar defectos selectivos de la IgG1 y de la IgG3 o de la IgG2 y la IgG4, además de los defectos de la IgA44. No obstante, es motivo de debate el valor de verificar las subclases de IgG45.


Las isohemaglutininas son anticuerpos IgM dirigidos contra los antígenos A y B de los grupos sanguíneos, presentes en todos los individuos sanos excepto en aquéllos con un grupo sanguíneo AB. A los 3 años de edad, el 98% de pacientes con grupos sanguíneos A, B u O presentan un título de isohemaglutininas de al menos 1:1644. Los valores de isohemaglutinina se determinan en bancos de sangre como requisito de una transfusión. Es probable que la prueba de provocación con un antígeno sea el método más simple y eficaz para determinar la integridad funcional del sistema inmunitario humoral. En la vacunación neumocócica de polisacáridos se examinará la respuesta al antígeno polisacárido capsular, mientras que la dosis de recuerdo de la vacuna tetánica es más específica de las respuestas de los péptidos. Deben determinarse los títulos séricos antes y 2 semanas después de la vacunación. El uso de un antígeno de recuerdo permite examinar las respuestas anamnésicas. Los antígenos nuevos o poco frecuentes, como el bacteriófago ΦX174, hemocianina de lapa o la vacuna de la rabia han permitido examinar las respuestas de los anticuerpos durante la administración de inmunoglobulina.
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Los hallazgos clínicos observados en pacientes con alteraciones de los neutrófilos suelen compartir características comunes: gingivitis, enfermedad periodontal y ulceración oral6. Las infecciones cutáneas por Staphylococcus aureus son recurrentes y pueden ser graves. En los trastornos de los neutrófilos caracterizados por una inflamación insuficiente (neutropenia, deficiencia de adhesión de los leucocitos, síndrome de Chédiak-Higashi, deficiencia de gránulos específicos de los neutrófilos), las infecciones pueden extenderse localmente y por vía subcutánea con apenas reacción hasta que ha tenido lugar una destrucción destacada. En el diagnóstico diferencial la afectación visceral y, en particular, sinopulmonar, contribuye a distinguir los defectos de los neutrófilos de otros síndromes. El absceso hepático es una manifestación frecuente de la enfermedad granulomatosa crónica, que en muchos casos se debe a S. aureus, un microorganismo que rara vez se detecta en esta región anatómica de pacientes con un recuento normal de neutrófilos.






Neutropenia


Un recuento de neutrófilos por debajo de 500 células/μl entraña un profundo riesgo de infecciones bacterianas y micóticas46. Aunque inicialmente este principio se documentó ampliamente y todavía se manifiesta con frecuencia en pacientes con cáncer y leucemia sometidos a quimioterapia de combinación, su importancia se ha confirmado en pacientes con enfermedades genéticas que afectan al recuento de neutrófilos. La neutropenia cíclica o la hematopoyesis cíclica es una enfermedad poco frecuente que se produce de forma autosómica dominante, espontánea y adquirida y se caracteriza por oscilaciones relativamente regulares cada 21 días de los valores de neutrófilos, monocitos, eosinófilos, linfocitos, plaquetas y reticulocitos en sangre47. Los defectos, que en la actualidad es conocido que son múltiples y se producen a nivel de la célula progenitora hematopoyética, son consecuencia de mutaciones en la elastasa neutrófila48 y varios otros genes49. En general, se visita a los pacientes por primera vez en la infancia con episodios recurrentes de fiebre, malestar, úlceras mucosas y, en ocasiones, infecciones que amenazan su vida, asociadas con períodos de profunda neutropenia (<200/μλ)47. También se han descrito casos de inicio en el adulto, asociados a una proliferación clonal asociada de grandes linfocitos granulares (CD8+/CD57+). El número de neutrófilos está alterado transitoriamente pero su función es normal. El diagnóstico se sospecha en niños con estomatitis, gingivitis, infecciones cutáneas, linfadenopatías y fiebre recurrentes, y debe sospecharse en pacientes con neutropenia intermitente, en particular si puede documentarse una periodicidad en torno a los 21 días en muestras de sangre, obtenidas de forma seriada. Para confirmar el gen específico implicado, debe establecerse un diagnóstico molecular. En la agranulocitosis congénita (también conocida como neutropenia congénita grave o síndrome de Kostmann50), los recuentos de neutrófilos son constantemente bajos desde el nacimiento, sin una periodicidad. Es interesante destacar que algunos casos de agranulocitosis congénita se deben también a mutaciones de la elastasa neutrófila, pero se agrupan en una parte diferente de la molécula de la que provoca la neutropenia cíclica51. El síndrome original de Kostmann se debe a una mutación de Hax-1, un gen antiapoptosis52. Los síndromes neutropénicos suelen tratarse con factor recombinante estimulador de colonias de granulocitos; en estas poblaciones se describe un aumento de cáncer mieloide53.









Síndrome de chédiak-higashi


El síndrome de Chédiak-Higashi es una enfermedad autosómica, recesiva, poco frecuente, que se debe a defectos de la proteína de transporte lisosómico (LYST), codificada por CHS154,55. Se caracteriza por infecciones bacterianas recurrentes, albinismo oculocutáneo parcial, fotofobia, nistagmo y neuropatía periférica10. Muchos pacientes fallecen en la infancia de una infección. En aproximadamente la mitad de los que sobreviven hasta la adolescencia se desarrolla una fase «linfoproliferativa» agresiva con infiltración difusa de órganos y, por último, sobreviene la muerte. Los pacientes que sobreviven hasta la edad adulta pueden presentar una grave neuropatía periférica10. Desde un punto de vista anatomopatológico, se detectan gránulos anormales gigantes en los neutrófilos, melanocitos, pelo, células de Schwann, sistema nervioso central y otras células que contienen gránulos10. En los neutrófilos los gránulos están formados principalmente por la fusión de los gránulos azurófilos o primarios entre sí y, hasta un menor grado, por la fusión con gránulos específicos o secundarios56.


Las características del síndrome incluyen afectación del sistema nervioso central y periférico con neuropatía periférica, miopatía, disfunción vegetativa y afectación leptomeníngea10. En algunas series de pacientes se ha descrito un cociente de inteligencia bajo10. La «fase acelerada» linfoproliferativa se previene mediante un trasplante de médula ósea, mientras que las características neuropáticas no pueden prevenirse. Su diagnóstico se establece fácilmente por inspección de una extensión de sangre periférica en busca de lisosomas gigantes o un examen microscópico del pelo en busca de las características aglutinaciones de la melanina.









Deficiencia de adhesión de los leucocitos


La adhesión de los leucocitos al endotelio y a otros leucocitos está mediada por diversas series de moléculas, entre las cuales destacan las integrinas y las selectinas. Los defectos en cualquiera de estas dos vías de adhesión intercelular pueden dar lugar a fenotipos clínicos superpuestos. El tipo I es una enfermedad autosómica recesiva poco frecuente, que afecta a una serie de integrinas de los leucocitos, las moléculas necesarias para su adhesión al endotelio, otros leucocitos y bacterias5,57. La deficiencia del componente de la integrina CD18 se traduce en la correspondiente deficiencia de los complejos antígeno asociado a la función leucocitaria (LFA)-1, Mac-1 y p150,95, y da lugar a anomalías de la adhesión celular. Dichas anomalías son predecibles a partir del defecto básico. La ausencia de una reserva de neutrófilos se traduce en leucocitosis crónica, mientras que la falta de respuesta inflamatoria provoca infecciones recurrentes.


Los defectos LAD-1 pueden ser graves o moderados, lo que depende del grado de deficiencia de CD185. Una deficiencia grave (expresión de la proteína normal <0,5%) se caracteriza por un retraso en el desprendimiento del cordón umbilical, infección del cordón umbilical, leucocitosis persistente en ausencia de infección activa (>15.000/μl) y periodontitis destructiva grave con pérdida asociada de la dentición y del hueso alveolar. Las infecciones recurrentes de la piel, vías respiratorias superiores e inferiores, intestinales y del área perirrectal, al igual que la septicemia, son frecuentes y suelen deberse a S. aureus o a bacilos gramnegativos, sobre todo a especies de Pseudomonas. Las infecciones tienen tendencia a ser necrosantes y ulcerativas, pero demuestran la ausencia casi completa de neutrófilos en la histopatología. Una deficiencia moderada (una expresión del 3-30% de lo normal) se diagnostica más tarde en la vida; el desprendimiento del cordón umbilical acontece en el momento habitual y se asocia a un menor número de infecciones graves. La leucocitosis sigue siendo la norma, al igual que un retraso en la curación de las heridas y la enfermedad periodontal. Aunque los pacientes con la forma moderada de la enfermedad presentan un mejor estado general y tienden a sobrevivir después de la infancia, en adultos jóvenes se ha documentado mortalidad por infecciones5.


La forma grave demuestra anomalías más profundas de laboratorio que la forma moderada, incluidos defectos macroscópicos de los granulocitos y movilización de las células mononucleares usando la técnica de la ventana cutánea de Rebuck in vivo y una disminución de la migración de los neutrófilos como respuesta a los quimioatrayentes bacterianos y f-Met-Leu-Phe in vitro, a pesar de un número normal de receptores5. Estas anomalías de laboratorio se reflejan en los cortes histológicos de los tejidos infectados, que demuestran la presencia de células mononucleares pero muy pocos neutrófilos. La adhesión de los granulocitos al cristal, plástico, nailon, lana y otros granulocitos con la deficiencia está muy disminuida y no se estimula con la exposición a f-Met-Leu-Phe o acetato de miristato forbol. La ausencia de CD18 da lugar a la ausencia de Mac-1 y al receptor CR3 de iC3b. Por consiguiente, está gravemente deteriorada la fagocitosis mediada por el complemento, mientras que la mediada por IgG es normal. Aunque las infecciones víricas no suelen ser especiales problemas en este proceso, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos de las células de los pacientes también está disminuida. El metabolismo oxidativo como respuesta al acetato de miristato forbol o el ionóforo del calcio es normal en los granulocitos de los pacientes, según lo determinado por la reducción del nitroazul de tetrazolio o la quimioluminiscencia. En las células de la deficiencia de adhesión de los leucocitos, la liberación de gránulos primarios y secundarios de los neutrófilos como respuesta al acetato de miristato forbol o a los quimioatrayentes es normal, mientras que la respuesta después de la ingestión de partículas de zimosán está disminuida.


El diagnóstico se establece a través de una anamnesis cuidadosa, prestando especial atención a la consanguinidad, a las pruebas de una disminución de la inflamación en el período neonatal, el retraso en el desprendimiento del cordón umbilical y las infecciones recurrentes. Es útil obtener una anamnesis de la dentición, ya que la mayoría de pacientes presentan gingivitis, enfermedad periodontal, pérdida dental y erosión del hueso alveolar. Con frecuencia las heridas se caracterizan por una curación anormal, persistiendo escaras casi transparentes, distróficas. El diagnóstico se confirma mediante FACS, que demuestra una disminución o la ausencia de los componentes de la molécula CD18 de adhesión leucocitaria, sus congéneres CD11a, CD11b y CD11c, y una anomalía de la secuencia del gen que codifica CD18, ITGB2.


En el tipo II, la adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales es defectuosa debido a la ausencia del antígeno sialil Lewis X en la superficie de los neutrófilos, que es el lugar de unión de la E-selectina58,59. En los pacientes se identifica neutrofilia, infecciones pulmonares, periodontales y cutáneas recurrentes, quimiotaxis anómala, retraso mental, estatura baja, facies característica y el fenotipo sanguíneo Bombay (hh). El defecto es autosómico recesivo y se debe a las mutaciones del transportador 1 guanosín difosfato (GDP)-fucosa (FUCT158,60). La enfermedad también se conoce como trastorno congénito de la glucosilación IIc. El tipo III se caracteriza por infecciones recurrentes, alteración de la migración de los neutrófilos y disfunción de las plaquetas debido a la mutación de la kindlina 3, y vincula la unión de superficie de los receptores a la señalización celular61.









Deficiencia de gránulos específicos de los neutrófilos


La deficiencia de gránulos específicos (secundarios) de los neutrófilos es una enfermedad heterogénea autosómica recesiva, poco frecuente (se han identificado ocho casos), caracterizada por una disminución profunda o la ausencia de gránulos específicos de los neutrófilos y su contenido62. En los pocos pacientes descritos, las anomalías asociadas incluyen unos núcleos bilobulados o trilobulados de los neutrófilos, la ausencia de algunas proteínas de los gránulos primarios (azurófilos) de los neutrófilos, eosinófilos mononucleares sin sus gránulos y disfunción de los gránulos α de las plaquetas. La lactoferrina de los gránulos específicos de los neutrófilos está disminuida en estos neutrófilos, mientras que la producción por las glándulas lagrimales es normal62-64. La deficiencia de gránulos específicos de los neutrófilos es consecuencia de la mutación del regulador transcripcional c/EBP[image: image], que controla la biogénesis precoz de los gránulos de los neutrófilos65-67. No obstante, los casos sin una mutación de este gen sugieren que pueden estar presentes varios genes que den lugar al mismo defecto.









Deficiencia de mieloperoxidasa


La mieloperoxidasa (MPO, también llamada verdoperoxidasa), la proteína de unión al hem, que confiere el color verde al pus, cataliza la conversión de peróxido de hidrógeno en ácido hipoclórico (lejía). La deficiencia de MPO, la alteración más frecuente de los neutrófilos, afecta a uno de cada 2.000 individuos, pero, en la mayoría de casos, es asintomática. La función neutrófila se ve afectada por la deficiencia a través de diversos mecanismos. La descarga o estallido respiratorio de los neutrófilos deficientes a MPO es prolongada y, como consecuencia, se producen cantidades exageradas de peróxido de hidrógeno68. La fagocitosis es normal o está aumentada en los neutrófilos deficientes en MPO, mientras que la actividad bactericida es algo más lenta de lo normal. La destrucción de los conidios de Aspergillus por los neutrófilos deficientes en MPO se retrasa, mientras que la combinación de los neutrófilos deficientes en MPO con neutrófilos EGC (v. «Enfermedad granulomatosa crónica», más adelante), que son incapaces de generar peróxido de hidrógeno pero producen MPO, da lugar a la destrucción normal de los conidios de Aspergillus69. Las secuelas patológicas de la deficiencia de MPO sólo se ponen de manifiesto en presencia de otros deterioros de la defensa del huésped, como la diabetes mellitus. Unos pocos pacientes diabéticos con deficiencia de MPO han experimentado infecciones graves por levaduras.









Enfermedad granulomatosa crónica


La enfermedad granulomatosa crónica (EGC) se debe a la función deficiente de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa reducida, que es responsable de la descarga o estallido respiratorio y de la generación de peróxido de hidrógeno por los fagocitos (fig. 12-2). En este punto del metabolismo oxidativo de la célula fagocítica convergen cuatro defectos génicos diferentes, que dan lugar a infecciones recurrentes por bacterias y hongos, que son una amenaza para la vida del paciente, y a la formación disregulada de granulomas70. La frecuencia es de más de 1/200.000 individuos71. Desde un punto de vista clínico, la EGC es muy variable; el tiempo de inicio varía desde los primeros meses de vida hasta la edad adulta avanzada, aunque se diagnostica en la mayoría de pacientes mientras son niños de corta edad y más mayores. Sin embargo, la EGC se diagnostica en un número sustancial de pacientes mucho más tarde en la vida70-72. Los niños con la enfermedad tienden a ser de estatura baja y pequeños para su edad, pero en último término alcanzan la estatura predecible por la de sus padres73.
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Figura 12-2 La descarga oxidativa de neutrófilos está mediada por los componentes estructurales de la NADPH oxidasa: los componentes gp91phox y p22phox unidos a la membrana y los factores citosólicos p47phox y p67phox.


En el contexto de la activación celular, estos factores confluyen en la membrana fagosómica y catalizan la transferencia de un electrón desde NADPH al oxígeno molecular. Esto, a su vez, produce superóxido, que se convierte en peróxido de hidrógeno y, acto seguido, en ácido hipocloroso (lejía). La ausencia genética de cualquiera de estos componentes estructurales provoca una enfermedad granulomatosa crónica.




Son frecuentes las infecciones pulmonares, cutáneas, linfáticas y hepáticas. La osteomielitis, los abscesos perianales y la gingivitis también son habituales70-72. En la microbiología de las infecciones asociadas a la enfermedad destaca su especificidad relativa: las infecciones por S. aureus, B. cepacia, Serratia marcescens, Nocardia spp. y Aspergillus spp. representan la mayoría abrumadora de infecciones en Norteamérica y Europa (fig. 12-3). Al igual que con otras anomalías de los neutrófilos, el patógeno más habitual es S. aureus. Aunque el caso típico de un absceso hepático en un paciente sano desde un punto de vista inmunológico incluye microorganismos entéricos y es líquido y se drena fácilmente, los abscesos hepáticos detectados en estos pacientes son densos, caseificantes y estafilocócicos (fig. 12-4). En ausencia de profilaxis antimicrobiana, las infecciones pulmonares, cutáneas y óseas también suelen ser estafilocócicas. Sin embargo, también se detectan Aspergillus spp. y algunos de los hongos menos habituales, como Exophiala dermatitidis74 y Paecilomyces spp.75. Con frecuencia se detectan infecciones por Nocardia spp., Chromobacterium violaceum, S. marcescens y B. cepacia y sugieren convincentemente el diagnóstico3,70-72,76. La afectación ósea puede acontecer por extensión directa en el caso de Aspergillus o por vía hematógena, como en el caso de Staphylococcus y Nocardia77. Las infecciones por Aspergillus nidulans son especialmente agresivas y requieren un tratamiento más intensivo que las infecciones por Aspergillus fumigatus78. La profilaxis antimicrobiana ha alterado la frecuencia de infecciones en esta enfermedad y ha reducido en particular la frecuencia de infecciones estafilocócicas3,73. Por tanto, no debe suponerse que las infecciones extrahepáticas o de los ganglios linfáticos que afectan a estos pacientes tratados con profilaxis antibacteriana son estafilocócicas. La tasa de infecciones micóticas en la enfermedad es más baja que la de las infecciones bacterianas y, en apariencia, no ha cambiado en el contexto de los antibióticos profilácticos79. La profilaxis con itraconazol ha reducido la frecuencia y la gravedad de las infecciones micóticas en pacientes con la enfermedad80.
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Figura 12-3 Neumonía asintomática multifocal por Aspergillus fumigatus en un paciente con enfermedad granulomatosa crónica.
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Figura 12-4 A, Absceso hepático estafilocócico identificado en un paciente con enfermedad granulomatosa crónica. Es extenso, difuso y multiloculado. B, El absceso resecado muestra una masa fibrocaseificante densa, que de modo característico no es subsidiaria de drenaje con catéter y requiere una extirpación quirúrgica.




Se supone que los granulomas que se observan en esta enfermedad se originan a partir de una respuesta inflamatoria a un foco infeccioso o irritativo (p. ej., suturas) que no erradica la infección o irritación. La razón de esto podría ser que el peróxido de hidrógeno, la fracción omitida en los fagocitos de pacientes con la enfermedad, participa en la degradación de mediadores inflamatorios como los leucotrienos y los factores del complemento81,82. La reacción inflamatoria persistente puede dar lugar a lesiones granulomatosas exuberantes y, con frecuencia, obstructivas. Las lesiones granulomatosas afectan en general al tracto gastrointestinal y genitourinario, en ocasiones como localización del síntoma inicial y en otras de forma asintomática. La malabsorción, la abundancia de histiocitos cargados de lípidos en las muestras de la biopsia intestinal y los histiocitos y granulomas pigmentados en el material de biopsia intestinal pueden ser difíciles de distinguir de la enfermedad de Crohn83. En más del 30% de pacientes se ha documentado compromiso esofágico, yeyunal, ileal, cecal, rectal y perirrectal, afectando más a los pacientes con una enfermedad ligada al cromosoma X que de herencia autosómica84. La obstrucción del orificio de salida gástrico es una manifestación especialmente frecuente que puede ser la característica inicial de la enfermedad. En una revisión exhaustiva de las manifestaciones genitourinarias, Walther y cols. encontraron que el 38% de pacientes con la enfermedad experimentaba algún tipo de acontecimiento urológico, incluidos granulomas vesicales, obstrucción ureteral e infecciones del tracto urinario85. El diagnóstico de la enfermedad se establece mediante análisis de la producción de superóxido o de peróxido de hidrógeno, como la oxidación de la dihidrorrodamina o la reducción del nitroazul de tetrazolio. Las madres de niños con la forma de la enfermedad ligada al cromosoma X son portadoras de un cromosoma X defectuoso. Por consiguiente, por lionización, cierta proporción de las células maternas no producirá superóxido y, por tanto, depararán un patrón de mosaico característico en el análisis, de modo que, efectuando una prueba funcional en sangre materna, se puede determinar si el feto presenta la forma de la enfermedad ligada al cromosoma X. En las portadoras se observa una mayor incidencia de lupus discoide.


El interferón-γ es una citocina con propiedades estimulantes de monocitos-macrófagos y neutrófilos que ha disminuido la frecuencia y gravedad de las infecciones en pacientes con la enfermedad86. Aunque las transfusiones de granulocitos sólo suministran una pequeña porción de la producción de neutrófilos del organismo en un día, pueden ser efectivas como ayuda para la resolución de las infecciones graves. Los granulocitos trasfundidos producen superóxido, que puede ser usado por el sistema MPO intacto en los neutrófilos de la enfermedad, lo que permite que se evite el defecto bioquímico. Las complicaciones granulomatosas de la enfermedad plantean problemas especiales de tratamiento. Aunque estos pacientes ya experimentan un cierto grado de inmunocompromiso, el uso prudente de corticosteroides, junto con antibióticos, ha sido satisfactorio para la abertura y el mantenimiento de la permeabilidad de las vísceras huecas en pacientes con la enfermedad.
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Entre los mecanismos decisivos por los que las células mieloides, linfoides y otras células detectan los patógenos destaca el que tiene lugar a través de los receptores preformados de la superficie celular o en las vesículas. Los receptores de tipo Toll (Toll-like receptors [TLR]) son importantes mediadores de esta detección, con una señalización a través de las moléculas intracelulares, incluido el gen 88 de la respuesta primaria de la diferenciación mieloide (MyD88), la cinasa asociada al receptor de la IL-1 (IRAK) y el factor kappa beta nuclear (NF-κB)87 (fig. 12-5). Los defectos en cualquiera de estos genes a lo largo de esta vía dan lugar a infecciones graves. Las mutaciones en la cinasa 4 asociada al receptor de la IL-1 (IRAK-4) o de MyD88 provocan infecciones piógenas recurrentes, graves, en los primeros meses de vida y en la infancia, que mejoran con la edad88,89. Las mutaciones del modulador esencial de NF-κB (NEMO) producen un defecto más profundo, que incluye infecciones piógenas al igual que micobacterianas, víricas o por Pneumocystis. Muchos de estos pacientes también presentan una forma leve o moderada de displasia ectodérmica, que es consecuencia del hecho de que las vías morfogenéticas también señalizan a través de NF-κB38. Las mutaciones de los TLR específicos confieren una vulnerabilidad muy específica de patógeno, como la TLR3 y la encefalitis por VHS90 y TLR4 y la meningococemia91.
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Figura 12-5 Los receptores de tipo Toll señalizan a través de una diversidad de moléculas, lo que principalmente culmina en la activación de NF-κB.


Éste se mantiene latente en el citoplasma por I-κB, y sólo se libera después de que éste sea fosforilado (P) y ubicuitinado (U). Se han identificado mutaciones en MyD88, IRAK-4 y NEMO, que predisponen a las infecciones bacterianas graves, sobre todo por bacterias encapsuladas. Las mutaciones en NEMO también se asocian con infecciones por micobacterias y Pneumocystis. Los receptores de tipo Toll (TLR) señalizan como respuesta a los productos bacterianos, fúngicos y víricos. Las mutaciones de TLR3 se asocian con una encefalitis recurrente por virus del herpes simple (VHS). Las mutaciones de TLR4 se asocian con meningococemia. Se ha demostrado que los polimorfismos en otros TLR afectan a la vulnerabilidad de los individuos a la tuberculosis, infecciones por Legionella y otros agentes. Se muestra la superficie de los TLR sombreados. Los TLR blancos se mantienen en las vesículas intracelulares.
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Aunque la tuberculosis es una enfermedad sumamente virulenta en el ser humano y afecta a más de un tercio de la población mundial, las infecciones por micobacterias no tuberculosas son mucho más frecuentes y, cuando son diseminadas, indican un inmunocompromiso sustancial. Si se excluyen la infección por VIH y las causas iatrogénicas, el resto son pacientes con defectos inmunitarios intrínsecos, algunos de los cuales se han identificado recientemente a nivel genético.


El interferón-γ es una citocina decisiva en el control de las micobacterias y de otros patógenos intracelulares92. Es producido por los linfocitos y actúa a través de su receptor afín en los monocitos-macrófagos facilitando la destrucción de los parásitos intracelulares como las micobacterias (fig. 12-6). Por consiguiente, es de esperar que las infecciones diseminadas graves por micobacterias no tuberculosas, como el complejo de Mycobacterium avium, afecten a seres humanos con defectos de las cadenas de unión al ligando (receptor 1 del interferón-γ) o de las cadenas de transducción de señales (receptor 2 del interferón-γ) del receptor del interferón-γ93-96. Habitualmente, estas infecciones se inician en la infancia y si el lactante recibe BCG, con frecuencia, se diseminan. Los pacientes con defectos completos de los receptores del interferón-γ presentan defectos autosómicos recesivos y característicamente no forman granulomas, y las infecciones por complejo de M. avium se asocian a una mortalidad muy elevada. También son vulnerables a las infecciones diseminadas recurrentes por el patógeno intracelular Salmonella. Algunos pacientes presentan defectos parciales del receptor 1 del interferón-γ, que dan lugar a un fenotipo intermedio, con infecciones micobacterianas graves pero curables y que conservan la capacidad para formar granulomas97. La forma autosómica dominante de la deficiencia es la más habitual: la presentación de los pacientes suele corresponder a la infancia y más adelante, en general, con infecciones micobacterianas no tuberculosas tratables de localización ósea. En estos pacientes se acumula un receptor 1 del interferón-γ no funcional en la superficie de la célula debido a la mutación común en el dominio intracelular98. El diagnóstico de la deficiencia recesiva completa (ausencia de receptor) o dominante parcial (aumento del receptor) se establece fácilmente mediante un examen de la superficie celular en busca de la expresión del receptor 1 del interferón-γ con citometría de flujo. No obstante, para la demostración de una deficiencia del receptor 1 del interferón-γ positiva a la proteína y todos los casos de deficiencia del receptor 2 sigue usándose un análisis funcional y molecular.
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Figura 12-6 Vías de interacción de las citocinas y los receptores que regulan la resistencia y destrucción de las micobacterias y Salmonella.


Se han descrito lesiones que provocan infecciones diseminadas graves por micobacterias en los genes de los receptores del interferón (IFN)-γ, transductor de señales y activador de la transcripción 1 (STAT1), interleucina (IL)-12 p40, receptor (R) β1 de la IL-12 y la molécula de transducción de señales, modulador esencial del factor nuclear (NF)-κB (NEMO). BAAR, bacilos ácido-alcohol resistentes; LPS, lipopolisacárido; NRAMP, proteína de macrófagos asociada a resistencia natural; TNF, factor de necrosis tumoral.




La IL-12 es un producto de los monocitos-macrófagos que actúa en los linfocitos y da lugar a la producción de interferón-γ. Previsiblemente, en ausencia de transducción de señales de la IL-12, como consecuencia de defectos en el receptor de la IL-12 o la ausencia de IL-12p40, se producen infecciones diseminadas por micobacterias no tuberculosas y Salmonella99,100. Sin embargo, puesto que los pacientes con defectos de la IL-12 o del receptor de IL-12 presentan cierta producción residual de interferón-γ, la formación de granulomas está preservada, por lo que su afectación es menos grave que la de aquéllos con defectos completos del receptor de interferón-γ101,102. En el tratamiento de pacientes con defectos de IL-12 o del receptor que experimentan infecciones micobacterianas diseminadas es de mucha utilidad el interferón-γ. En la actualidad, el diagnóstico de la deficiencia del receptor de IL-12 requiere un análisis funcional o molecular.


El transductor de señales y activador de la transcripción 1 (STAT1) transduce la mayoría de señales de los receptores del interferón-γ y el interferón-α. Las mutaciones autosómicas dominantes de STAT1 sólo afectan a la señalización del receptor del interferón-γ y provocan infecciones diseminadas por micobacterias no tuberculosas, en la infancia103. Sin embargo, la mayoría de defectos recesivos completos graves alteran la señalización del interferón-α y dan lugar a infecciones por micobacterias y víricas graves y en ocasiones mortales104.






Síndrome de la hiperinmunoglobulina e-infecciones recurrentes (síndrome de job)


El síndrome de Job es una enfermedad poco frecuente, caracterizada por infecciones recurrentes (en general, de las vías respiratorias inferiores y de la piel), eczema, valores muy altos de IgE y eosinofilia, debido a mutaciones de STAT3105. La mayoría de pacientes presenta anomalías faciales, incluido hipertelorismo ocular, mandíbula triangular prominente que hace protrusión y una nariz ancha, bulbosa4,7,9. La falta de exfoliación de la dentición primaria es habitual y da lugar a la necesidad frecuente de extracciones dentales para permitir la erupción normal de la dentición secundaria7,106. En la mayoría de pacientes se desarrolla una escoliosis moderada. Muchos también presentan anomalías de la formación y el metabolismo óseos, osteopenia, fracturas y craneosinóstosis7,9,105. El síndrome de Job se da espontáneamente en todos los grupos raciales y étnicos y se transmite como un rasgo autosómico dominante4,7,105.


En general, en los primeros días a meses de vida los pacientes presentan un grave eczema, candidiasis mucocutánea o infecciones cutáneas, de los senos o pulmonares, sobre todo por S. aureus o Haemophilus influenzae. En la adolescencia, con frecuencia se detectan neumatoceles que, a su vez, proporcionan un foco óptimo para las infecciones posteriores por Aspergillus y Pseudomonas aeruginosa (fig. 12-7). Las otitis media y externa son relativamente frecuentes, al igual que las infecciones intertriginosas y los abscesos mamarios. Las infecciones son menos frecuentes en huesos y articulaciones y raras en hígado, riñones y tracto gastrointestinal. La sepsis documentada es excepcional. En general, los abscesos «fríos» recurrentes de la piel se deben a estafilococos. La respuesta inflamatoria de estos pacientes está deteriorada, en parte debido a la ausencia en la producción de IL-17107. Los patógenos obtenidos en estos pacientes incluyen S. aureus, H. influenzae, Aspergillus spp., P. aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, estreptococos del grupo A, P. (carinii) jirovecii, Cryptococcus neoformans, H. capsulatum, y Candida albicans4,7,9,105.
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Figura 12-7 Neumatoceles postinflamatorios multifocales en un paciente con síndrome de hiper IgE-infecciones recurrentes (síndrome de Job).




El síndrome se define por aumentos destacados de la IgE (>2.000 UI/ml), documentándose valores >50.000 UI/ml4,7,9. Los valores pueden empezar a aumentar en sangre de cordón y seguir aumentando en los primeros meses de vida y en la infancia, pero con el tiempo pueden disminuir hasta un intervalo normal7. Por consiguiente, los casos auténticos en ocasiones carecen de valores elevados de IgE. En diversos pacientes se ha detectado leucopenia crónica con neutropenia en los límites9. La eosinofilia leve o moderada es la norma, aunque hay excepciones7. No se han podido correlacionar los valores de IgE con el grado de eosinofilia o la enfermedad clínica7,9. Es preciso sospechar el diagnóstico en el contexto de características inmunológicas y somáticas combinadas, incluido un aumento muy pronunciado de los valores de IgE, eczema, infecciones sinopulmonares recurrentes, abscesos cutáneos recurrentes, falta de recambio de la dentición primaria, escoliosis, facies característica y antecedentes familiares positivos. Las mutaciones heterocigotas de STAT3 positivas a la proteína se correlacionan con las puntuaciones clínicas105,108.









Inmunidad mediada por el complemento


Desde un punto de vista clínico, las deficiencias de los componentes del complemento se manifiestan como infecciones bacterianas sistémicas recurrentes. La bacteriemia y las meningitis son habituales en todas las deficiencias de complemento1. La neumonía es frecuente en los defectos de los componentes tempranos de la vía clásica (C1, C4, C2) y de la vía alternativa (factores 1 y H, properdina, C3). Los defectos del componente terminal (C5-C9) se asocian con bacteriemia y meningitis recurrente por Neisseria. Es sorprendente que las bacteriemias asociadas a los defectos del componente terminal se presenten a una edad mucho mayor (como media, 17 años) que la bacteriemia meningocócica en la población sana. Aunque estos pacientes también presentan tasas mucho más altas de recidiva y reinfecciones que los individuos sanos, la mortalidad por la infección es menor de lo habitual. Los pacientes con deficiencias de los componentes tempranos del complemento, C1, C4, C2 y C3, tienen tendencia a presentar porcentajes mucho más altos de colagenopatías, como lupus eritematoso sistémico y discoide que las poblaciones sanas o los pacientes con defectos del componente terminal.


Excepto para la deficiencia de properdina, que está ligada al cromosoma X, los estados de deficiencia del complemento se heredan como procesos autosómicos recesivos. En individuos heterocigotos se detecta un 50% de valores normales, mientras que en individuos homocigotos se detectan valores mucho más bajos, si están presentes, del componente afectado. El cribado en busca de la presencia de deficiencias de la vía clásica del complemento se efectúa mediante el examen del complemento hemolítico total (el análisis de CH50). Este examen examina la integridad de la vía clásica del sistema del complemento para determinar la capacidad del complemento en suero para lisar los hematíes de cordero revestidos del anticuerpo in vitro. La lisis celular da lugar a la liberación de hemoglobina, lo que puede determinarse por espectrofotometría. Los efectos del componente específico del complemento clásico pueden detectarse mediante un análisis CH50 modificado que utiliza proteínas purificadas y omite selectivamente la que se analizará, de modo que el suero del paciente debe suministrar el factor omitido19. Las determinaciones directas de la proteína reactiva inmunológica, incluidos los miembros de la vía alternativa, se efectúan con un análisis de enzimoinmunosorbencia o análisis de difusión. Estos tipos de sistemas de análisis directo no ofrecen datos funcionales, pero pueden contribuir a cuantificar los defectos funcionales aparentes. La vía alterrnativa del complemento se examina de forma similar con un análisis de AH50.









Inmunodeficiencias adquiridas


Las inmunodeficiencias más frecuentes son las adquiridas después del nacimiento y claramente carecen de una base genética inmunitaria. Al igual que otras inmunodeficiencias, se abordan mediante una anamnesis cuidadosa y una exploración física completa en busca de hallazgos asociados que orienten los exámenes diagnósticos. Una atención cuidadosa prestada a los microorganismos infectantes puede indicar las anomalías subyacentes en la defensa del huésped. El SIDA se debe al VIH, que induce una depleción progresiva de linfocitos T CD4+109. Un síndrome que se manifiesta al igual que el SIDA por infecciones oportunistas pero no se asocia con infección por este virus es la linfopenia CD4+ idiopática110. El diagnóstico se establece por la exclusión de las otras causas conocidas de inmunodeficiencia, incluido el VIH, y determinando el recuento de linfocitos T CD4+ que es ≤300/μl. Algunos cánceres, en particular hematopoyéticos y linfoides, dan lugar a disfunción inmunitaria por una deficiencia de las células efectoras inmunitarias o una disregulación de las actividades, como la síntesis de anticuerpos, y se asocian con infecciones oportunistas o graves. El tratamiento farmacológico puede complicarse con reacciones raras o idiosincrásicas, como la anemia aplásica por cloranfenicol o neutropenia inducida por fármacos111. La quelación de la sobrecarga de hierro con deferoxamina ofrece un medio propicio para ciertas bacterias, en particular Yersinia enterocolitica112-114. La esplenectomía, en particular la postraumática, predispone a infecciones fulminantes por microorganismos encapsulados, como S. pneumoniae y Capnocytophaga canimorsus (DF-2)115, y parásitos como Babesia microti y Plasmodium spp.116. Una quemadura o lesión térmica grave se asocia con la desgranulación selectiva de los gránulos específicos de los neutrófilos, una disminución del quimiotactismo y una mayor vulnerabilidad a las infecciones117.
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La epidemiología es el estudio de los acontecimientos relacionados con la salud en poblaciones humanas o animales. Estos acontecimientos incluyen enfermedades y afecciones específicas, así como los factores de exposición y del huésped que contribuyen a su aparición. La ciencia de la epidemiología derivó inicialmente del estudio de las epidemias y actualmente se ha ampliado para englobar todos los fenómenos relacionados con la salud en las poblaciones1. Expresándolo sencillamente, la epidemiología supone la descripción detallada de los acontecimientos dentro de las poblaciones y la comparación de las tasas en las que suceden estos acontecimientos entre grupos de estas poblaciones. Conceptos y métodos similares de epidemiología se aplican tanto a enfermedades infecciosas como no infecciosas2.


La fuerza y la adaptabilidad de los métodos epidemiológicos se basan en su sencillez subyacente. Por ejemplo, la aplicación de métodos de estudio epidemiológico por John Snow llevó a la intervención clásica de involucrar a la bomba de Broad Street durante un brote de cólera en Londres en 1851. Su trabajo se basó en una descripción detallada de sus observaciones y de su abordaje cuantitativo para analizar la aparición del cólera entre los ciudadanos de Londres. La influencia de su trabajo llevó a que se exigiera por ley que todas las compañías de agua de Londres filtraran su agua. Hay que apuntar que Robert Koch no descubrió Vibrio cholerae3 hasta 1883.






Objetivos del análisis epidemiológico


Al aplicarlo a enfermedades infecciosas, pueden enumerarse al menos 10 objetivos del análisis epidemiológico:



1. Describir patrones de aparición de infección y ocurrencia de enfermedad en poblaciones.



2. Identificar brotes o tasas de frecuencia de enfermedad no esperadas.



3. Facilitar los esfuerzos del laboratorio para identificar agentes infecciosos.



4. Describir la aparición de infecciones asintomáticas y el espectro de enfermedad asociado a agentes específicos.



5. Proporcionar descripciones poblacionales de enfermedades clínicas para mejorar la especificidad del diagnóstico en caso de enfermedad.



6. Ayudar a comprender la patogenia de la enfermedad.



7. Identificar y describir los factores en la cadena de la infección que contribuyen a la transmisión del agente y al desarrollo de la enfermedad.



8. Desarrollar y evaluar protocolos de tratamiento mediante ensayos clínicos.



9. Desarrollar y evaluar medidas de prevención primaria, secundaria y terciaria y de control para los individuos.



10. Describir y evaluar la utilización de medidas de prevención basadas en la comunidad.


Estos objetivos exhaustivos superan con creces lo que a menudo se considera que es el objetivo del análisis epidemiológico, es decir, investigar y controlar epidemias o brotes.


Los objetivos del análisis epidemiológico pueden ilustrarse con una revisión histórica del descubrimiento de la epidemia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Tras la descripción inicial del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 1981, se elaboró una definición de caso de vigilancia epidemiológica nacional. Después se inició la vigilancia de la enfermedad para caracterizar los casos mediante medidas estándar de tiempo, lugar y persona y para identificar los grupos de población en riesgo. Basándose en estos esfuerzos, pronto se planteó la hipótesis de una etiología infecciosa de la epidemia, antes de que se presentara la primera prueba de laboratorio de un agente etiológico. Estudios clínicos, epidemiológicos y de laboratorio conjuntos llevaron a la identificación del VIH como causa del SIDA y al desarrollo de pruebas serológicas sensibles y específicas para la infección. Este avance llevó a su vez a estudios que describieron el espectro de enfermedad asociado a la infección por el VIH.


Los estudios epidemiológicos de personas infectadas por el VIH (con o sin SIDA) han descrito las vías de transmisión del VIH, demostrado que la presencia de otras infecciones de transmisión sexual puede aumentar el riesgo de transmisión del VIH y confirmado que la infección por el VIH puede aumentar la transmisión de otros agentes como Mycobacterium tuberculosis. Los estudios longitudinales de seguimiento de personas infectadas por el VIH han identificado supervivientes a largo plazo: individuos que han estado infectados durante más de 10 años (y hasta 30 años) y no han recibido tratamiento y, sin embargo, permanecen sin enfermedad4. Otras personas que han sido estudiadas fueron expuestas al VIH en numerosas ocasiones, pero no se infectaron. Colectivamente, estos estudios proporcionaron observaciones importantes que llevaron a una mejor comprensión de los mecanismos de resistencia a la infección y enfermedad por el VIH. Se realizaron ensayos clínicos para evaluar la eficacia de antirretrovirales y de combinaciones de fármacos con el propósito de aumentar la eficacia del tratamiento y reducir la tasa de resistencia a fármacos individuales. El desarrollo de posibles vacunas contra el VIH progresó hasta la ejecución de estudios con humanos en fase III, que demostraron el fracaso de las vacunas de las proteínas de superficie del VIH para producir una inmunidad humoral protectora5. También se llevaron a cabo otros muchos ensayos para evaluar la eficacia de una serie de antibióticos con la intención de prevenir infecciones oportunistas diversas. Por último, se desarrollaron programas comunitarios a partir de datos epidemiológicos para promover cambios de comportamiento con objeto de reducir el riesgo de transmisión del VIH. Los métodos epidemiológicos también se aplicaron para la evaluación de estos programas comunitarios y para establecer un marco en el que pudiera integrarse una vacuna contra el VIH que modificase la enfermedad en un programa total de prevención del VIH. Estos ejemplos reflejan la amplia gama de roles que los métodos epidemiológicos han desempeñado en nuestra comprensión y control de la epidemia del VIH.


Durante 2003, la aplicación mundial de estudios clínicos, epidemiológicos y de laboratorio combinados llevó a la rápida detección, descripción y, en última instancia, control de un síndrome respiratorio agudo grave (SRAG) epidémico producido por un coronavirus nuevo6-8. Los estudios epidemiológicos identificaron la fuente original de la transmisión desde civetas de las palmeras a humanos por medio de mercados de animales silvestres en China y demostraron la diseminación global de la epidemia por transmisión de persona a persona9. La erradicación de la cepa epidémica de los humanos y la identificación de un reservorio silvestre de coronavirus SRAG establecieron un marco para prevenir brotes futuros de SRAG. La respuesta global al SRAG sirve como modelo de la utilidad de los métodos epidemiológicos.









Definición de infecciones, enfermedades y poblaciones


Un aspecto esencial de cualquier estudio epidemiológico es la definición detallada de la infección, enfermedad, afección o factor que está siendo estudiado. La especificidad y la sensibilidad son conceptos que se utilizan con frecuencia en relación con el rendimiento de las pruebas de laboratorio, especialmente cuando se utilizan con propósitos de detección1. Sin embargo, en el estudio epidemiológico de enfermedades infecciosas, es importante que los conceptos de especificidad y sensibilidad se apliquen también más ampliamente en lo que respecta al diagnóstico de infección y enfermedad. Por ejemplo, el diagnóstico de viruela era muy específico y sensible. Muy pocas enfermedades podían confundirse con la viruela (es decir, el diagnóstico era específico) y la enfermedad clínica se desarrollaba en la mayoría de las personas que se infectaban con el virus de la viruela (es decir, el diagnóstico era sensible). Estas cualidades, junto al hecho de que los seres humanos eran los únicos reservorios importantes del virus de la viruela y que se habían elaborado vacunas muy inmunogénicas, llevó a la erradicación satisfactoria de la viruela10.


En contraposición, muchas afecciones clínicas y síndromes, como la diarrea, son provocados por más de un agente etiológico. Los estudios epidemiológicos de Escherichia coli causante de diarreas son complicados porque la diarrea no es específica de E. coli y la sensibilidad de detección de E. coli es limitada debido a una serie de factores de virulencia que pueden producir enfermedad y que aún no se han detectado mediante pruebas bioquímicas convencionales11. Por el contrario, las infecciones por E. coli O157:H7 pueden originar un amplio espectro de enfermedades clínicas, como diarrea no complicada, colitis hemorrágica y síndrome hemolítico-urémico (SHU). Dependiendo de si los objetivos de un estudio concreto se centran en las enfermedades clínicas o el agente específico, los investigadores pueden elegir una definición de caso que engloba una amplia variedad o una definición más estrecha. El tipo de definición puede tener un efecto considerable sobre los resultados del estudio y debería considerarse cuidadosamente antes de realizar un estudio específico.


Los estudios epidemiológicos pueden diseñarse para evaluar criterios de valoración distintos de la infección o aparición de enfermedad. En estas situaciones, la forma en que se definen y miden los criterios de valoración y la población de estudio puede afectar la interpretación de los resultados y la validez de las conclusiones. Por ejemplo, en el desarrollo de vacunas recombinantes contra el virus de la hepatitis B (VHB), se evaluaron dos presentaciones de vacuna que contenían cada una 10 o 20 μg de antígeno de superficie de hepatitis B (HbsAg) en cada dosis. Aparecieron títulos más elevados de anticuerpos en los sujetos a los que se les administró la vacuna con la dosis más alta. Ambas dosis produjeron niveles suficientes de anticuerpos para considerarlas protectoras contra la infección, y ambas vacunas fueron autorizadas por la Food and Drug Administration (FDA) estadounidense. Sin embargo, cuando se administraron las vacunas de una forma más amplia a los trabajadores del hospital de Minnesota, aquellos que recibieron la vacuna de 20 μg de HbsAg por dosis presentaron más probabilidades que los que recibieron la vacuna con menor dosis de tener anticuerpos detectables a los 6 meses de completar la serie de tres dosis12. Los resultados de esta investigación indicaron que los factores sociodemográficos de la población vacunada, como la edad, el sexo, el peso y el tabaquismo, afectaban al resultado de los programas de vacunación de formas no previstas por los ensayos clínicos13. Otros estudios longitudinales de seguimiento de receptores de la VHB se han centrado en la duración de la inmunidad. De 105 personas que recibieron la vacuna recombinante de la hepatitis cuando eran lactantes, más de la mitad tuvieron una respuesta anamnésica a una dosis adicional a los 15 años de edad, lo que indica una inmunidad en fase decreciente14.


Para obtener resultados válidos y biológicamente significativos en los estudios epidemiológicos es muy importante establecer criterios de inclusión específicos para los casos de infección o enfermedad. Por ejemplo, se han documentado brotes extensos en varios estados de E. coli O157:H7 con una frecuencia cada vez mayor. Sin embargo, sin la subtipificación molecular de las cepas de E. coli O157:H7, la vigilancia basada en la población está limitada en su capacidad para detectar y determinar cuándo un número inesperado o un agrupamiento temporal de casos informan realmente de un brote asociado a un vehículo común. En septiembre de 2006, los epidemiólogos y los trabajadores en un laboratorio de salud pública de Wisconsin observaron un pequeño brote de casos de E. coli O157:H7 con un patrón de subtipo común en la electroforesis en campo pulsado (PFGE). El laboratorio estatal de Wisconsin publicó el patrón de PFGE en la red de subtipificación nacional en relación con la vigilancia de enfermedades transmitidas por alimentos, conocida como PulseNet. Al cabo de 1 semana, múltiples estados habían notificado casos coincidentes, y se llevó a cabo un estudio epidemiológico para evaluar la exposición de los casos. La espinaca fresca fue identificada como el vehículo de transmisión15. En último término, 205 casos en 26 estados fueron vinculados con el brote y los resultados de la investigación estimularon importantes inversiones en investigación relacionada con la seguridad de los alimentos de hoja verde. Por su capacidad discriminatoria, los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC) han adoptado la PFGE como el método de subtipificación molecular estándar para la vigilancia nacional16. La CDC-PulseNet desempeña en la actualidad un papel importante en la identificación e investigación de los brotes multiestatales de enfermedades por alimentos.


Un asunto parecido relacionado con la definición de casos y la población en la que ocurren enfrenta a las autoridades de salud pública cuando deben considerar las actividades de intervención debido a un posible brote de ciertas enfermedades infecciosas. Es una práctica común definir los brotes como la aparición de casos de enfermedad con una frecuencia mayor de la esperada1. Cuando sucede un brote, es necesario definir la población de riesgo (p. ej., el denominador) si se va a calcular una medida exacta de la frecuencia de la enfermedad. Por ejemplo, no es infrecuente reconocer una agrupación de casos de Neisseria meningitidis en la comunidad en poblaciones no vacunadas previamente. Dado que se sabe que los brotes de enfermedad invasiva por N. meningitidis se producen en poblaciones cerradas, como las personas que viven en dormitorios comunitarios y cuarteles, y que se dispone de una vacuna y de quimioprofilaxis antibiótica para prevenir o controlar estos brotes, la aparición de varios casos de enfermedad meningocócica inevitablemente da lugar a una rápida evaluación de salud pública17. Los casos de enfermedad meningocócica tienden a producirse durante picos de períodos estacionales bien descritos, por lo que es posible que pueda aparecer un grupo de casos no relacionados en una determinada población. La necesidad de la intervención de salud pública es bastante diferente para un grupo de casos que representan un brote asociado a una sola cepa frente a un grupo de casos en el que cada uno está provocado por un grupo o cepa diferente de N. meningitidis18. Sin embargo, en muchas situaciones las cepas no son accesibles para una subtipificación posterior porque la capacidad del laboratorio para distinguir cepas es limitada.


Un problema que acompaña a la definición de casos consiste en especificar la definición de población de riesgo. Para determinar si los casos de enfermedad se presentan con una frecuencia mayor que la esperada, es necesario considerar las tasas de incidencia de referencia de la enfermedad. Por ejemplo, en Estados Unidos, la enfermedad invasiva por estreptococos del grupo A (SGA) se presenta con una tasa aproximada de 3,5 casos por 100.000 personas al año19. Sin embargo, muchos de estos casos ocurren de forma estacional (p. ej., en los meses de invierno) y entre niños pequeños. El agrupamiento temporal esperado en los meses de invierno puede hacer que una tasa de aparición observada a corto plazo parezca excesiva cuando se compara con la tasa anual de enfermedad. Una cuestión parecida es el hecho de que los casos ocurren a menudo en una o más poblaciones identificadas (p. ej., colegio, lugar de trabajo, grupo religioso) que son de tamaño limitado; en esta situación, las comparaciones de tasas pueden carecer de sentido. Por ejemplo, 1 caso de enfermedad invasiva por SGA en un colegio de 1.000 estudiantes podría representarse como una tasa de 100 por 100.000 personas al año. Aunque esta cifra es 30 veces la tasa anual esperada en la población, lógicamente no puede interpretarse como un brote. Las decisiones oportunas en relación con las intervenciones basadas en la comunidad después de la observación de un grupo de casos de enfermedad invasiva por SGA se toman con frecuencia sin la información adecuada con relación al estado de un posible brote. Con otros patógenos también ocurren situaciones parecidas.


Dos medidas comunes de la existencia de enfermedad en poblaciones son la incidencia y la prevalencia1. La incidencia representa la aparición de nuevos casos de infección o enfermedad por unidad de población y por período de tiempo. Es frecuente expresar la incidencia en cuanto a personas-año de exposición. La prevalencia describe el número de casos actuales de enfermedad por unidad de población en el momento de la observación. La relación entre incidencia y prevalencia depende de la duración de la infección o de la enfermedad. Por ejemplo, la incidencia de la enfermedad de Lyme o las infecciones por el virus de la hepatitis A (VHA) durante un período de un año siempre es mayor que su prevalencia en un momento determinado porque la enfermedad tiene una duración muy corta. En contraposición, la prevalencia de las infecciones por el VIH o M. tuberculosis siempre es mayor que su incidencia porque la infección es crónica y las personas infectadas pueden vivir durante años después del comienzo de la infección inicial.









Biología y estadística


Los resultados de los estudios epidemiológicos para comparar el riesgo de infección o enfermedad y la presencia o ausencia de factores de riesgo específicos se presentan en términos de riesgo relativo y cocientes de posibilidades (odds ratio). El riesgo relativo es el cociente de la tasa de enfermedad o infección entre personas que estuvieron expuestas y la tasa de enfermedad o infección en personas que no estuvieron expuestas (fig. 13-1). Los riesgos relativos también se denominan cociente de tasas y se extraen de los estudios de cohorte. En los estudios de casos y controles, se determinan los cocientes de posibilidades y se aproximan al riesgo relativo. Los cocientes de posibilidades proporcionan un estimador válido del riesgo relativo bajo condiciones que predominan en muchos estudios de casos y controles, es decir, los casos de enfermedad están recién diagnosticados, los casos prevalentes no se incluyen en el grupo de control y la selección de casos y controles no se basa en el estado de exposición20. Un riesgo relativo o un cociente de probabilidades aumentado (es decir, >1,0) para una variable de exposición indica que la exposición está relacionada con un mayor riesgo de enfermedad. Igualmente, un riesgo relativo o un cociente de posibilidades disminuido (es decir, <1,0) indica que la variable de exposición está relacionada con un menor riesgo de enfermedad. Por ejemplo, el consumo de carne picada infracocinada se ha asociado a un mayor riesgo de infección por E. coli O157:H7 en forma de brotes y de infecciones esporádicas por E. coli O157:H7 en la comunidad21.
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Figura 13-1 Cálculo y relación entre los riesgos relativos, los cocientes de posibilidades y los riesgos atribuibles.


A, Cálculo del riesgo relativo y cociente de posibilidades en una tabla de dos por dos. El cociente de posibilidades proporciona una estimación válida del riesgo relativo bajo condiciones que prevalecen en la mayoría de los estudios de casos y controles, lo que incluye que los casos de la enfermedad sean de diagnóstico reciente, que los casos prevalentes no estén incluidos en el grupo control y que la selección de casos y controles no se base en el estado de exposición. B, Cálculo del porcentaje de riesgo atribuible a la población. En un estudio de casos y controles, el riesgo atribuible puede estimarse por la prevalencia de exposición entre los controles (b/b + d) y el cociente de posibilidades. La validez de este planteamiento está limitada por el grado de representatividad de los controles y por la precisión con que el cociente de posibilidades estima el riesgo relativo.




Aunque los riesgos relativos y los cocientes de posibilidades proporcionan una medida del riesgo de enfermedad asociado a un factor específico, no describen directamente qué grado de la enfermedad en la comunidad puede atribuirse a este factor. Más bien, el riesgo o fracción atribuible considera tanto el riesgo relativo para una variable de exposición como la proporción de población expuesta a esa variable. En un estudio de casos y controles de infecciones esporádicas por E. coli O157:H7 llevado a cabo por la Foodborne Disease Active Surveillance Network (FoodNet) en 1996-1997, las personas que consumieron hamburguesas infracocinadas fuera de su domicilio tuvieron un riesgo aproximadamente 6 veces mayor de infección por E. coli O157:H7 que las que no lo hicieron. En las que comieron hamburguesas infracocinadas en su domicilio, el riesgo fue sólo 2 veces mayor. Sin embargo, comer hamburguesas infracocinadas en el domicilio fue más común que hacerlo fuera del domicilio. Por consiguiente, el consumo de hamburguesas infracocinadas en el domicilio explicó aproximadamente el 8% de los casos, mientras que la práctica más arriesgada (es decir, un mayor cociente de probabilidades) de comer hamburguesas infracocinadas fuera del domicilio explicó el 7% de los casos. Además, las personas que consumieron la carne en un restaurante con servicio de mesas tuvieron sólo una probabilidad 1,7 veces mayor de padecer infección por E. coli O157:H7 que los que no lo hicieron. Pero dado que comer en un restaurante con servicio de mesas es una práctica muy habitual y representa, por lo tanto, una exposición más frecuente, dio cuenta de aproximadamente el 20% de los casos. Aunque tuvo la asociación estadística más baja, dio cuenta de la proporción más alta de los casos. Como muestra este ejemplo, el riesgo relativo y el riesgo atribuible son medidas importantes para describir la epidemiología de las enfermedades infecciosas y determinar las prioridades de salud pública.


En la epidemiología de las enfermedades infecciosas se evalúan muchos factores para determinar su relación o asociación con una enfermedad específica. Las asociaciones estadísticas, tanto positivas como negativas, pueden representar una verdadera relación causal, una relación de confusión con otro factor o un suceso casual. Cuando más de un factor se asocia estadísticamente a un estado de infección o de enfermedad en los análisis unifactoriales, la relación entre factores individuales y estado de infección o de enfermedad puede evaluarse mediante análisis de regresión múltiple22. Estos procedimientos permiten al investigador controlar simultáneamente en el análisis una combinación de factores y determinar si alguno de los factores de riesgo se asocia al estado de infección o de enfermedad con independencia de otros factores. Otra manera importante de distinguir la causalidad de la confusión o el azar es valorando la plausibilidad biológica de la asociación. El hecho de encontrar una asociación estadística inesperada en relación con un estudio epidemiológico puede llevar a un nuevo entendimiento de cómo sucede la transmisión del agente o la enfermedad. La tentación de extender la plausibilidad de la biología para proporcionar significado a los resultados estadísticos es un peligro constante. Sin embargo, tales resultados pueden ser una guía útil para evaluar nuevas hipótesis en estudios futuros.


Además, los «resultados estadísticamente significativos» pueden carecer de importancia desde una perspectiva práctica o de control de la enfermedad. La significación estadística, que históricamente se ha considerado un suceso que se produciría menos de una vez de cada 20 sólo por casualidad (es decir, P <0,05), representa una combinación del tamaño de la muestra y de la fuerza o grado de la asociación. Los estudios con un gran número de personas inscritas pueden deparar resultados estadísticamente significativos en relación con las asociaciones débiles (es decir, riesgos relativos o cocientes de posibilidades mayores de 1 pero menores de 2), mientras que los estudios con un número limitado de personas inscritas pueden no ser capaces de producir resultados estadísticamente significativos incluso con asociaciones moderadamente fuertes o aumentadas (es decir, riesgos relativos o cocientes de posibilidades >5).









Determinación de los métodos epidemiológicos adecuados para el contexto del estudio


El ensayo clínico se considera el método de referencia de la investigación epidemiológica. Sin embargo, muchos estudios epidemiológicos no pueden realizarse bajo tales condiciones rigurosamente controladas. Aprovechar las oportunidades para estudiar las enfermedades en el contexto clínico y de la comunidad es uno de los puntos fuertes de la epidemiología. En el marco de la práctica clínica, la epidemiología puede incluir el estudio de una serie de pacientes, participar en ensayos multicéntricos o ser una fuente de información de casos de enfermedad para las autoridades de salud pública. Este último aspecto del estudio epidemiológico puede ser una obligación legal, pero también podría verse como una oportunidad de participación para todos los médicos en ejercicio en la práctica de la epidemiología de base comunitaria. Los centros de investigación académicos suelen ofrecen contextos para ensayos clínicos, estudios que requieren métodos de laboratorio recién desarrollados o estudios derivados a partir de remisiones a grupos clínicos especializados. Los departamentos de salud pública generalmente no tienen acceso directo o contacto con los pacientes para ensayos clínicos, pero son responsables de la vigilancia de enfermedades de declaración obligatoria y de la investigación de brotes. Ha habido un debate sobre cómo distinguir la vigilancia de salud pública de la investigación y cómo tratar las consideraciones éticas de esta distinción23. Cada uno de los contextos descritos anteriormente proporciona oportunidades para estudios epidemiológicos que han hecho importantes contribuciones al entendimiento, la prevención y el control de las enfermedades infecciosas.


El diseño de los estudios epidemiológicos de enfermedades infecciosas se enfrenta a varias limitaciones importantes. El tiempo a menudo es un problema en la investigación de brotes. La necesidad de diseñar y dirigir rápidamente las investigaciones de brotes ha aumentado con la mayor frecuencia de los brotes extensos de origen alimentario y con las preocupaciones sobre la posibilidad de contaminación deliberada del suministro de alimentos. Esto limita necesariamente la capacidad del investigador para explorar completamente el contexto del brote y puede originar una pérdida de información. En cualquier estudio que implique una recopilación retrospectiva de datos, puede perderse información debido a la dificultad de recordar la exposición o de comprobar la información sobre la misma.


En muchas enfermedades infecciosas, puede ser difícil identificar un número suficiente de casos en contextos clínicos para poder dirigir estudios epidemiológicos coherentes. En tales situaciones, a menudo se necesitan estudios de colaboración multicéntricos. Por ejemplo, un grupo de trabajo de los CDC sobre prevención de la enfermedad invasiva por SGA entre contactos familiares concluyó en 1995 que los datos recabados a partir de un único estudio realizado en Ontario, Canadá, eran inadecuados para recomendar la quimioprofilaxis a los contactos familiares24,25. Aunque el estudio canadiense insinuaba un mayor riesgo de enfermedad invasiva entre los contactos familiares, esta valoración sólo estaba basada en cuatro casos posteriores en familiares. Basándose en las recomendaciones de este grupo de trabajo, se inició un estudio multicéntrico coordinado por los CDC en varios estados o áreas con vigilancia activa de enfermedad invasiva por SGA. Nuevos estudios de vigilancia apoyaron la conclusión de que los brotes de enfermedad invasiva entre los contactos familiares son raros, por lo que las recomendaciones de quimioprofilaxis deben formularse de manera individual26,27.
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Pueden utilizarse varios esquemas para clasificar o definir los tipos de estudios epidemiológicos (tabla 13-1). Los estudios pueden clasificarse como descriptivos o analíticos y como observacionales o experimentales. Un estudio descriptivo está diseñado para describir solamente la distribución existente de las características del caso sin considerar hipótesis causales o de otros tipos28. Por ejemplo, los resultados de vigilancia basada en la comunidad de la infección por Campylobacter pueden incluir un resumen de todos los casos comunicados en un año determinado por la fecha de comienzo, comarca de residencia, edad, sexo y raza. Un estudio analítico es aquel diseñado para examinar asociaciones, especialmente relaciones causales propuestas. Por ejemplo, podría diseñarse un estudio de casos y controles para estudiar si el consumo de carne lista para comer y los productos de aves de corral son un factor de riesgo de las infecciones invasivas por listeriosis identificadas a través de actividades de vigilancia. Además de los estudios de casos y controles, los estudios de cohorte, los ensayos clínicos y los estudios transversales son tipos frecuentes de estudios analíticos. En la práctica, la mayoría de los estudios epidemiológicos implican elementos descriptivos y analíticos. Por ejemplo, la vigilancia de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) en nueve localizaciones de Estados Unidos permitió la caracterización y la diferenciación de las infecciones comunitarias de las infecciones relacionadas con asistencia sanitaria 29. Los resultados demostraron que el SARM afecta a ciertas poblaciones de modo desproporcionado. También mostraron que el problema se relaciona principalmente con la asistencia sanitaria, pero ya no queda confinado a las unidades de cuidados intensivos, hospitales de cuidados agudos o cualquier institución de asistencia sanitaria.


Tabla 13-1 Esquemas de clasificación de los estudios epidemiológicos






	

	Observacional

	Experimental






	Descriptivo

	Vigilancia

	 






	 

	Series de casos

	 






	Analítico

	Estudios de casos y controles

	Ensayos clínicos






	 

	Estudios de cohortes

	Intervenciones en la comunidad






	 

	Estudios de seroincidencia

	 






	 

	Estudios transversales

	 






	 

	Estudios de seroprevalencia

	 






	 

	Investigaciones de brotes

	 







Una distinción más pertinente puede hacerse entre estudios observacionales y experimentales. Los observacionales se realizan en contextos naturales en los que se estudian los cambios de una característica con respecto a otras sin la intervención del investigador30. Los estudios observacionales representan la mayor parte de la investigación epidemiológica porque se centran en acontecimientos, exposiciones y enfermedades que suceden en la población durante las condiciones de vida habituales. En cambio, los estudios experimentales son aquellos en los que las condiciones de estudio están bajo el control directo del investigador30. Tales estudios pueden incluir la distribución al azar de los sujetos a los grupos de tratamiento o placebo y el enmascaramiento del sujeto e investigadores respecto al estado de asignación. Los ensayos clínicos son el prototipo de estudio experimental. A mayor escala, también pueden realizarse ensayos de intervención en la comunidad.






Estudios observacionales






Vigilancia de la enfermedad


La vigilancia de la enfermedad es un proceso continuo que implica la recopilación sistemática, el análisis, la interpretación y la diseminación de la información relacionada con la aparición de enfermedades en poblaciones definidas, de tal manera que la salud pública pueda tomar medidas para reducir la morbilidad y la mortalidad31. La vigilancia puede realizarse en la comunidad y en contextos institucionales, donde puede constituir la base de un programa de control de la infección. En muchas enfermedades infecciosas, la vigilancia basada en la comunidad es competencia de los departamentos de salud pública en el ámbito local o estatal. Todas las jurisdicciones exigen a los médicos que informen de la aparición de determinadas enfermedades al departamento de salud32. Generalmente, tales enfermedades incluyen infecciones de transmisión sexual, enfermedades prevenibles por vacunación, patógenos de transmisión hematógena, tuberculosis, determinadas enfermedades bacterianas invasivas e infecciones entéricas por Salmonella, Shigella, E. coli O157:H7 y Campylobacter. Además de comunicar datos cualitativos, muchos estados exigen la notificación de los brotes de enfermedad, independientemente de la causa, y algunos tienen disposición a solicitar información de enfermedades nuevas y emergentes.


En algunas situaciones, puede ser adecuada la vigilancia sindrómica, en lugar de la vigilancia basada en el aislamiento de un agente infeccioso específico. La vigilancia de enfermedades seudogripales en las consultas de los médicos centinelas, residencias de ancianos o colegios es una forma de controlar la actividad de la gripe en cada estación gripal. La vigilancia de la hepatopatía crónica puede ser una forma de medir la carga de enfermedad producida por el virus de la hepatitis C (VHC)33,34. La vigilancia de muertes inexplicadas por posibles causas infecciosas con la caracterización de tales muertes según el síndrome clínico de la evaluación inicial es una forma de controlar la aparición de posibles amenazas infecciosas35. Por último, la vigilancia sindrómica se ha establecido en varias grandes ciudades para servir como un sistema de alerta para la detección de actos bioterroristas36. Estos sistemas de vigilancia sindrómica han demostrado una sensibilidad muy baja en relación con la ocurrencia de brotes de enfermedades infecciosas en estas ciudades37,38.


La vigilancia de ciertos patógenos ha evolucionado para incluir la vigilancia de resistencias a antibióticos. La aparición en todo el mundo de la tuberculosis extremadamente resistente a antimicrobianos actualmente es un proceso sistemático en todas las jurisdicciones39. Las sucesivas olas de aparición y dispersión clónica de Salmonella typhimurium DT 104 multirresistente y Salmonella newport multirresistente en alimentos de animales y humanos en Estados Unidos se detectaron recientemente a través de la vigilancia nacional encargada de controlar las infecciones entéricas resistentes40,41. El establecimiento de vigilancia de infecciones neumocócicas resistentes a antimicrobianos fue un paso importante en la evaluación de la repercusión de la introducción de las vacunas neumocócicas conjugadas42. Las tasas de infecciones bacterianas invasivas causadas por cepas resistentes han disminuido en más del 50% después de la introducción de estas vacunas. La importancia de la vigilancia de infecciones resistentes a antimicrobianos continuará creciendo en el siglo xxi; los datos recogidos a través de la vigilancia de salud pública pueden ser sumamente útiles para los proveedores de asistencia clínica.


Los informes de casos para utilizar en vigilancia pueden ser recogidos de manera activa o pasiva. La vigilancia activa implica un esfuerzo constante y sistemático para ponerse en contacto con las fuentes de información o para revisar registros dentro de una institución a fin de verificar la información sobre la aparición de enfermedades o infecciones recién diagnosticadas. Un ejemplo de un sistema de vigilancia activa para las enfermedades de transmisión alimentaria es la FoodNet, que funciona como parte del Programa de Infecciones Emergentes de los CDC43. La vigilancia activa basada en el laboratorio de casos confirmados de Campylobacter, Cryptosporidium, Cyclospora, E. coli O157:H7, Listeria, Salmonella, Shigella y Vibrio aumentó de cinco localidades que cubrían el 5% de la población estadounidense en 1996 a 10 localidades que cubrían aproximadamente el 15% de la población en 2007. Se realizan contactos semanales o mensuales con cada laboratorio clínico en cada área de influencia de la vigilancia para asegurar que se han comunicado todas las infecciones confirmadas bajo vigilancia. Estos datos han sido extraordinariamente útiles para establecer cálculos nacionales de la carga de la enfermedad transmitida por alimentos en Estados Unidos y para monitorizar las tendencias en la incidencia de agentes específicos transmitidos por alimentos. La vigilancia pasiva se basa en el médico o laboratorio individual que inicia la declaración. En muchas enfermedades de importancia para la salud pública, la vigilancia pasiva puede ser tan completa como la vigilancia activa. Aunque los sistemas de vigilancia están etiquetados como activos o pasivos según la forma en que se comunican los casos, todos los sistemas de vigilancia requieren una revisión activa y un análisis de los casos comunicados, con difusión de los resultados a las partes implicadas31.


La representatividad y la oportunidad son dos cualidades claves de la vigilancia comunitaria de las enfermedades infecciosas que deben considerarse cuando se interpretan los datos de vigilancia. Estas cualidades varían con la enfermedad y dependen de múltiples factores. El primer factor de importancia es que el paciente debe buscar atención médica. No es habitual que las personas con enfermedades leves o limitadas busquen atención médica. Segundo, el médico debe solicitar pruebas de laboratorio de muestras clínicas apropiadas para confirmar el diagnóstico. Tercero, el laboratorio debe tener capacidad para identificar al agente. Cuarto, el médico y el laboratorio deben comunicar los hallazgos clínicos y de laboratorio a las autoridades de salud pública de forma oportuna. Quinto, la disponibilidad de técnicas moleculares de tipificación como la PFGE y la capacidad para comparar electrónicamente patrones de PFGE a través del servicio informático nacional PulseNet puede aumentar enormemente la sensibilidad y la especificidad de la vigilancia específica de patógenos. Incluso en estados en los que se exige la comunicación de enfermedades infecciosas basada en el laboratorio, la confusión sobre quién tiene la responsabilidad de comunicar puede percibirse entre los médicos y los laboratorios oficiales. Por último, las agencias de salud pública deben contar con los recursos para realizar el seguimiento oportuno y sistemático de tales comunicaciones a fin de averiguar los datos demográficos básicos del caso y otros datos importantes. El fallo en cualquier paso de este proceso puede ocasionar una pérdida de información por el sistema de vigilancia comunitaria.


La eficacia de los sistemas de vigilancia comunitaria varía mucho, dependiendo de la enfermedad que necesita identificarse, el modo de realizar el diagnóstico y de los recursos dirigidos hacia la vigilancia31. Muchas enfermedades emergentes requieren un diagnóstico basado en datos clínicos, ya sea porque no se ha diagnosticado el agente etiológico o porque no se han desarrollado pruebas diagnósticas fiables. Por ejemplo, durante muchos años el diagnóstico de la enfermedad de Lyme presentaba dificultades porque muchos pacientes no se veían cuando se hallaban presentes las manifestaciones típicas de la enfermedad y las pruebas de laboratorio no eran adecuadas para establecer el diagnóstico. Por otro lado, el diagnóstico del sarampión puede confirmarse con pruebas serológicas específicas independientemente de que el médico vea al paciente o tenga la preparación y experiencia para reconocer las características patognomónicas de la enfermedad. La vigilancia de enfermedades bacterianas invasivas como las producidas por N. meningitidis se ve facilitada por la necesidad de tratamiento médico debido a la gravedad relativa de la enfermedad y el diagnóstico respaldado por el laboratorio. En enfermedades como éstas, la verificación activa del caso puede aumentar la eficacia de las actividades de vigilancia. Sin embargo, la vigilancia activa requiere el compromiso del personal y otros recursos que son limitados para muchas enfermedades declarables. No obstante, puede ser crítico evaluar la reaparición potencial de enfermedades invasivas tales como la causada por Haemophilus influenzae tipo b, que disminuyó en un 95% en 6 años después de la introducción de la vacuna conjugada en 1989. Las preocupaciones sobre la disponibilidad y el uso de la vacuna justifican unas mayores actividades de vigilancia44.


Generalmente, la vigilancia activa puede llevarse a cabo durante un período limitado cuando los datos completos son más críticos. Los ejemplos incluyen la caracterización de enfermedades emergentes como el SIDA o el SRAG y proyectos de vigilancia especial dirigidos a evaluar una intervención, como evaluar si la presencia de invaginación estaba relacionada causalmente con la utilización de la vacuna contra rotavirus45. La vigilancia de muchas enfermedades infecciosas realizada por los departamentos de salud pública de Estados Unidos es pasiva porque se basa en el médico o el laboratorio que inicia la declaración. Los sistemas de vigilancia pasiva están sometidos al sesgo de selección porque es probable que los informes de la enfermedad provengan de una muestra no representativa de los médicos en ejercicio que pueden comunicar enfermedades específicas por interés personal31. Además, es posible que algunos datos (p. ej., la edad y el sexo frente a la información clínica y anatomopatológica) se notifiquen más rápidamente debido a la facilidad de determinación31.


La vigilancia activa es relativamente más común en el ámbito hospitalario. Por ejemplo, la vigilancia de las infecciones nosocomiales es una actividad importante para el control de la infección hospitalaria46. Este sistema de vigilancia sumamente especializado tiene la ventaja operativa de una población definida, una observación clínica sistemática y un acceso directo al laboratorio. La vigilancia basada en el hospital ha sido una herramienta epidemiológica primordial en el estudio de los microorganismos resistentes a antimicrobianos.









Series de casos


Un tipo frecuente de estudio descriptivo que se realiza en contextos clínicos es la serie de casos. Una serie de casos describe las características clínicas de una enfermedad y los perfiles demográficos y otras características interesantes de pacientes con la enfermedad. Las series de casos generalmente son del dominio de los médicos asistenciales y sirven como una manera de comunicar observaciones clínicas importantes. Por ejemplo, la epidemia del SRAG se reconoció primero fuera de China como una serie de casos inhabituales de pacientes con neumonía atípica47. A medida que aumentaban las series de casos, con pruebas de transmisión al personal del hospital, se hizo patente que estaba produciéndose un brote inusual. Más recientemente, una serie de 33 pacientes hospitalizados en una unidad médica de cuidados intensivos durante un brote de enfermedad por el virus chikungunya en la isla de Reunión demostró que la infección por este virus puede producir enfermedad neurológica grave con afectación de otros órganos y sistemas48.









Estudios de casos y controles


En los estudios de casos y controles, se comparan personas con una infección o enfermedad con controles (es decir, personas sin la infección o enfermedad en estudio) con respecto a exposiciones previas probablemente relacionadas con la transmisión del agente1. Los estudios de casos y controles son retrospectivos por naturaleza ya que el resultado (es decir, el estado del caso) se conoce al principio del estudio. Son el tipo de estudio epidemiológico más extendido porque son relativamente baratos, potentes y adaptables a muchos contextos22. Por ejemplo, en un brote nacional de infección por Salmonella enteritidis, los resultados de un estudio de casos y controles identificaron al helado fabricado por un gran productor nacional como la fuente del brote 10 días antes de que S. enteritidis pudiera ser aislado de las muestras del helado implicado49. Cuando S. enteritidis se aisló del helado se demostró que estaba presente en niveles menores de uno a seis microorganismos por media copa de servicio, unos niveles que no se detectan en la vigilancia microbiológica del helado. Además, el estudio de casos y controles estableció la contaminación del helado pasteurizado mezclado de antemano durante el transporte en camiones cisterna que previamente habían transportado huevos líquidos no pasteurizados, aun cuando los funcionarios de las agencias reguladoras no fueron capaces de aislar S. enteritidis de ninguna de las muestras medioambientales.


Las principales consideraciones para diseñar estudios de casos y controles consisten en definir los casos, establecer los criterios de inclusión, identificar los controles adecuados y elaborar entrevistas u otros procesos de recogida de datos que no produzcan estándares diferentes en la recopilación de datos para los casos frente a los controles. En el ámbito comunitario, es habitual seleccionar controles de la misma área de residencia de los casos. Es deseable que los controles se asemejen a los casos respecto a variables que no se están estudiando. Los controles también pueden emparejarse por edad, sexo o cualquier otro factor que considere necesario el investigador. Por ejemplo, en el estudio de factores de riesgo de la listeriosis, para los investigadores era importante seleccionar o emparejar controles con un riesgo similar de enfermedad basado en la presencia de una afección o tratamiento inmunodepresor. Esto es necesario porque los controles de salud comunitaria que tienen exactamente las mismas exposiciones presentan menos probabilidad de desarrollar la enfermedad. Por consiguiente, un estudio de casos y controles de listeriosis que utilice controles sanos basados en la comunidad requerirá intentos simultáneos para valorar el riesgo de exposición, así como el riesgo de enfermedad dada la exposición. Sin embargo, el exceso de emparejamiento, como exigir que los controles tengan la misma fecha de nacimiento que los casos, puede dificultar la identificación y el reclutamiento de los controles por los investigadores. Además, una vez que una variable se ha utilizado como criterio de emparejamiento, ya no está disponible para la evaluación. En ámbitos hospitalarios, los controles se seleccionan a menudo a partir de pacientes con diagnósticos no relacionados que por lo demás son comparables a los casos.


El análisis de los estudios de casos y controles supone comparar diferencias de exposición entre casos y controles. Tal comparación permite estudiar las asociaciones entre exposición y enfermedad, incluso cuando la segunda es un resultado poco frecuente de la primera. Por ejemplo, un estudio de casos y controles del síndrome de Guillain-Barré demostró una asociación entre la infección por Campylobacter y este síndrome50. Tal asociación no habría podido evaluarse fácilmente en un estudio de cohortes prospectivo debido al gran tamaño de población necesario para identificar un número similar de casos con este síndrome. La potencia de la metodología de casos y controles proviene del hecho de que, aunque las enfermedades pueden ser un resultado poco común de una exposición dada, la historia común de exposición en los casos puede estar en franco contraste con la historia de exposición en los controles.









Estudios de cohortes


En los estudios de cohortes, el desarrollo de una infección o una enfermedad se observa en grupos que están expuestos o no a los factores de riesgo definidos previamente1. Los estudios de cohortes se consideran tradicionalmente prospectivos. Sin embargo, esta nomenclatura es engañosa porque en realidad los estudios de cohortes pueden ser prospectivos o retrospectivos, dependiendo de la manera en que fueron identificados y controlado los grupos. Los estudios de cohortes poseen la ventaja de permitir una medida directa de las tasas de enfermedad según el estado de exposición, lo que permite la determinación directa del riesgo relativo. Además, cuando se realizan de manera prospectiva, los estudios de cohortes permiten que el investigador mantenga un mejor control sobre la recopilación de datos y la identificación de posibles variables de confusión. El uso de estudios de cohortes se limita a grupos en los que pueden definirse y medirse las exposiciones.


Los estudios de cohortes de varones homosexuales han ayudado a evaluar los factores de riesgo de transmisión del VIH, el virus de la hepatitis B y el virus de la hepatitis C51,52. Estos estudios también son ejemplos de encuestas de seroincidencia, en las que la aparición de un anticuerpo contra un microorganismo en la segunda de dos muestras obtenidas de forma secuencial indica infección por ese agente durante el intervalo entre la obtención de las dos muestras. Las encuestas de seroincidencia permiten al investigador: 1) definir las tasas globales de infección, 2) relacionar las tasas de infección con los niveles previos de anticuerpos y 3) identificar los factores de riesgo de la infección53. Los estudios de cohortes prospectivos tienen limitaciones debidas al tamaño de la población a incluir y al período de observación necesario para enfermedades de baja incidencia. Los estudios de cohortes retrospectivos en los que es posible identificar exposiciones previas ofrecen la ventaja de que no se necesitan períodos adicionales de observación. Sin embargo, pueden verse limitados por el recuerdo de los sujetos en estudio o de la adecuación de las historias clínicas disponibles.









Estudios transversales


Los estudios transversales proporcionan una evaluación de una población determinada o grupo de estudio en un momento dado. Estos estudios pueden llevarse a cabo para determinar la prevalencia de una enfermedad en la comunidad, aunque generalmente se utilizan para definir la prevalencia de factores de riesgo o de marcadores serológicos de infección20. Por ejemplo, un estudio transversal de los pacientes que eran atendidos en una clínica de enfermedades de transmisión sexual demostró que la infección por el VHC ocurría esporádicamente; sin embargo, los pacientes con antecedentes de uso de drogas intravenosas tenían una proporción significativamente más alta de marcadores serológicos del VHC54.


Un tipo importante de estudio transversal es el estudio de seroprevalencia. Los datos de estos estudios reflejan las tasas globales de infección y, en consecuencia, representan tanto las infecciones clínicas como las subclínicas (o asintomáticas). Los estudios de seroprevalencia, por tanto, pueden aportar información sobre los patrones de infección o inmunidad contra microorganismos que no podrían obtenerse con los métodos normales de vigilancia basados en la comunicación de casos clínicos53. Por ejemplo, un estudio de seroprevalencia en mujeres embarazadas después de un brote de enfermedad por el virus del Nilo Occidental en la comunidad en Colorado demostró una tasa de infección del 4% sin aumento del riesgo de resultado adverso en el nacimiento 56.









Investigación de brotes


Una última categoría de estudio observacional que integra múltiples métodos epidemiológicos es la investigación de brotes. Una característica especial de las investigaciones de brotes es que generalmente se realizan con un sentido de urgencia debido a la aparición continua de casos, a la necesidad de aplicar rápidamente medidas de control o al gran interés del público y los medios de comunicación en el brote. Las investigaciones del primer brote documentado de legionelosis, el brote de 1993 de enfermedad respiratoria asociada a hantavirus en el sudoeste de Estados Unidos y las cartas postales contaminadas por carbunco fueron reportajes principales en los medios de comunicación nacionales. La importancia de la investigación rápida de los brotes ha aumentado con las percepciones de las amenazas que representan estos sucesos, ya surjan de manera natural o intencional. Se han publicado métodos estandarizados para realizar investigaciones de brotes y en el capítulo 14 se presenta una descripción más detallada de su metodología30.


Se han creado sistemas de vigilancia específicos para los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos y agua, la gripe y una gran diversidad de infecciones en ámbitos institucionales. A nivel local o estatal, los brotes pueden comunicarse porque un médico o el público son conscientes de la existencia de un departamento de salud pública y desean alguna intervención. Una vez reconocido el brote, es necesario determinar su magnitud en términos de persona, lugar y tiempo. Por ejemplo, el brote nacional asociado al helado Schwan apareció inicialmente como una mayor incidencia de casos en el sudeste de Minnesota49. Estos casos sirvieron para referenciar un brote más extenso que afectó a toda el área de distribución del producto implicado. De manera similar, el Pennsylvania Department of Health identificó una agrupación de cuatro infecciones por Salmonella serotipo I 4,5,12:i− con un patrón idéntico por PFGE y lo notificó a PulseNet en junio de 2007. Como el recuento de casos se llegó a elevar a 401 en 41 estados, se llevaron a cabo una serie de estudios independientes y coordinados por los departamentos de salud estatales y locales en colaboración con los CDC. Después de haber asociado un agrupamiento de casos al consumo de empanadas de carne por el Minnesota Department of Health en octubre, un estudio multiestatal de casos y controles confirmó rápidamente la asociación, identificó un producto específico y determinó que la mayoría de los pacientes cocinaron las empanadas en un horno de microondas sin prestar atención a las instrucciones de cocinado57. Sin embargo, no eran alimentos listos para su consumo. El infracocinado de alimentos en hornos de microondas se ha identificado como un importante factor de riesgo en varios brotes recientes de salmonelosis58.


La subtipificación molecular por PFGE y la comparación de los patrones de subtipos mediante PulseNet (v. cap. 14) facilitó la identificación de un brote de listeriosis que afectó a varios estados entre agosto y diciembre de 199859. La utilización de la subtipificación molecular permitió que esta investigación comparara los casos de listeriosis asociados al brote con los casos esporádicos no relacionados con el brote. El mencionado brote se relacionó con el consumo de salchichas y fiambre en conserva fabricados en una sola planta elaboradora. Aunque los resultados de la subtipificación permitieron la identificación de los casos con un alto grado de especificidad, los resultados preliminares de las investigaciones epidemiológicas que identificaron la probable fuente no llevaron a intervenciones adecuadas de salud pública, y la retirada del producto y la notificación pública se retrasaron hasta que se aisló la cepa de Listeria monocytogenes de las salchichas implicadas. Aunque el prolongado período de incubación de Listeria complica el proceso de identificación de las posibles fuentes, la utilización habitual de subtipificación y entrevistas de los casos a medida que se identifican podría llevar a investigaciones más rápidas y eficaces. Además, el uso de comparaciones caso a caso debería ser ventajoso en cualquier contexto de brote en el que la subtipificación puede distinguir el brote de los casos no relacionados60. Tales métodos deberían ser aplicables a cualquiera de los agentes rastreados por PulseNet.


La segunda categoría importante de brotes transmitidos por alimentos consiste en aquellos que se reconocen debido a la aparición de una enfermedad similar entre personas con una exposición común, como una comida en un restaurante o la asistencia a un banquete. Aunque muchos de estos brotes puedan parecer acontecimientos limitados y únicos del establecimiento, pueden servir para indicar brotes mucho más extensos. También ofrecen oportunidades para identificar patógenos emergentes de transmisión alimentaria. Por ejemplo, los brotes de ciclosporiasis asociados a frambuesas importadas de Guatemala que se produjeron a escala nacional, en 1996 y 1997, se manifestaron como una gran serie de brotes sin otras características comunes que la asociación a restaurantes, banquetes y fiestas61,62. Sólo una investigación colectiva y el seguimiento retrospectivo del producto a partir de estos acontecimientos individuales permitieron reconocer la naturaleza del brote. De manera similar, la investigación de un brote de enfermedad gastrointestinal con características clínicas y epidemiológicas de infección por E. coli enterotoxígeno en un restaurante llevó a la identificación de una nueva cepa de E. coli enteropatógeno atípica11. Los esfuerzos de vigilancia nacional realizados por estados individuales, coordinados por los CDC y facilitados por recursos tales como FoodNet y PulseNet, son muy prometedores para aumentar nuestra comprensión de las enfermedades transmitidas por alimentos en los próximos años (v. también cap. 14). Por ejemplo, los datos de FoodNet constituyen la mayoría de la base de la estimación de los CDC de que cada año se producen 76 millones de enfermedades transmitidas por alimentos63. Además, el Atlas de exposiciones de Foodnet sobre encuesta de población proporciona un punto de partida razonable para un análisis de hipótesis a priori de exposiciones comunicadas por los casos entrevistados durante las primeras fases de la investigación del brote.












Estudios experimentales






Ensayos clínicos


Los ensayos clínicos son actividades de investigación que suponen la administración de una pauta de tratamiento o prevención a seres humanos para evaluar su seguridad y eficacia1. En general, estos ensayos implican una comparación de los resultados clínicos en un grupo de pacientes que reciben tratamiento con los de un grupo de control comparable. La mayor parte de los ensayos clínicos de interés en la epidemiología de las enfermedades infecciosas son estudios de agentes antimicrobianos y vacunas. Un precursor inicial del ensayo clínico moderno fue un ensayo sobre la viruela realizado en Estados Unidos en 180064. Durante la década de 1950, se desarrollaron varios ensayos clínicos multicéntricos para evaluar la quimioterapia en el tratamiento de la tuberculosis65. En 1953, los ensayos norteamericanos sobre la vacuna de la poliomielitis se realizaron en colaboración con el Public Health Service de EE.UU. y los departamentos de salud estatales66.


Cuando se diseña un ensayo clínico es necesario tener en cuenta muchas consideraciones. Primera, ¿debe realizarse el ensayo? ¿Se conoce suficientemente la seguridad y la actividad biológica del tratamiento o de la vacuna para permitir su administración a los pacientes? Esta consideración requiere un cierto grado de conocimiento de la inmunogenicidad de las vacunas candidatas o de la actividad in vitro de un antibiótico contra patógenos específicos. Segunda, ¿se dañaría a los pacientes si se interrumpiera el tratamiento o la vacuna? Estos asuntos han obtenido una atención especial en los ensayos sobre fármacos y vacunas para el tratamiento de la infección por el VIH. El estudio inicial con doble ciego y controlado por placebo de azidotimidina oral (AZT) en pacientes con SIDA fue detenido en fase precoz por la eficacia notable del tratamiento67. Más recientemente, los estudios de eficacia en fase II de una vacuna frente al VIH-1 fueron terminados en fase precoz cuando un análisis intermedio demostró que la vacuna no protegía frente a la infección por el VIH ni reducía las cargas virales después de la infección y puede que haya aumentado la susceptibilidad en algunos sujetos68. Una preocupación dominante en los estudios clínicos relacionados con el VIH es la necesidad de mantener intervenciones educativas relacionadas con la conducta en todos los participantes en los estudios. Aunque se puede reducir de este modo la probabilidad de demostrar la eficacia de la vacuna por la ausencia de nuevas infecciones en los receptores de placebo, retirar tal educación no sería ético.


Otras consideraciones incluyen la especificación de los tratamientos a prueba y de control, una medida de resultado para evaluar los tratamientos, un método exento de sesgos para asignar pacientes a los grupos de tratamiento y un cálculo del tamaño necesario de la muestra69. Los cálculos del tamaño de la muestra se ven afectados por el número de grupos de tratamiento a estudiar, el nivel deseado de significación para rechazar la hipótesis nula, la potencia estadística para detectar una diferencia y la diferencia terapéutica detectable deseada.


Las limitaciones de los ensayos clínicos se relacionan en gran medida con el tamaño del ensayo y lo bien que reflejan los grupos de tratamiento la población diana para la vacuna o el tratamiento13. Tal como se apuntó anteriormente, los resultados de los ensayos de la vacuna contra el VHB no pronostican adecuadamente el rendimiento de las vacunas entre los trabajadores sanitarios. Además, las limitaciones del tamaño de la muestra pueden no permitir la identificación completa de posibles complicaciones poco frecuentes, como la invaginación que se produce después de la administración de la vacuna contra rotavirus45. En estas situaciones, la vigilancia después de la concesión de licencia se convierte en una medida crítica de la seguridad y eficacia de la vacuna o tratamiento.









Ensayos de intervención en la comunidad


Los ensayos de intervención en la comunidad están relacionados con el ensayo clínico, pero se realizan a mayor escala. En estos experimentos se seleccionan grandes grupos o comunidades para recibir un régimen terapéutico o preventivo69. Por ejemplo, la distribución en masa de mosquiteras tratadas con insecticidas de acción prolongada y la distribución de medicamentos antipalúdicos por los trabajadores sanitarios de la comunidad redujo rápidamente la incidencia de paludismo en los niños de Ruanda70. Los ensayos comunitarios son especialmente idóneos para intervenciones generales como modificar las prácticas médicas de prescripción de antibióticos mediante la promoción del uso prudente de los mismos71.
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Aunque los avances de la ciencia médica nos han hecho menos vulnerables a algunas epidemias y pandemias de enfermedades infecciosas, éstas continúan ocurriendo del mismo modo en que lo han hecho en el transcurso de la historia humana. Durante las décadas de 1960 y 1970 había la percepción cada vez más asentada de que las enfermedades infecciosas «estaban siendo globalmente vencidas con éxito»72. Sin embargo, estas enfermedades siguen siendo la principal causa de muerte en todo el mundo. Las poblaciones humanas y animales siguen luchando contra un número cada vez mayor de virus, bacterias, protozoos, helmintos y hongos.


Un informe de 2003 de la National Academy of Sciences Institute of Medicine detalló la combinación de nuevos factores sociales, políticos y económicos que favorecen los agentes infecciosos en seres humanos y animales: «se acerca un momento trascendente en el mundo para una tormenta microbiana perfecta»73. Se identificaron trece factores en el informe que propician la aparición de agentes infecciosos: la adaptación y el cambio microbiano, la sensibilidad humana a la infección, el clima y la temperatura, los cambios de los ecosistemas, la estructura demográfica y la conducta humana, el desarrollo económico y el uso de la tierra, el comercio y los viajes internacionales, la tecnología y la industria, la interrupción de las medidas de salud pública, la pobreza y desigualdad social, la guerra y la hambruna, la falta de voluntad política y la intención de provocar daño.


Para el estudio de la epidemiología de las enfermedades infecciosas, es importante considerar tanto la infección como la enfermedad porque pueden ser diferentes. La infección es el resultado de un encuentro entre un agente potencialmente patógeno y un huésped humano susceptible en relación con una puerta de entrada adecuada. El origen de la mayor parte de las infecciones humanas se encuentra fuera del huésped humano individual; por tanto, la exposición al ambiente o a otros huéspedes infectados es un factor clave. La enfermedad es uno de los posibles resultados de la infección y su desarrollo se relaciona con factores del huésped y del agente.


Mientras que el médico se preocupa por la enfermedad, el epidemiólogo se interesa tanto por la infección como por la enfermedad. Dado que muchos microorganismos producen infección sin enfermedad, un estudio que se ocupe sólo de la enfermedad clínica puede proporcionar un conocimiento engañoso de la epidemiología de una enfermedad infecciosa específica en la comunidad. Por ejemplo, los adultos no vacunados infectados por el VHA experimentan con frecuencia hepatitis clínica, mientras que los bebés y los niños pequeños de modo similar no vacunados con infección por el VHA generalmente están asintomáticos74. Por lo tanto, para determinar la incidencia de hepatitis A asociada a guarderías y la transmisión posterior a los miembros de la familia y los cuidadores, los investigadores necesitan evaluar tanto el diagnóstico de la infección asintomática por el VHA como el nivel de enfermedad relacionada con el VHA.


Si el equilibrio entre microorganismo y huésped favorece al primero, se producirá la infección (y en algunos casos la enfermedad). Esta relación entre el microorganismo, la vía o el mecanismo de transmisión y el huésped se denomina cadena de infección. El control y la prevención de la infección dependen del conocimiento suficiente de la dinámica de estos factores interrelacionados.


Las características del agente o del huésped se ven con frecuencia como factores independientes. Sin embargo, es necesario considerar tanto el microorganismo como el huésped conjuntamente en cualquier discusión de la relación que produce infección y enfermedad. Por ejemplo, la viruela era una enfermedad que provocaba un sufrimiento humano terrible; históricamente, ha sido una de las enfermedades infecciosas más temidas. No obstante, la capacidad del virus de la viruela para infectar y producir enfermedad sólo en los seres humanos y los primates infrahumanos era una consideración importante en las estrategias de control y prevención (es decir, la vacunación de la población humana)75. La consideración del virus de la viruela como sumamente virulento debe atemperarse por el hecho de que el estudio de inoculación de este virus en muchas especies animales no produjo infección. Por otro lado, la mayoría de los serotipos de Salmonella puede causar desde infecciones leves a graves en los seres humanos y en diversas especies animales. Una excepción notable es Salmonella typhi, que sólo produce infección en seres humanos. Por tanto, cualquier descripción de las características del agente o del huésped debe entenderse en el contexto de sus interrelaciones.






Agente


Cualquier agente o microorganismo tiene importancia epidemiológica si puede transmitirse a través del ambiente, causa infección en un huésped (humano o animal) y produce enfermedad clínica. Estos agentes, sin tener en cuenta su clasificación como bacterianos, virales, protozooarios, helmínticos o micóticos, se consideran el primer componente necesario de la cadena de infección. Deben considerarse tres características de los microorganismos en cuanto a importancia epidemiológica: 1) las de los agentes que participan en su diseminación o transporte a través del ambiente, 2) las que intervienen en la producción de la infección y 3) las que intervienen en la aparición de la enfermedad76.


Las características de los agentes que participan en su diseminación a través del ambiente varían con el método de transmisión, pero en cualquier caso es necesaria una cantidad mínima de microorganismos que sobrevivan al transporte a través del ambiente y que lleguen y entren en un huésped susceptible. Los agentes que se transmiten por contacto directo entre personas tienden a una mínima capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales adversas (como cambios de temperatura, humedad o pH). Por otro lado, los que son capaces de una multiplicación real en el ambiente (es decir, en alimentos, agua, suelo y plantas) tienen una ventaja singular para sobrevivir. Algunos microorganismos, como Legionella pneumophila o Bacillus anthracis, no se multiplican necesariamente en el ambiente, pero pueden sobrevivir durante meses a muchos años en condiciones relativamente hostiles, como el agua destilada o el suelo77,78. En el caso de estos agentes cuyo único reservorio conocido es el ser humano, cuanto mayor sea el tiempo que probablemente transcurra antes del contacto con otro huésped susceptible, mayor es la resistencia que ha de tener el agente a las condiciones ambientales tales como el calor, la desecación, la luz ultravioleta o la dilución en el aire. Por último, algunos agentes tienen la capacidad de infectar a huéspedes no humanos como los animales, las aves o un insecto vector. Estos hospedadores no humanos pueden desempeñar un papel importante en el mantenimiento del agente en el ambiente.


La capacidad de un microorganismo para producir infección o enfermedad debe considerarse en el contexto de las características del huésped. Por ejemplo, se considera que un agente coloniza a un huésped cuando su presencia en ese huésped no desencadena una respuesta inmunitaria específica o una infección. Sin embargo, si la relación entre el microorganismo y el huésped cambia, como cuando cierta microbiota normal se introduce desde el tubo digestivo al torrente sanguíneo, puede producirse la infección. Este tipo de infección se conoce como endógena. Si el agente es transportado desde una fuente externa al huésped (infección exógena) y el equilibrio entre el microorganismo y el huésped favorece al primero, normalmente se desarrolla la infección.


Diversos aspectos de la relación agente-huésped pueden relacionarse con el agente. Otros aspectos sólo deben considerarse en el contexto de las características de ambos, agente y huésped. Por ejemplo, la contagiosidad es una característica del microorganismo que se relaciona con la relativa facilidad con la que se transmite el agente a otros huéspedes. Un agente que se disemina por gotitas, como los virus respiratorios, tiende a ser más contagioso que otro transmitido por contacto directo, como un organismo que causa enfermedad de transmisión sexual. Por tanto, las características de las puertas de salida y de entrada son determinantes de la contagiosidad, al igual que la capacidad del agente para sobrevivir fuera del huésped. Algunos factores que suelen atribuirse al microorganismo en realidad son el resultado de las características del agente y el huésped. Estos factores incluyen infectividad, patogenicidad, virulencia y antigenicidad o inmunogenicidad.


La infectividad normalmente se define como la característica del agente infeccioso que expresa su capacidad de entrar, sobrevivir y multiplicarse en el huésped. Una medida de la infectividad es la tasa de ataque secundario o la probabilidad de que se produzca infección en un individuo susceptible después de la exposición a un individuo infectado. La infectividad se expresa a menudo como el número de individuos infectados dividido por el número de individuos susceptibles y expuestos. En una población con una cantidad aumentada de individuos con compromiso de las respuestas inmunitarias específicas o inespecíficas, puede haber una mayor proporción de individuos que realmente se infectan después de la exposición. Por ejemplo, los individuos con una disminución de la acidez gástrica debido al uso de antiácidos tienen un mayor riesgo de contraer una salmonelosis después de una dosis infecciosa baja que aquéllos con un pH gástrico normal79.


La patogenicidad es la propiedad del microorganismo que determina hasta qué punto se produce la enfermedad manifiesta en una población infectada1. La patogenicidad de un agente se mide por la proporción entre el número de personas en las que se desarrolla la enfermedad clínica y el número de infectados. Aunque con frecuencia se considera que la patogenicidad es una propiedad exclusiva del agente, las características del huésped desempeñan un papel importante en su definición. Por ejemplo, en la infección por el VHA, la proporción de enfermedad sobre el total de infecciones varía ampliamente de acuerdo con la edad del huésped 74. En general, los agentes con los niveles más altos de patogenicidad poseen características que les protegen contra las defensas inespecíficas del huésped. Pueden elaborar varias enzimas o toxinas o inducir una enfermedad mediada por el huésped asociada a la respuesta inmunitaria a la infección.


El gradiente de infección o gradiente biológico es el espectro de manifestaciones de la enfermedad en el huésped como resultado de la infección por un microorganismo. Se extiende desde la muerte en un extremo hasta la enfermedad inaparente o subclínica en el otro. En este sentido, la virulencia se utiliza a menudo como una expresión cuantitativa del potencial de un agente patógeno para provocar enfermedad. Se define como la proporción entre el número de casos graves o que producen discapacidad y el número total de personas infectadas1. Si la muerte es el único criterio utilizado para determinar la gravedad, se denomina tasa de letalidad.


Desde una perspectiva epidemiológica, la virulencia de un microorganismo debe considerarse en relación con el huésped. Por ejemplo, el resultado clínico de la infección por el VHB puede variar desde una infección limitada subclínica hasta el desarrollo de una hepatitis aguda fulminante, dependiendo de la enfermedad mediada por la inmunidad y de importantes factores genéticos del huésped80. De manera similar, la gravedad de la tuberculosis es mayor entre los afroamericanos que tienen características del huésped similares a las de las personas de otras razas con tuberculosis81. El desarrollo de resistencia a fármacos entre los microorganismos (independientemente del mecanismo) es una consideración importante relacionada con la virulencia. La infección por agentes que son sensibles a varios antibióticos tiene menos probabilidades de producir una enfermedad grave si se trata de manera oportuna y adecuada que si la infección está causada por un microorganismo muy resistente. Con el rápido incremento de la resistencia a fármacos entre todos los grupos de agentes infecciosos, esta característica de virulencia será incluso más importante en el futuro82,83.


Una última característica habitualmente atribuida a un agente es la antigenicidad o inmunogenicidad. Se define como la capacidad de un microorganismo para producir una reacción inmunológica sistémica o local en el huésped1. Esta característica también debe considerarse en el contexto del agente y el huésped. La antigenicidad de un microorganismo es importante desde una perspectiva clínica porque es un determinante fundamental de la capacidad del huésped para desencadenar una respuesta inmunitaria inicial a la infección, y por ende afecta tanto a la patogenicidad como a la virulencia. Determina también el desarrollo por parte del huésped de la inmunidad a largo plazo contra un agente específico. Por tanto, es un factor crítico en la evaluación y el desarrollo de vacunas de uso humano y animal.


En general, el sistema inmunológico del huésped incluye todos los mecanismos fisiológicos capaces de reconocer materiales extraños a él y neutralizarlos, eliminarlos o metabolizarlos, con o sin lesión de los propios tejidos84. La respuesta inmunitaria puede clasificarse en dos categorías: específica e inespecífica. La respuesta inmunitaria específica depende de la exposición a una configuración extraña, como un agente infeccioso, y el reconocimiento y la reacción posterior contra ese microorganismo. Un ejemplo de este tipo de respuesta es el desarrollo de la inmunidad humoral y celular con relación a un agente específico. La respuesta inespecífica aparece después de la exposición inicial y posterior a un antígeno extraño y, si bien es selectiva en cuanto a la diferenciación de lo «propio» de lo «extraño», no depende de un reconocimiento selectivo. Varios factores modifican los mecanismos inmunitarios del huésped, tales como factores genéticos, relacionados con la edad, metabólicos, ambientales, anatómicos, fisiológicos y microbianos.


Un ejemplo de la compleja naturaleza de la interacción entre un microorganismo y un huésped puede demostrarse por la relación entre H. influenzae tipo b y la edad del huésped. Los niños menores de 2 años no desarrollan una respuesta inmunitaria eficaz contra los microorganismos con polisacáridos capsulares, como H. influenzae tipo b, N. meningitidis y Streptococcus pneumoniae85. Los antígenos polisacáridos son antígenos independientes de los linfocitos T, en contraste con los antígenos proteicos, que inducen un efecto de los linfocitos T. Los antígenos independientes de los linfocitos T inducen una respuesta inmunitaria escasa en los niños de muy corta edad debido a la falta de maduración de su sistema inmunológico. Se emprendieron esfuerzos para desarrollar vacunas contra H. influenzae en los niños pequeños. Este planteamiento exigió que el polisacárido de H. influenzae tipo b se conjugara con varias proteínas transportadoras85. La combinación de polisacárido y proteína ha dado como resultado vacunas con mayor inmunogenicidad, capaces de inducir una respuesta de los linfocitos T en lactantes. La utilización de estas vacunas conjugadas de segunda generación contra H. influenzae en lactantes de Estados Unidos ha ocasionado un descenso espectacular de la aparición de casos de enfermedad invasiva por H. influenzae tipo b en niños menores de 2 años86.


Esfuerzos similares para elaborar y comercializar vacunas conjugadas de polisacáridos frente a N. meningitidis y S. pneumoniae han dado lugar a impactos igualmente espectaculares sobre estas enfermedades en Estados Unidos17,22. Al haberse demostrado que el uso de las vacunas es uno de los métodos más rentables económicamente para la prevención de las enfermedades infecciosas, constituye una gran prioridad la necesidad de comprender la antigenicidad en términos tanto del agente como del huésped. Recientemente se han suscitado preguntas sobre el potencial de la administración de vacuna no conjugada de polisacáridos meningocócicos (PSM) para limitar las respuestas de anticuerpos anticapsulares séricos a las infecciones posteriores de PSM o de vacunas meningocócicas conjugadas (hiporresponsividad al anticuerpo)87. Aún se está descubriendo la complejidad de la interacción entre el huésped humano y el antígeno polisacárido.









Huésped


Además de las características del agente, las del huésped también desempeñan un papel importante en el resultado final de una interacción agente-huésped. Los factores del huésped que influyen en la exposición, la infección y la enfermedad se resumen en la tabla 13-2. Los factores pueden clasificarse en dos categorías: los que influyen en la exposición y los que influyen en la probabilidad de infección y en la aparición y la gravedad de la enfermedad.


Tabla 13-2 Factores del huésped que influyen en la exposición, la infección y la enfermedad






	Factores que influyen en la exposición






	Exposición a animales, incluidos los animales domésticos






	Factores de comportamiento relacionados con la edad, el abuso de drogas y el consumo de alcohol






	Transfusión de sangre y hemoderivados






	Asistencia a guarderías infantiles






	Comunidades cerradas: cuarteles militares, dormitorios, refugios para personas sin hogar, centros geriátricos y para deficientes mentales, prisiones






	Consumo de alimentos y agua






	Exposición familiar






	Sexo






	Hospitalización o asistencia médica ambulatoria






	Prácticas higiénicas como instrucciones para control de esfínteres y el lavado de manos






	Trabajo






	Actividades recreativas, como deportes






	Uso de drogas inyectables con fines recreativos






	Actividad sexual: heterosexual y homosexual, tipo y número de parejas






	Asistencia a la escuela






	Estado socioeconómico






	Viajes, sobre todo a países en vías de desarrollo






	Exposición a vectores






	Factores que influyen en la infección y la aparición y gravedad de la enfermedad






	Edad en el momento de la infección






	Alcoholismo






	Defecto anatómico






	Resistencia a antibióticos (agente)






	Uso de antibióticos (huésped)






	Enfermedades no infecciosas coexistentes, especialmente crónicas






	Infecciones coexistentes






	Inóculo: cantidad y virulencia del organismo al que está expuesto el huésped






	Duración de la exposición al organismo






	Puerta de entrada del organismo y presencia de traumatismo en el sitio de implantación






	Sexo






	Constitución genética, especialmente influencia de la respuesta inmunitaria






	Estado inmune en el momento de la infección, incluido el estado de inmunización






	Inmunodeficiencia (específica o inespecífica): natural, inducida por medicamentos o viral (VIH)






	Mecanismo patogénico de la enfermedad: inflamatorio, inmunopatológico o tóxico






	Estado nutricional






	Receptores para el organismo en las células necesarias para la adherencia o la entrada del organismo







 VIH, virus de la inmunodeficiencia humana.


Adaptada de Evans AS, Brachman PS. Bacterial Infections of Humans: Epidemiology and Control. 3rd ed. New York: Plenum; 1998.


Todos los factores que influyen en la exposición humana a un agente infeccioso dependen del contacto con las fuentes de infección dentro del ambiente o del aumento de la transmisión entre personas86. La importancia de los factores que influyen en la exposición tiende a cambiar con la edad del huésped, la cultura, la residencia geográfica, la época del año y la situación familiar.


Aunque la mayoría de los factores que influyen en la infección y la aparición y gravedad de la enfermedad están relacionados con el huésped, los que se relacionan tanto con el agente como con el huésped, descritos por la patogenicidad, la virulencia y la antigenicidad, son importantes. También, la dosis infecciosa del agente, los mecanismos de producción de la enfermedad, la resistencia antibiótica del agente infeccioso y la puerta de entrada contribuyen al estado de infección y enfermedad. En la mayoría de las infecciones, dos factores del huésped desempeñan un papel clave en la determinación de la probabilidad de enfermedad clínica y de la gravedad de esa enfermedad: 1) el estado inmunitario del huésped y 2) su edad en el momento de la infección. Los niveles más altos de patogenicidad y virulencia asociados a la relación agente-huésped tienden a ocurrir en fases muy tempranas de la vida, cuando los mecanismos inmunitarios contra la enfermedad son inmaduros, o en la vejez, cuando pueden estar deteriorados. Finalmente, los factores genéticos tienden a influir tanto en la sensibilidad como en el resultado de la enfermedad, aunque se relacionan sobre todo con la respuesta inmunitaria del huésped a la infección.









Vías de transmisión


La transmisión de agentes infecciosos se define como cualquier mecanismo por el que un microorganismo se disemina a través del ambiente o de una persona a otra1,88. Estos mecanismos pueden clasificarse en directos o indirectos.


De los tres modos de transmisión directa del agente, el más común se asocia a la transferencia directa e inmediata de un agente infeccioso a una puerta de entrada receptiva a través de la cual se establece la infección humana. Este tipo de transmisión por contacto directo ocurre en asociación con los actos de tocar, besar o mantener relaciones sexuales o por proyección directa (diseminación por gotitas) de aerosoles de gotitas desde un huésped infectado sobre la conjuntiva o la mucosa de la nariz o la boca de otro huésped. Generalmente, la diseminación por gotitas está limitada a una distancia aproximada de 1 m. El segundo tipo de transmisión directa sucede cuando el tejido susceptible del huésped queda expuesto a un agente, como ocurre con la mordedura de un animal rabioso o cuando entra en contacto con tierra o materia en descomposición, en la que el agente suele llevar una existencia saprofítica (p. ej., micosis sistémica). Como ejemplo, el contacto directo con perros de las praderas infectados ocasionó un brote de viruela de los monos en Estados Unidos89. La transmisión transplacentaria es la tercera forma de transmisión directa.


Los tres mecanismos principales de transmisión indirecta de microorganismos consisten en la transmisión por vehículos, la transmisión por vectores y la transmisión por el aire. La transmisión por vehículos se produce cuando algún material sirve como intermediario que transporta al agente infeccioso o lo introduce en el huésped susceptible a través de una puerta de entrada apropiada. Estos materiales pueden ser el agua, los alimentos, productos biológicos como la sangre, el suero, el plasma, los tejidos y los órganos, y objetos (fómites) como juguetes, ropa sucia, ropa de cama o instrumentos quirúrgicos. No es necesario que el microorganismo se multiplique o se desarrolle en el interior del vehículo o sobre la superficie de éste antes de que se transmita.


El segundo método de transmisión indirecta es la transmisión por medio de vectores, que puede ser mecánica o biológica. La transmisión mecánica tiene lugar cuando un insecto transporta un agente infeccioso a través de la suciedad de sus patas o de su probóscide o en su tubo digestivo. La transmisión mecánica no requiere la multiplicación o desarrollo del microorganismo. Por otro lado, la transmisión biológica se produce cuando se requiere la propagación (multiplicación), el desarrollo cíclico o una combinación de estos sucesos (ciclo-propagativo) antes de que el artrópodo pueda transmitir la forma infecciosa del agente a los seres humanos.


El tercer tipo de transmisión indirecta es la transmisión por el aire, que implica la diseminación de aerosoles con agentes infecciosos hasta una puerta adecuada al interior del huésped, generalmente el aparato respiratorio. Estos aerosoles son suspensiones de partículas en el aire constituidas en parte o en su totalidad por agentes infecciosos. El tamaño de las partículas oscila entre 1 y 5 μm. La transmisión aérea no incluye gotitas ni otras partículas grandes que se depositan rápidamente, que dan lugar a transmisión directa. Algunas infecciones transmitidas por vía aérea pueden ser transportadas a grandes distancias de sus fuentes, como se documentó por brotes de sarampión, legionelosis y carbunco90,91. Por esta razón, hay una gran preocupación por que microorganismos como B. anthracis y Yersinia pestis se utilicen como armas de destrucción masiva en un acto de bioterrorismo civil92,93.


Ha habido un debate sustancial sobre la eficacia de las medidas para reducir el riesgo de transmisión de la gripe durante la próxima pandemia en ausencia de una vacuna. En particular, se han suscitado preguntas sobre el papel de las gotitas frente a la transmisión por aerosoles del virus de la gripe. Un estudio reciente llevado a cabo en una sala de urgencias de un hospital recogió partículas de aerosoles fraccionadas por tamaños y analizó la presencia del virus de la gripe transmitido por el aire94. En el 53% de las muestras se detectó virus de la gripe, lo que apoya la conclusión de que los aerosoles pueden desempeñar un papel importante en la transmisión entre humanos.
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Estrategias individuales, institucionales, comunitarias y globales


La prevención de la enfermedad y las actividades de control de los agentes infecciosos se producen a cuatro niveles. El primero está dirigido al individuo y en su mayoría es competencia del médico. Varias actividades de prevención pueden dirigirse a los individuos a través de su proveedor de asistencia primaria. El uso de quimioprofilaxis para prevenir las infecciones de la herida quirúrgica es un ejemplo de una medida de control dirigida al individuo. El segundo nivel es el institucional, que en su mayor parte es competencia del médico dedicado al control de la infección o del funcionario de salud escolar. Este nivel incluye centros de asistencia sanitaria, residencias de ancianos, otros centros residenciales y escuelas. Los programas para prevenir la diseminación de los patógenos transportados por la sangre o de la tuberculosis a los trabajadores sanitarios en los hospitales son ejemplos de estrategias de control dirigidas al nivel institucional. El tercer nivel está dirigido a la comunidad en general y en su mayoría es competencia de los organismos de salud pública (a escala local, estatal y nacional). La retirada de un alimento contaminado del mercado es un ejemplo de una medida de control dirigida a la comunidad. El cuarto nivel se relaciona con estrategias globales. En el caso de varios patógenos importantes, está claro que las estrategias globales de control son críticas para lograr un impacto en la ocurrencia de la enfermedad en Estados Unidos. La proporción creciente de casos de tuberculosis entre los refugiados y los inmigrantes de Estados Unidos y los episodios continuos de importación de sarampión desde el extranjero son dos ejemplos pertinentes para el control de la enfermedad en EE.UU. a comienzos del siglo xxi.


Aunque algunas medidas de control son específicas de estos diferentes niveles, puede haber un grado importante de superposición. Por ejemplo, los programas de inmunización operan a los cuatro niveles. Los médicos desempeñan un papel importante en el mantenimiento de la salud de los pacientes individuales al disponer de vacunaciones contra patógenos diversos. Los programas de vacunación también son una actividad importante en el ámbito institucional, como la vacunación anual habitual contra la gripe en residencias de ancianos y la vacunación de los trabajadores sanitarios contra el VHB. Las agencias de salud pública controlan los niveles de vacunación en la comunidad y ofrecen dispensarios de vacunación abiertos al público. Por último, la garantía de que los viajeros extranjeros de países con determinadas enfermedades endémicas prevenibles por vacunación están vacunados adecuadamente antes del viaje representa una medida crítica de control para la prevención de enfermedades como el sarampión.


Al evaluar o llevar a cabo la prevención de la enfermedad y las actividades de control dirigidas a las enfermedades infecciosas, debe considerarse el eslabón más débil en la cadena de infección (agente, transmisión, huésped) para cada patógeno específico. En algunas situaciones, el control del microorganismo en un reservorio específico puede ser la mejor manera de reducir la aparición de la enfermedad. La cloración del agua y la pasteurización de la leche son ejemplos de la destrucción de un agente en su reservorio o de la eliminación de un posible medio de transmisión.


Las estrategias orientadas al nivel de transmisión deben adaptarse al tipo de transmisión implicada. Por ejemplo, el uso de preservativos para la prevención de las enfermedades de transmisión sexual es una estrategia de control dirigida a prevenir la transmisión por contacto. La transmisión a través de vehículos comunes a menudo implica alimentos y agua y también puede incluir otros vehículos como la sangre en caso de transfusiones. La irradiación de los alimentos y la detección en sangre de agentes infecciosos son actividades de control dirigidas a un vehículo común. Un ejemplo de una actividad de control dirigida a la transmisión aérea es el uso de mascarillas para prevenir la transmisión de la tuberculosis en el ámbito de la asistencia sanitaria. El control de la transmisión por vectores puede dirigirse hacia la destrucción del vector o de sus lugares de reproducción o hacia el uso de ropa protectora y repelentes.


Los métodos para limitar el contacto en la población de pacientes infectados o casos infecciosos y de sujetos no infectados pueden consistir en la aplicación de aislamiento o cuarentena. A menudo conocidos como «poderes policiales», los gobiernos federales, estatales y locales, según disposiciones específicas legales, pueden controlar el movimiento de individuos o poblaciones para proteger a la población general frente a enfermedades transmisibles95,96. El aislamiento es el proceso y el procedimiento utilizado para prevenir que un individuo infectado pueda transmitir una enfermedad contagiosa a otros. En general, se ha aplicado a personas con infecciones graves potencialmente mortales que no se han tratado o no pueden ser tratadas para hacer que no sean contagiosos. El potencial de las enfermedades relacionadas con el bioterrorismo como la viruela o la peste neumónica y la aparición del SRAG han puesto de relieve esta cuestión. La cuarentena, es decir, la separación o la restricción del movimiento de personas que no están enfermas, pero que se cree que han estado expuestas a la infección, para impedir la transmisión de la enfermedad, se desarrolló en el siglo xiv, pero pocas veces fue puesta en práctica a gran escala durante el siglo pasado. La pandemia del SRAG ha demostrado que los gobiernos deberían utilizar la cuarentena como una herramienta de salud pública para controlar las enfermedades infecciosas, especialmente cuando no están disponibles otras intervenciones preventivas (p. ej., vacunas y antibióticos)96,97.


En algunos casos, el mejor mecanismo para prevenir la aparición de la enfermedad es por medio de la modificación del huésped, mediante el desarrollo o refuerzo de su inmunidad a través de la inmunización activa o pasiva. Otros ejemplos de actividades de control dirigidas al huésped comprenden mejorar el estado nutricional y proporcionar quimioprofilaxis contra diversos microorganismos.









Evaluación del riesgo, viabilidad, coste y efectividad


Cuando se desarrollan estrategias de prevención y control de la enfermedad, deben considerarse varios aspectos que incluyen el riesgo, la viabilidad, el coste y la efectividad. El riesgo puede definirse por la posibilidad de exposición. Los estudios epidemiológicos o los análisis de los datos de vigilancia resultan útiles para definir personas o poblaciones de riesgo y para cuantificar el riesgo dentro de poblaciones diferentes. A nivel individual, el riesgo puede evaluarse valorando las características del huésped, como la necesidad de prevención de las infecciones oportunistas en los receptores de trasplante de células madre hematopoyéticas.


Un ejemplo de evaluación del riesgo a nivel institucional es evaluar la exposición laboral a agentes infecciosos como patógenos transportados por vía hematógena. A nivel comunitario, los grupos de riesgo a diversas afecciones pueden definirse por características demográficas como edad, raza, país de origen, estado socioeconómico y lugar geográfico. Por ejemplo, las personas nacidas fuera de Estados Unidos corren un riesgo más alto de contraer enfermedades infecciosas como la tuberculosis y de ser portadores crónicos de infecciones como la hepatitis B. Los programas de detección precoz dirigidos a estas poblaciones con intervenciones posteriores (como la profilaxis con isoniazida para las personas con infección por M. tuberculosis o vacunación de los contactos domésticos susceptibles de ser portadores del VHB) pueden servir como estrategias importantes basadas en la comunidad para prevenir la aparición de enfermedades infecciosas98-100. Otro ejemplo de la definición de riesgo a nivel comunitario es evaluar el comportamiento que aumenta el riesgo de contraer enfermedades específicas, como el uso de drogas inyectables como conducta de riesgo de contraer la infección por el VIH o por el VHC. La educación y los programas de tratamiento de la drogadicción dirigidos a esta población pueden servir como estrategia importante de prevención y control de la enfermedad. Por último, la valoración de la población de especies específicas de mosquitos y la viabilidad de lugares para la reproducción pueden ofrecer una valoración del riesgo de probabilidad de transmisión de la enfermedad por medio de vectores (p. ej., la infección por el virus del Nilo Occidental) 101,102.


Al desarrollar programas de control, debe valorarse también la viabilidad de una estrategia. La viabilidad depende de factores sociodemográficos de la población implicada. Por ejemplo, las tasas altas de vacunación pueden prevenir claramente la aparición de enfermedades infecciosas. En Estados Unidos, las vacunas deberían estar disponibles con facilidad; sin embargo, a finales de la década de 1980 se produjeron una gran cantidad de brotes de sarampión en las poblaciones del interior de Estados Unidos debido a las tasas bajas de vacunación103. Varios factores sociodemográficos contribuyeron a estas tasas bajas, entre ellos el acceso insuficiente a la asistencia médica y otras barreras para la inmunización. Hasta que no se superen estas barreras y se desarrollen estrategias de control dirigidas específicamente a las poblaciones en riesgo, no podrá lograrse el control adecuado de las enfermedades prevenibles por vacunación en Estados Unidos104.


También es necesario considerar el coste y la disponibilidad de los recursos cuando se desarrollan estrategias de control. Las instalaciones adecuadas para el tratamiento del agua y los sistemas de distribución en los países en vías de desarrollo influirían mucho en la eliminación de la propagación del cólera. Sin embargo, en muchos países no se dispone de recursos para construir y desarrollar tales instalaciones. Por consiguiente, las estrategias de control deben centrarse en métodos más simples y más baratos como hervir el agua o mejorar los depósitos de agua en el hogar.


Por último, es necesario evaluar las estrategias de control respecto a su efectividad. Por ejemplo, la efectividad de la estrategia de control es un aspecto crítico al evaluar las maneras de frenar la epidemia del VIH en ausencia de vacunación. La evaluación de los programas educativos sobre la prevención de la infección por VIH o de los programas de asesoramiento y análisis del VIH es esencial para evaluar la efectividad de las estrategias disponibles actualmente. A menudo se utilizan modelos de coste-efectividad al hacer las recomendaciones de los programas de vacunación basados en la población105,106.









Prevención primaria, secundaria y terciaria


Las estrategias de prevención de las enfermedades infecciosas pueden caracterizarse por los conceptos tradicionales de prevención primaria, secundaria o terciaria1. La prevención primaria puede definirse como la prevención de la infección mediante esfuerzos personales y de la comunidad. La prevención secundaria incluye las medidas de las que disponen los individuos y la población para la detección precoz de la infección y tratamiento eficaz. La prevención terciaria consiste en las medidas existentes para reducir o eliminar el deterioro y las discapacidades a largo plazo producidas por las enfermedades infecciosas.






Prevención primaria


Un ejemplo clave de prevención primaria es la inmunoprofilaxis, que puede ser activa o pasiva100. La inmunoprofilaxis activa supone la administración de un microorganismo entero o fraccionado (vivo o inactivado) o de un producto del mismo (como un toxoide) para alterar al huésped mediante la estimulación de una respuesta inmunitaria con el propósito de protegerle contra la infección. Las vacunas vivas suelen ser más inmunógenas que las inactivadas y pueden requerir menores dosis de refuerzo. Las vacunas vivas atenuadas contienen bacterias o virus atenuados o avirulentos. Generalmente están contraindicadas en personas inmunodeprimidas. Algunos ejemplos de vacunas vivas atenuadas son las vacunas contra el sarampión, la parotiditis, la rubéola y la fiebre amarilla, la vacuna oral contra la poliomielitis, la vacuna oral contra la fiebre tifoidea y la vacuna con bacilo de Calmette-Guérin. Los ejemplos de vacunas creadas a partir de microorganismos inactivados incluyen la vacuna inactivada de la poliomielitis y las vacunas contra el carbunco, la gripe, el VH, el cólera, la tos ferina y la rabia. Las vacunas conjugadas frente a H. influenzae tipo b, antineumocócica y antimeningocócica son conjugados de polisacáridos y proteínas. Entre los ejemplos de vacunas de toxoides figuran las vacunas antitetánica, antidiftérica y contra el botulismo88.


Actualmente, se están llevando a cabo al menos cuatro tipos de programas de inmunización activa. El primero es el programa de vacunación sistemática en la infancia. Las prácticas actuales incluyen la vacunación infantil sistemática contra sarampión, parotiditis, rubéola, tétanos, difteria, tos ferina, H. influenzae tipo b, neumococo, meningococo, varicela, rotavirus, polio (vacuna inactivada), VHA y VHB100. En muchas partes del mundo también se administra la vacuna con bacilo de Calmette-Guérin de forma habitual en la primera infancia. Como el calendario de vacunación infantil presenta una complejidad creciente, deben desarrollarse nuevos métodos de administración de vacunas. Una cuestión de especial interés es el desarrollo de vacunas con múltiples antígenos para simplificar el calendario habitual y maximizar la eficacia de la administración de la vacuna. Los objetivos de la vacunación infantil sistemática son dobles: proteger al individuo y proporcionar inmunidad a la colectividad, lo que puede ser eficaz para controlar ciertas enfermedades a nivel poblacional (como sarampión, parotiditis, rubéola y H. influenzae)107. La vigilancia continua y adecuada de estas enfermedades resulta esencial para controlar la eficacia de los programas de vacunación basados en la población de modo que las estrategias puedan adaptarse según se necesite. La ampliación de la vacunación contra el sarampión a un esquema de dos dosis en 1989 en Estados Unidos es un ejemplo del uso de los datos de vigilancia para revisar las prácticas de vacunación108.


Un segundo tipo de programa de vacunación es el relacionado con los viajes. Los ejemplos incluyen la administración de vacunas contra la fiebre tifoidea, la fiebre amarilla, la encefalitis japonesa y la infección meningocócica para viajar a áreas endémicas de estas enfermedades.


El tercer tipo de programa de inmunización se basa en la exposición laboral. Se han formulado recomendaciones para la vacunación de los trabajadores sanitarios debido a su especial riesgo de exposición a varias enfermedades evitables mediante vacunación. Los ejemplos incluyen la vacunación del personal de laboratorio contra el carbunco, la rabia, la viruela y el botulismo en los contextos en que se manipulan o pueden manipularse estos microorganismos; la vacunación de los trabajadores sanitarios contra el sarampión y la hepatitis B basada en la exposición a patógenos transmitidos por la sangre, y la inmunización contra el carbunco y la viruela a los encargados de las exposiciones relacionadas con el bioterrorismo,109,110.


La inmunización activa también se utiliza en determinadas situaciones de postexposición, como la vacunación tras la exposición a N. meningitidis, VHB, sarampión, tos ferina o rabia. Algunas de estas vacunas se administran junto con varios tipos de inmunoglobulinas en el contexto de la postexposición.


La inmunización pasiva supone la administración de anticuerpos preformados, a menudo contra agentes específicos, después de la exposición. La forma más amplia de inmunización pasiva consiste en la utilización de inmunoglobulina humana normal (también conocida como gammaglobulina). Se suele utilizar mucho tras la exposición al VHA y puede ser eficaz si se aplica dentro de los 14 días posteriores a la exposición. La inmunoglobulina humana normal también se recomienda antes de viajar a países endémicos para la hepatitis A. También puede ser eficaz para reducir la enfermedad clínica en personas expuestas al sarampión siempre que se administre dentro de los 6 días posteriores a la exposición100. En las personas con hipogammaglobulinemia o agammaglobulinemia se puede utilizar como tratamiento de reposición de inmunoglobulina G (IgG). También se utilizan muchos tipos específicos de inmunoglobulina en contextos de postexposición para prevenir la infección; los ejemplos incluyen las inmunoglobulinas específicas contra el VHB, el citomegalovirus, el virus de la rabia, el virus de la varicela-zóster y el tétanos.


Un segundo tipo de prevención primaria consiste en la profilaxis antibiótica, a menudo denominada quimioprofilaxis. El uso de una quimioprofilaxis eficaz requiere que el agente infeccioso sea sensible al fármaco utilizado. Como estrategia de prevención primaria, puede utilizarse antes o después de la exposición para prevenir la infección. Entre los ejemplos de quimioprofilaxis en el contexto de postexposición figuran la eritromicina después de la exposición a tos ferina, rifampicina después de N. meningitidis, amantadina, rimantadina, zanamir u oseltamivir después de la exposición al virus de la gripe A y zidovudina después de la exposición al VIH. La utilización de antirretrovirales en embarazadas infectadas por el VIH ha demostrado que reduce el riesgo de infección perinatal por el VIH111. La profilaxis contra las infecciones de la herida quirúrgica mediante antibióticos de amplio espectro antes de la cirugía y la profilaxis de neonatos contra la oftalmía neonatal son ejemplos de quimioprofilaxis utilizada en el ámbito hospitalario. En estas situaciones, la quimioprofilaxis se emplea porque hay probabilidad de exposición a microorganismos patógenos, aun cuando dicha exposición no esté documentada con claridad. La quimioprofilaxis también se utiliza antes de la exposición durante el viaje; los ejemplos incluyen el uso de cloroquina o mefloquina para prevenir el paludismo o antimicrobianos contra patógenos entéricos para prevenir la diarrea del viajero.


Además de la inmunoprofilaxis y la quimioprofilaxis, otras actividades importantes de prevención primaria se centran a nivel individual, institucional y de la comunidad. Algunos ejemplos se han mencionado en secciones anteriores de este capítulo.









Prevención secundaria


Las actividades de prevención secundaria incluyen tradicionalmente quimioprofilaxis e implican la identificación de la infección precoz o asintomática con el tratamiento posterior de modo que se erradique la infección y se prevengan las secuelas. Aunque la mayoría de los programas de prevención conllevan una intervención a nivel individual a través del uso de quimioprofilaxis, estos programas a menudo operan en el contexto de un esfuerzo de detección con base poblacional o institucional. Los programas habituales de detección de enfermedades de transmisión sexual como la infección por Chlamydia son ejemplos de estrategias de prevención secundaria112,113. Las investigaciones de contactos de las parejas de las personas con enfermedades de transmisión sexual también forman parte de una estrategia de prevención secundaria centrada en aquéllos con un mayor riesgo de infección (es decir, con exposición conocida). Otro ejemplo de un programa de prevención secundaria que emplea quimioprofilaxis es la detección de poblaciones de alto riesgo de infección tuberculosa y el tratamiento posterior con un antibiótico como la isoniazida para prevenir la enfermedad activa.


Aunque la mayoría de las estrategias de prevención secundaria comprenden quimioprofilaxis (y en raras ocasiones inmunoprofilaxis), el concepto puede ampliarse a otros esfuerzos de prevención destinados a la intervención y corrección de un riesgo sanitario específico reconocido. Casi todos estos esfuerzos se realizan a nivel de la comunidad. Los ejemplos de esfuerzos de prevención secundaria basada en la comunidad incluyen la identificación precoz de productos contaminados mediante investigaciones de brotes y la eliminación posterior de estos productos del mercado para prevenir más casos de enfermedad y restaurar la «salud de la comunidad». La indicación de hervir el agua en un brote de enfermedad transmitida por el agua, como la criptosporidiosis, es otro ejemplo de una estrategia de prevención secundaria orientada a corregir un problema existente que afecta a toda la comunidad.









Prevención terciaria


Los esfuerzos de prevención terciaria son medidas utilizadas para eliminar el deterioro y la discapacidad que pueden resultar de una enfermedad existente. Dado que la mayor parte de las enfermedades infecciosas pueden ser tratadas, las actividades de prevención terciaria son menos comunes que las que se encuentran con enfermedades crónicas como la hipertensión, la diabetes y la enfermedad coronaria. Sin embargo, este concepto todavía es aplicable al control de las enfermedades infecciosas puesto que algunas infecciones virales son crónicas y no pueden erradicarse. El tratamiento actual de la infección por el VIH, que incluye profilaxis contra otros microorganismos oportunistas, es un ejemplo de una actividad de prevención terciaria.
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« La vulnerabilidad es universal»1. Los brotes de enfermedades infecciosas pueden producirse en cualquier parte del mundo y plantean una amenaza a las poblaciones locales y globales sin respetar fronteras políticas, barreras geográficas o diferencias culturales. Muchas condiciones actuales facilitan esta posibilidad para la rápida diseminación de las enfermedades infecciosas, como la globalización del aporte de alimentos, el sobreuso de antibióticos, el crecimiento de megalópolis con un hacinamiento intenso, la creciente proximidad a los animales y vectores de enfermedad e incluso el cambio climático2,3.


Recientemente, ha habido muchos ejemplos de brotes que han atraído la atención de la opinión pública. La epidemia de síndrome respiratorio agudo grave (SRAG) de 2003, la reciente reaparición del sarampión en Estados Unidos y Europa, así como los numerosos brotes de gastroenteritis por alimentos importados debidos a Cyclospora y Salmonella son casos concretos4,5. El ámbito y el posible impacto de estos brotes subrayan la relevancia de mantener un grupo informado de clínicos sagaces que comprendan la dinámica de un brote y el modo de investigarlo. En este capítulo se describen los conceptos clave implicados en la investigación de un brote, se detalla la dinámica básica de la transmisión y se ofrece una breve introducción de cómo realizar la investigación de un brote.
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Brote, epidemia y pandemia


Un brote es un aumento por encima de lo esperado en el número de casos de una enfermedad o trastorno que se produce en una población concreta, en una localización geográfica y período de tiempo bien definidos6. Los casos tienen relación epidemiológica, aunque dicha relación no suele ser evidente al principio y puede que sólo se descubra mediante una investigación exhaustiva. Por ejemplo, en el brote de Salmonella muenchen de 1981 que afectó a varios estados de Estados Unidos, la relación epidemiológica sólo se descubrió cuando los pacientes afectados refirieron que fumaban marihuana con más frecuencia que los controles, y esta rara especie de Salmonella se aisló a partir de muestras de marihuana en los domicilios de los pacientes7.


Los brotes tienen un origen infeccioso en la mayoría de los casos, aunque algunos pueden deberse a agentes no infecciosos, como intoxicaciones alimentarias o incluso la histeria. A menudo es difícil definir cuántos casos por encima de lo esperado constituyen un brote, pero incluso un caso puede indicar un brote si la epidemia se ha erradicado (viruela) o eliminado (poliomielitis en Europa) o si es nueva en el ser humano (gripe aviar muy patógena [H5N1] en América).


Si no se aplican unas medidas de control oportunas, los brotes pueden propagarse y dar lugar a epidemias, o incluso a pandemias. Las epidemias son idénticas desde el punto de vista conceptual a los brotes, pero tienen una propagación más amplia en el tiempo y el espacio, como la epidemia de cólera en Londres a mediados del siglo xix y el SRAG en el sudeste asiático. Por otra parte, las pandemias se propagan de forma global y pueden persistir durante meses, años o décadas; entre ellas, pueden citarse azotes históricos como la peste bubónica en la Edad Media, la gripe en 1918 y 1919, así como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en los siglos xx y xxi.









Endemia frente a epidemia


Muchas enfermedades infecciosas son endémicas en ciertos contextos y se producen con regularidad; el paludismo, el dengue y la enfermedad diarreica por enteropatógenos en los trópicos son ejemplos de ello. Sin embargo, la endemicidad no impide que se produzcan brotes, como puede suceder con los brotes propagados a través de los alimentos a partir de una fuente puntual, cuando una gran cantidad de personas susceptibles se exponen en un momento concreto. Por ejemplo, Vibrio parahaemolyticus y los norovirus son causas endémicas de gastroenteritis esporádica pero también causan brotes cuando se come pescado contaminado crudo. A menudo, todo lo que se requiere para que un brote sea lo bastante extenso es una población sin contacto previo con el patógeno que se expone a un inóculo infeccioso del mismo.
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Los brotes suelen identificarse mediante vigilancia rutinaria o bien por un clínico sagaz o un laboratorio. La vigilancia de las enfermedades infecciosas puede realizarse de muchas formas, pero generalmente consiste en una recogida y análisis continuos y sistemáticos de datos, así como la notificación posterior de los hallazgos significativos (en este caso, la presencia de un brote). La vigilancia puede ser activa o pasiva y puede recopilar datos sobre los casos incidentes o prevalentes, o bien de ambos. La vigilancia activa suele ser más sensible para descubrir un brote, pero es más costosa y requiere más trabajo. La vigilancia pasiva suele ser menos sensible, pero también es menos costosa, por lo que puede desarrollarse a mayor escala.


Los sistemas de vigilancia en Estados Unidos suelen seguir un esquema jerárquico de notificación, en el que las clínicas, hospitales o laboratorios locales recopilan los casos y los notifican a las autoridades de salud pública. Éstas transmiten a continuación los datos combinados a los responsables estatales de salud pública, quienes a su vez los notifican a los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC) y, en última instancia, a la Organización Mundial de la Salud (OMS), si es preciso, en los brotes que puedan tener relevancia global. Las notificaciones de los brotes son actualizadas por los CDC mediante EPi-X, un sistema de notificación seguro basado en Internet limitado a los responsables de salud pública, así como en el Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR), disponible para el público en la página http://www.cdc.gov/mmwr/ y en soporte físico.


Algunos sistemas de vigilancia centinela intentan identificar enfermedades específicas utilizando zonas representativas. Por ejemplo, el sistema FoodNet de los CDC monitoriza 7 lugares para la vigilancia de la gastroenteritis, lo que abarca a más de 20 millones de personas (alrededor del 8%) en Estados Unidos8. Este sistema ha identificado muchos brotes de infecciones digestivas, como el brote de 2006-2007 de Salmonella serotipo Tennessee, que afectó a varios estados y que se asoció con el consumo de mantequilla de cacahuete9.


La vigilancia sindrómica tiene como finalidad identificar las enfermedades inusuales o nuevas mediante la monitorización de los síndromes clínicos generales, como la neumonía febril. En respuestas al brote internacional de carbunco de 2001, la vigilancia sindrómica se intensificó en Estados Unidos con el objetivo de identificar con rapidez los grupos de casos de enfermedad compatibles con un ataque de bioterrorismo, con el fin de minimizar la pérdida de vidas. A partir de entonces, se puso en marcha el sistema BioSense, entre otros, y sigue usándose en todo el país10.


Continuamente se están desarrollando y perfeccionando nuevos métodos de vigilancia de brotes. Algunos sistemas de notificación, como el correo ProMED, funcionan desde la década de 1990 y se basan en una red de profesionales sanitarios y de otras partes interesadas (más de 20.000 suscriptores en 160 países) para comunicar brotes en todo el mundo. Este sistema basado en el correo electrónico e Internet cubre brotes que afectan a seres humanos, animales y plantas, y está moderado por un panel de expertos en salud pública que analizan cada notificación antes de publicarla. Otros sistemas nuevos, como HealthMap (http://www.healthmap.org/en), aprovechan el am plio alcance de Internet buscando en fuentes en línea de noticias y aplicando algoritmos automatizados para distinguir los brotes «reales» de los rumores11. Los CDC y la Infectious Diseases Society of America colaboran en la Emerging Infections Network, una lista de distribución basada en el correo electrónico que conecta a médicos de enfermedades infecciosas de todo el mundo. El sistema GeoSentinel Surveillance System (http://www.istm.org/geosentinel/main.html) es una red mundial de clínicas de medicina de viajes que notifican las enfermedades que presentan los viajeros12.


Quizá el tipo fundamental de vigilancia de los brotes sigue siendo el clínico o laboratorio sagaz y vigilante. El primer caso de SRAG fue identificado por un médico de Hanoi (Vietnam), quien observó una neumonía atípica inusualmente grave13,14. Los primeros casos de SIDA fueron identificados por un médico que observó la presencia de infecciones poco habituales en un grupo de varones homosexuales. El virus del Nilo Occidental en Nueva York también fue detectado por un clínico sagaz, en este caso un veterinario que observó una gran mortalidad de aves. Además, es esencial que los clínicos comprendan que ellos, como profesionales individuales, puede que sólo estén ante la proverbial punta del iceberg y que es posible que un brote sólo se aprecie cuando los casos se analicen en conjunto.
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Generalidades


La metodología para realizar la investigación de un brote15,16, así como los diseños y métodos de los estudios usados están bien descritos en la bibliografía17,18. La escasez de descripciones generales de la epidemiología de los brotes se debe en parte a la heterogeneidad de los mecanismos de transmisión, el amplio abanico de agentes patológicos y las diversas situaciones que dan lugar a los brotes. Las revisiones de los brotes publicados sugieren que la transmisión a través de los alimentos explica casi la mitad de todos los brotes descritos. Se han identificado muchos agentes como posibles causas, pero ninguno ha sido predominante19. La mayoría de los esfuerzos realizados para mejorar la notificación estandarizada de los brotes se han centrado en las enfermedades transmitidas por alimentos20 o en las infecciones nosocomiales21.









Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos


En Estados Unidos, en 2006 se comunicaron 1.247 brotes transmitidos por alimentos a los CDC, que afectaron a 25.659 personas, con una incidencia de 8,6 por cada 100.000 habitantes22. Como referencia, sólo se detectaron 39 brotes transmitidos por el agua en un período de tiempo similar (1999-2000)23. El agente etiológico se identificó en la mitad de los brotes alimentarios y el 91% correspondió a un agente infeccioso, sobre todo virus (54%) o bacterias (36%). Casi todos los virus de transmisión alimentaria causantes de brotes fueron norovirus, y el 52% de las causas bacterianas fueron especies de Salmonella. Entre 1998 y 2002, Listeria monocytogenes fue la causa de la mayoría de las muertes, y la proporción de brotes asociados con virus aumentó del 16% al 42%23. En la actualidad, la vigilancia de los brotes alimentarios se realiza en Europa y en algunos países en vías de desarrollo.


El principal factor que provoca brotes de transmisión alimentaria es el control inadecuado de la temperatura durante la preparación, cocinado o almacenamiento de los alimentos20. En los casos donde hay manipuladores de alimentos implicados, el brote suele asociarse con un único trabajador que manipuló sin guantes el alimento responsable o con alimentos contaminados con material fecal que se refrigeraron inadecuadamente24.









Brotes de enfermedades nosocomiales


Los brotes en los contextos hospitalarios suelen beneficiarse de una mejor infraestructura para el diagnóstico y la investigación. Numerosos trabajos sobre el control de las infecciones han llevado a la publicación de las directrices ORION para la notificación de los brotes nosocomiales21. Un análisis de una base de datos de acceso libre de brotes nosocomiales publicados en MEDLINE (www.outbreak-database.com) demostró que los brotes se produjeron sobre todo en hospitales (83%) y especialmente en unidades de cuidados intensivos (47%)25. Los servicios quirúrgicos, de neonatología y de medicina interna estaban representados en proporciones similares en los brotes. Sólo en el 63% de los brotes se identificó una fuente, que a menudo fue un paciente índice (40%), un equipo o dispositivo contaminado (21%) o el ambiente (19%). El modo de transmisión no se identificó en el 28% de los brotes, y en el resto fue sobre todo el contacto (60%). Los tres patógenos más frecuentes fueron Staphylococcus (15%), Pseudomonas (8%) y Klebsiella (7%). La mayoría de los brotes por estafilococos (71%) fueron causados por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y el 24% de los brotes por Klebsiella se debieron a bacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Es probable que muchos brotes nosocomiales más limitados estén excluidos de esta base de datos debido al sesgo de publicación en la bibliografía, y la mayoría de los trabajos publicados proceden de países desarrollados25.









Brotes de enfermedades respiratorias y de transmisión interpersonal


Los brotes más típicos de enfermedad respiratoria son los causados por los virus respiratorios, con un corto período de incubación y la posibilidad de una rápida diseminación en una población26. Otros virus transmitidos por núcleos de gotitas, como el sarampión y la parotiditis, también provocan patrones de transmisión similares, aunque a lo largo de períodos extensos, debido a sus períodos de incubación más prolongados. La tuberculosis, por otra parte, se observa con menos frecuencia en brotes, probablemente debido a su largo período de incubación y a la dificultad a la hora de establecer una relación epidemiológica clara entre los casos índice y secundarios. En ocasiones, esta relación puede establecerse, como un vuelo común en avión o un lugar de trabajo compartido27.









Brotes de enfermedades de transmisión sexual


Por lo general, las enfermedades de transmisión sexual se propagan con menos eficacia, porque debe establecerse una relación personal. El SIDA nos ha enseñado que, aunque la transmisión sexual puede ser ineficaz, no cabe duda de que es suficiente para establecer una pandemia global. Se ha citado a Internet como un mecanismo que aumenta la probabilidad de contacto entre los casos y las personas susceptibles sin contacto previo con la enfermedad28.









Brotes de enfermedades zoonóticas y transmitidas por vectores


El aumento de las interacciones entre el ser humano y su entorno ha provocado recientemente un incremento de infecciones emergentes y reemergentes, de las que la mayoría son zoonóticas o transmitidas por vectores. Ningún patrón de transmisión común puede describir la magnitud de estos brotes. Suelen observarse exposiciones a una fuente puntual, como sucedió con la leptospirosis en la competición Eco-Challenge celebrada en Malasia29. También se observan exposiciones continuas a una fuente común, sobre todo en las enfermedades transmitidas por vectores, como el dengue y el paludismo.
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Período de incubación


Los modelos convencionales de transmisión de enfermedades definen el período de incubación como el tiempo transcurrido desde la exposición a un determinado agente infeccioso hasta la presentación de las manifestaciones sintomáticas, y suele expresarse como un rango. En la investigación de un brote, el período de incubación es un parámetro clave que puede ayudar a discernir entre múltiples causas etiológicas posibles. Por ejemplo, los síntomas de una intoxicación estafilocócica transmitida por alimentos suelen aparecer de 30 minutos a 6 horas después de la exposición, mientras que el período de incubación de la salmonelosis es de 6-72 horas. Por tanto, una enfermedad gastrointestinal súbita en varias personas que recientemente han compartido una comida común tiene menos probabilidades de deberse a un agente con un período de incubación prolongado como Salmonella. Sin embargo, no debe asumirse erróneamente que los agentes infecciosos con períodos de incubación prolongados no pueden causar brotes, porque se ha demostrado la transmisión de Mycobacterium tuberculosis durante un viaje en avión en varias ocasiones27. Los casos de brotes causados por agentes con períodos de incubación prolongados suelen aparecer en períodos de tiempo amplios, de modo que su origen común pocas veces es evidente.









Modos de transmisión


Los brotes causados por una fuente puntual pueden producirse después de la exposición de un grupo de personas a un agente durante un período de tiempo breve. Los casos suelen presentarse en un único grupo durante un período corto, correspondiente al rango del período de incubación, a menos que exista una transmisión secundaria. La curva epidémica muestra un inicio agudo y un descenso gradual, con un único pico. Dado que la fuente puntual suele ser un alimento o bebidas, los brotes de fuente puntual se presentan con mucha frecuencia como enfermedades gastrointestinales.


Los brotes de enfermedades de transmisión interpersonal se caracterizan por la presencia de dos o más grupos de casos en el tiempo, separados aproximadamente por una mediana del período de incubación, lo que sugiere una transmisión secundaria. La distancia entre los grupos de casos suele difuminarse a medida que el brote progresa, porque los rangos del período de incubación tienden a solaparse entre sí. La transmisión respiratoria es el mecanismo más eficaz de transmisión interpersonal y su ejemplo más clásico lo constituyen los virus respiratorios, como el de la gripe. El sarampión, los adenovirus e incluso la peste neumónica también pueden transmitirse de este modo.


En los brotes de fuente continua, la exposición al agente puede producirse durante un período prolongado. Por tanto, los casos aparecen durante períodos más largos, a menudo mucho más allá del rango del período de incubación. En ocasiones, los casos se presentan en varios grupos, pero la distribución temporal de los distintos grupos no siempre se corresponde estrechamente con la mediana del período de incubación. Las infecciones transmitidas por vectores y zoonóticas son típicas de este patrón de transmisión, pero en ocasiones también se han descrito brotes de enfermedades transmitidas por el agua, respiratorias y nosocomiales.









Cadena de transmisión


El estudio de la relación entre las primeras olas de casos y las que se producen después suele revelar la presencia de interacciones significativas durante la propagación de brotes con transmisión interpersonal, o una fuente común continua. Se pueden observar olas de transmisión claramente identificadas, como las de los brotes de virus Ébola relacionados con prácticas culturales, como las tradiciones funerarias en África30, o la transmisión del virus Nipah en una comunidad de Bangladesh (fig. 14-1)31. Las olas de transmisión también pueden proporcionar pistas sobre el período de incubación del agente, aunque puede ser difícil extraerlas de los datos.









Agrupamiento temporal y geográfico


El agrupamiento temporal de los casos puede demostrarse cuando hay exposiciones comunes a lo largo del tiempo y puede revelar múltiples olas de transmisión. Por otra parte, el agrupamiento geográfico suele relacionarse con más frecuencia con la proximidad espacial a una fuente común (puntual o continua) o con la presencia de unas condiciones más favorables para la continuación de la cadena de transmisión. Esto es más habitual en las enfermedades zoonóticas, transmiti das por vectores y por alimentos o el agua, pero también se ha observado en la transmisión de la tuberculosis en un avión alrededor del asiento de un paciente con enfermedad activa27.
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Las curvas epidémicas son histogramas que representan el número de casos de una enfermedad a lo largo de la duración de un brote o epidemia6. Si están realizadas de forma adecuada, las curvas son unas herramientas epidemiológicas clave en la investigación de los brotes que pueden ayudar a determinar el modo de transmisión, el período de incubación y los posibles períodos de exposición. A menudo se pueden identificar los tres modos principales de transmisión a partir de las curvas epidémicas (fuente puntual, interpersonal y fuente común continua, figs. 14-1 y 14-2), aunque en ocasiones se pueden observar dos de estos modos en distintas fases de un mismo brote. El paso crucial a la hora de preparar una curva epidemiológica es la elección de una unidad de intervalo temporal que corresponda con una fracción de la mediana del período de incubación del agente sospechado (por lo general, entre la mitad y la cuarta parte del período de incubación), de modo que la curva epidémica pueda mostrar los detalles del brote y que se identifique claramente el inicio, el pico y la cola del brote.
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Figura 14-1 Cadena interpersonal de transmisión del virus Nipah en un pueblo de Bangladesh. La enfermedad comenzó en 2004.


Los pacientes KK e II no tenían contactos conocidos con ningún enfermo antes del inicio de la enfermedad.
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Figura 14-2 A, Fuente puntual de un brote de ciclosporiasis en una base naval en Perú32. B, Brote con fuente continua en varios estados de Salmonella serotipo Tennessee asociado con el consumo de mantequilla de cacahuete, por semana de inicio de los síntomas


(Estados Unidos, 1 de agosto de 2006 hasta 23 de abril de 200733).
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La investigación de los brotes es importante por varios motivos. En primer lugar, y quizá lo que es fundamental, llevar a cabo la investigación puede ayudar a comprender el modo de transmisión de la enfermedad, identificar el agente etiológico y determinar quién puede estar en riesgo de sufrir la infección. En segundo lugar, investigar el brote puede permitir evaluar la sensibilidad y especificidad de un sistema de vigilancia, evaluar o aplicar estrategias de intervención (p. ej., vacunación, distanciamiento social o eliminación de una fuente puntual) y contribuir al conocimiento epidemiológico y científico de la enfermedad.


Es obligatorio seguir una estrategia secuencial para realizar la investigación de un brote, con el fin de identificar la fuente del mismo y para controlar y evitar los casos adicionales. Esta estrategia sistemática puede dividirse en 10 pasos diferentes (tabla 14-1)34, que no siguen un orden rígido, y en ocasiones varios de ellos se realizan de forma simultánea.



1. Investigar un brote puede requerir muchos recursos; por tanto, antes de iniciar la investigación es obligatorio determinar si de verdad se está produciendo un brote. Un brote o una epidemia (esta última suele implicar que la situación es más grave) es un incremento del número de casos de una enfermedad o trastorno que se produce en una localización y período de tiempo bien definidos, por encima de lo esperado. Se puede disponer de varias fuentes de datos para ayudar a determinar si el número de casos observados supera al número basal esperado (p. ej., registros de enfermedades de declaración obligatoria, registros de mortalidad, resúmenes de altas hospitalarias). Hay que saber que las pruebas diagnósticas nuevas o mejoradas, un sistema de vigilancia novedoso o mejor o simplemente un aumento de la concienciación sobre una enfermedad pueden indicar de forma artificial que se está produciendo un brote.



2. La verificación del diagnóstico suele ir de la mano con la confirmación de la existencia de un brote. Puede ser necesario recoger muestras biológicas adicionales y, si es posible, solicitar procedimientos diagnósticos especializados o confirmar los resultados con un segundo laboratorio de referencia. Sin embargo, si se produce un brote de un nuevo patógeno, puede que sea necesario confiar en el diagnóstico clínico sólo, como sucedió en las primeras fases de la pandemia de SRAG. Además, se recomienda encarecidamente interrogar a los pacientes para dilucidar características clínicas y epidemiológicas adicionales.



3. Enumerar el número de casos durante un brote sólo es posible una vez que se ha establecido una definición estándar de caso. Éste puede ser uno de los elementos más difíciles y controvertidos de la investigación de un brote. La definición de caso suele basarse en las características clínicas, como el inicio súbito de fiebre mayor de 38 °C, tos o dolor faríngeo, disnea y similares. La definición de caso casi siempre está restringida por factores personales (p. ej., niños menores de 5 años de edad, ausencia de antecedentes de vacunación contra la fiebre amarilla), geográficos (p. ej., pacientes de un ala específica de un hospital, asistentes a una feria regional) y temporales (p. ej., personas con comienzo de la enfermedad en las 24 horas previas). La definición inicial de caso suele ser bastante amplia, de modo que se incluyan todos los casos posibles; sin embargo, a medida que la investigación avanza, suele delimitarse más y se divide en subcategorías, como sospechoso (p. ej., sólo con fiebre), proba ble (p. ej., fiebre con tos y disnea, fallecimiento con anteceden tes de fiebre y tos) y confirmado (p. ej., fiebre y tos con confirmación de laboratorio de infección por H5N1).



4. El modo más sencillo para enumerar y seguir los casos consiste en elaborar un listado lineal de los mismos. Los datos del listado lineal deberían constar de un mínimo de información, como la fecha de inicio de los síntomas, los datos de identificación del paciente, datos demográficos, datos de laboratorio y algunos datos sobre factores de riesgo o epidemiológicos.



5. El siguiente paso, y a menudo el más revelador, es el análisis descriptivo de los datos epidemiológicos. El listado lineal se convierte en una representación visual de los datos, denominada curva epidémica (como se ha descrito antes), que se orienta en función del tiempo en el eje x (por lo general, fecha de inicio de los síntomas) y el número de casos en el eje y (v. fig. 14-2). La curva epidémica puede proporcionar pistas sobre la tendencia (es decir, transmisión interpersonal o exposición a una fuente puntual/común), tamaño del brote y período de incubación. Además de la curva epidémica, los datos pueden representarse en forma de mapa, lo que revela posible información como la exposición a una fuente común o el agrupamiento de casos. En la actualidad, es frecuente utilizar herramientas como el Sistema de Posicionamiento Global (GPS) o los Sistemas de Información Global (GIS) en las investigaciones epidemiológicas modernas de brotes34.



6. El siguiente paso, aunque es un proceso que probablemente comience desde la notificación del primer caso, consiste en comenzar a elaborar hipótesis sobre la causa de la enfermedad y la fuente de infección. Por lo general, la realización del análisis epidemiológico descriptivo inicial de los datos proporcionará pistas para perfeccionar las hipótesis. Además, es esencial que el investigador hable con un representante adecuado de los pacientes iniciales para comprender las posibles relaciones entre los casos. Es fundamental recordar que las hipótesis deben poder probarse con métodos estadísticos (p. ej., análisis de chi-cuadrado, regresión logística, etc.).



7. Después de considerar y desarrollar de forma cuidadosa la hipótesis inicial, estas hipótesis deben evaluarse con métodos analíticos. Suelen utilizarse dos metodologías para las investigaciones de brotes: estudios de cohortes y estudios de casos y controles6,35. Los primeros estudios suelen emplearse para poblaciones bien definidas, como un brote de norovirus en un barco de la marina estadounidense. Estos estudios de cohortes permiten calcular las tasas de ataque (número de personas expuestas infectadas dividido entre el número de personas expuestas) y la proporción de riesgo relativo (probabilidad de que alguien con exposición desarrolle la enfermedad, comparado con alguien sin la exposición)6,36. Por el contrario, los estudios de casos y controles son el tipo más frecuente y clásico de estudio realizado durante la investigación de un brote, en el que los casos (personas con la enfermedad) se comparan con los controles (personas sin la enfermedad) usando una medida de asociación denominada cociente de probabilidades (odds ratio, OR)6,36. A semejanza del riesgo relativo, el OR permite cuantificar la relación entre la enfermedad y la exposición (p. ej., consumo de ensalada de patata en una merienda de una iglesia, o estar ingresado en una planta concreta de un hospital).



8. Una vez que las hipótesis se han puesto a prueba mediante métodos epidemiológicos analíticos convencionales, puede ser necesario perfeccionarlas con la realización de estudios adicionales (p. ej., pruebas de laboratorio o ambientales) para respaldar más las conclusiones. Por ejemplo, la identificación de Cyclospora cayetanensis en el relleno de frambuesas de una tarta nupcial apoyaría con fuerza la evidencia epidemiológica de que comer la tarta en la boda se asoció de forma significativa con el desarrollo de enfermedad diarreica4. Si al principio no se han obtenido resultados concluyentes, se puede plantear una nueva hipótesis.



9. El objetivo principal de investigar un brote no sólo es determinar la fuente de la infección, sino, en primer lugar y lo más importante, controlar y evitar los casos adicionales. Por ejemplo, durante un brote de fiebre amarilla puede ser necesario vacunar a la población, aplicar insecticida y educar a la comunidad sobre los modos de reducir los lugares de cría del mosquito.



10. Por último, es obligatorio comunicar los hallazgos (por desgracia, este último apartado suele pasarse por alto). Los resultados del estudio deberían presentarse a los interesados (es decir, personal hospitalario, autoridades sanitarias, comunidad científica), de modo que los demás puedan aprender de la investigación y de las recomendaciones.


Tabla 14-1 Diez pasos para realizar una investigación satisfactoria de un brote






	


1. Determinar si se está produciendo un brote



2. Verificar el diagnóstico



3. Establecer una definición de caso



4. Enumerar los casos



5. Realizar análisis descriptivos de los datos preliminares



6. Desarrollar hipótesis sobre la causa de la enfermedad y la fuente de la infección



7. Evaluar las hipótesis con métodos analíticos



8. Realizar estudios adicionales epidemiológicos, ambientales o de laboratorio



9. Desarrollar y aplicar medidas de prevención y control



10. Comunicar los hallazgos










Aunque las enfermedades infecciosas no respetan o reconocen necesariamente los límites y jurisdicciones de ciudades, regiones y países, hay que recordar que los servicios sanitarios locales y regionales, así como las autoridades nacionales e internacionales, tienen papeles y responsabilidades específicos6. La investigación de un brote nosocomial en un hospital local o de un brote diarreico en una guardería, limitado a una ciudad o país, requeriría sólo coordinación a nivel del servicio sanitario local. Sin embargo, si en el curso de la investigación del brote se determina que la fuente del brote nosocomial estaba en múltiples regiones (p. ej., hemoderivados contaminados), la investigación requeriría la coordinación no sólo con las autoridades regionales, sino quizá también con las nacionales (p. ej., en Estados Unidos los CDC). De forma similar, si un brote se produce en varios países (es decir, una pandemia, como el SRAG o la gripe), sería necesario coordinarlo a través de la OMS y la Global Outbreak Alert and Response Network37.









[image: image] Consecuencias de un brote


Los brotes de enfermedades infecciosas pueden ser espectaculares y en ocasiones pueden causar dificultades significativas de relaciones públicas. Los posibles trastornos económicos, sociales o políticos derivados de las lecciones aprendidas sobre un brote pueden ser un elemento disuasivo considerable para notificarlo de forma oportuna o, en algunos casos, para cooperar con su investigación. Esto puede suceder a nivel local, como cuando un restaurante no quiere que se le asocie con un brote de una enfermedad transmitida por alimentos por miedo a perder clientes, o a nivel internacional, cuando un país no notifica una epidemia por temor a que se reduzca el turismo o las exportaciones de bienes38. Estas sensibilidades deben tenerse en cuenta a la hora de investigar un brote, de tratar con los medios de comunicación y al realizar declaraciones públicas, esforzándose por minimizar el sensacionalismo, pero a su vez ofreciendo la información correcta y garantizando la salud pública.









[image: image] Conclusión


El objetivo principal de cualquier investigación de un brote es controlar la enfermedad en la población afectada y evitar la propagación de la misma a otras poblaciones. Las investigaciones de los brotes son uno de los aspectos más apasionantes de la epidemiología y con frecuencia son gratificantes, pues suele obtenerse un resultado tangible y positivo. Sin embargo, estas investigaciones pueden ser muy estresantes y a menudo se llevan a cabo bajo presiones políticas y económicas intensas, y sus resultados suelen exigirse en un período de tiempo corto. En estos días de amenazas pandémicas y de reaparición de antiguas plagas, la preparación y una comprensión adecuada de los brotes de enfermedades son esenciales para lograr un control oportuno y adecuado de las enfermedades.
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15 Riesgos infecciosos emergentes y reemergentes
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A lo largo de la historia, las enfermedades infecciosas se han asociado inextricablemente con la salud humana, afectando tanto al desarrollo y el progreso de las sociedades como a la evolución del ser humano1. Hoy en día, estas relaciones continúan estando bien definidas, a medida que los patógenos infecciosos encuentran nuevos medios para aprovechar las vulnerabilidades del ser humano y escapar de los esfuerzos de control a través de un mundo cada vez más globalizado. El movimiento difundido de las personas y los productos comerciales, la explosión demográfica y el desarrollo urbano han proporcionado a los microorganismos un acceso rápido y fácil a las nuevas poblaciones y ambientes y han originado multitud de enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes, la mayoría de las cuales son zoonóticas2. La influencia evolutiva de las enfermedades infecciosas también ha sido espectacular, constituyendo en buena medida las provocaciones microbianas el sistema inmunitario humano y, lo que es menos evidente, alterando los caracteres genéticos humanos (tabla 15-1).


Tabla 15-1 Ejemplos de factores genéticos que influyen en la predisposición a las enfermedades o en su progresión






	Factor genético

	Influencia en la enfermedad






	Alelos del gen CCR5 del receptor de la quimiocina

	Protección parcial frente a la adquisición del virus de la inmunodeficiencia humana y el desarrollo del SIDA






	Alelos del gen de la globina (p. ej., globina de la drepanocitosis y α- y β-talasemias)

	Protección parcial frente al paludismo






	Ausencia del grupo sanguíneo Duffy de los hematíes (debido a una mutación de un gen del receptor de las quimiocinas)

	Protección completa frente al paludismo por Plasmodium vivax






	Grupo sanguíneo O

	Mayor predisposición al cólera






	Alelos HLA

	Pueden influir en la predisposición a la infección o curso de la enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus hepatitis B, sarampión, hantavirus síndrome pulmonar, paludismo, tuberculosis, infección por virus del papiloma humano y coccidioidomicosis







Adaptada de Levitt A, Khan A, Hughes JM. Emerging and re-emerging pathogens and diseases. En: Cohen J, Powderly WG, eds. Infectious Diseases, 3.aª ed. St. Louis: Mosby; 2009, en prensa.


De las aproximadamente 59 millones de muertes que ocurren cada año en todo el mundo, más de una cuarta parte se asocian a enfermedades infecciosas (fig. 15-1)3. Estas enfermedades afectan de modo desproporcionado a los individuos de países pobres*, donde más de un tercio de todas las muertes corresponden a niños menores de 14 años de edad y menos de una cuarta parte alcanzan los 70 años de edad3. La influencia multifactorial de las enfermedades infecciosas también es más destacada en estas regiones, ya que las enfermedades endémicas y los brotes infecciosos impiden el desarrollo económico y comprometen la estabilidad política. Aunque la Organización Mundial de la Salud (OMS) obtiene cada año información sobre la mortalidad a partir de sus estados miembros†, para más de una cuarta parte de la población mundial, localizada en buena parte en las regiones con la mayor carga de enfermedades, no se dispone de datos4. Además, numerosas muertes asociadas con infecciones previas o crónicas (tabla 15-2) no se clasifican como relacionadas con las infecciones. Por lo tanto, es probable que la proporción de mortalidad global por causas infecciosas sea mucho mayor de lo que reflejan las estimaciones.





[image: image]

Figura 15-1 Causas de mortalidad y principales causas infecciosas, 2004.


Basada en 58.772.000 muertes documentadas a partir de los países miembros de la OMS en 2004.


(De la Organización Mundial de la Salud. The Global Burden of Disease: 2004 Update. Geneva: World Health Organization; 2008.)





Tabla 15-2 Ejemplos de agentes infecciosos causantes de cáncer o que contribuyen a la enfermedad en el ser humano






	Virus de Epstein-Barr

	Carcinoma nasofaríngeo (no diferenciado)
Linfoma de Burkitt
Enfermedad linfoproliferativa postrasplante Linfoma de linfocitos B






	Helicobacter pylori

	Carcinoma gástrico
Linfoma de tejido linfoide asociado a la mucosa






	Virus de la hepatitis B y C

	Carcinoma hepatocelular






	Virus del herpes humano tipo 8

	Sarcoma de Kaposi






	Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

	Linfoma






	Virus del papiloma humano

	Carcinoma cervical






	Virus linfotrópico humano de la leucemia de linfocitos T

	Leucemia de linfocitos T en adultos






	Trematodos hepáticos

	Colangiocarcinoma






	Schistosoma haematobium

	Cáncer vesical







De los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades. Preventing emerging infectious diseases. A strategy for the 21st century. Atlanta: U.S. Department of Health and Human Services; 1998.


Aunque a lo largo de la historia las enfermedades infecciosas han emergido y reemergido, la terminología infecciones emergentes y reemergentes es relativamente nueva5. Este concepto y su divulgación cada vez mayor también han documentado una inversión en las ideas sobre la amenaza de las enfermedades infecciosas. Durante la primera mitad del siglo xx, los progresos de la medicina, la ciencia y la tecnología crearon un nuevo patrón de salud pública. Las mejoras en las condiciones higiénicas, de salubridad alimentaria y abastecimiento y potabilización del agua y el desarrollo y administración de vacunas y antibióticos efectivos redujeron espectacularmente muchos riesgos de infecciones crónicas en el mundo desarrollado y desviaron la atención de la salud pública prestada a su prevención y control. La eficacia de este arsenal terapéutico recién descubierto para la salud pública fue de tal magnitud que, a finales del pasado siglo, muchos creyeron que las enfermedades infecciosas acabarían por desaparecer6. Estas opiniones persistieron a pesar de la mortalidad continuada que las enfermedades infecciosas provocaban en los países no industrializados y de la identificación de enfermedades nuevas y graves, como la fiebre hemorrágica por el virus Ébola en África o la enfermedad del legionario en Estados Unidos. La aparición del síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en la década de 1980 sacudió a la comunidad médica y científica, que comprendió la capacidad de los microorganismos para emerger y diseminarse. No obstante, puesto que la enfermedad afectaba en buena parte a poblaciones marginadas, para la mayoría la respuesta fue de temor y discriminación generalizados más que el reconocimiento de la vulnerabilidad universal a las enfermedades infecciosas y su amenaza creciente en un mundo globalizado.


En 1992, el Institute of Medicine5 (IOM) publicó un informe que describía los retos crecientes para la salud pública planteados por las infecciones emergentes. Centrado en gran parte en Estados Unidos, el informe destacaba la necesidad de mejorar las infraestructuras de la salud pública para abordar las amenazas planteadas por las infecciones emergentes, reemergentes o resistentes al tratamiento, cuya incidencia en el ser humano había aumentado en las dos últimas décadas o amenazaban hacerlo muy pronto. En 2003, y coincidiendo con la aparición en todo el mundo del síndrome respiratorio agudo grave (SRAG), el IOM publicó una actualización7 del informe de 1992, expandiendo la atención más allá de Estados Unidos y exigiendo una mayor concienciación y acción global agresiva para contrarrestar las amenazas infecciosas más urgentes para la salud. Estas amenazas incluían la evolución continuada de la resistencia antimicrobiana, la amenaza de la pandemia de gripe, la mayor diseminación de las enfermedades contagiosas a través de las fronteras, el resurgimiento de las infecciones zoonóticas y la amenaza de los ataques biológicos deliberados. En los informes también se describían más de una docena de factores –humanos, biológicos, sociales y ambientales– que afectan a la aparición de las enfermedades infecciosas y pueden superponerse entrañando un riesgo microbiano mundial (tabla 15-3).


Tabla 15-3 Factores que contribuyen a la emergencia y reemergencia de las enfermedades infecciosas






	


• Demografía y conducta humana



• Predisposición humana a las infecciones



• Tecnología e industria



• Desarrollo económico y cambios en el uso de la tierra



• Aumento de los viajes y el comercio internacional



• Adaptación y cambio microbiano



• Cambio climático y del tiempo



• Cambio de los ecosistemas



• Fracaso de las medidas de salud pública



• Pobreza y desigualdades sociales



• Guerras y hambre



• Falta de voluntad política



• Intención de perjudicar










De Smolinski MS, Hamburg MA, Lederberg J, eds, para el Committee on Emerging Microbial Threats to Health in the 21st Century, Board on Global Health, Institute of Medicine. Microbial Threats to Health: Emergence, Detection, and Response. Washington, DC: National Academy Press; 2003.


Las últimas décadas han servido de recordatorio de la amenaza continuada de las enfermedades infecciosas y la capacidad de los microorganismos para evolucionar, adaptarse y sobrevivir. Han aparecido infecciones de reconocimiento reciente en tasas alarmantes (tabla 15-4), mientras que para otros patógenos conocidos han surgido inesperadamente e incluso se han establecido en regiones previamente no afectadas. El aumento del comercio y los viajes internacionales, junto con el desplazamiento de las poblaciones por todo el mundo representan un problema especial para el control de las enfermedades infecciosas. En Estados Unidos, en 2008, la tasa de tuberculosis (TB) en individuos extranjeros era 10 veces mayor que en los estadounidenses8. En este mismo año, los brotes de sarampión se relacionaron con casos importados y en varios países europeos y en Estados Unidos se observó una disminución de las tasas de vacunación9. También se han descrito dos casos recientes de fiebre hemorrágica por virus de Marburgo entre turistas que regresaban de Uganda: uno diagnosticado en Holanda en 200810 y otro diagnosticado retrospectivamente en Estados Unidos en 200911. Hoy en día el suministro de alimentos globalizado ha dado lugar a un número creciente de enfermedades transmitidas por los alimentos, muchas de las cuales producen consecuencias graves, en especial en las poblaciones más vulnerables, como los niños y los ancianos. Así mismo, en todo el mundo hay un problema cada vez mayor de resistencia a los antimicrobianos, que continúa impidiendo los esfuerzos terapéuticos y de control para un número cada vez mayor de patógenos.




Tabla 15-4 Ejemplos de microorganismos de identificación reciente, 1988-2007
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Estas enfermedades nuevas y reemergentes, junto con la preocupación cada vez mayor del bioterrorismo, han creado nuevas perspectivas de la salud pública sobre las enfermedades infecciosas, llamando la atención de los políticos, los medios de la comunicación y el público. Aunque concentrar la atención en estas enfermedades infecciosas nuevas y emergentes puede servir para destacar su posible influencia global y la necesidad de establecer potentes redes sanitarias de colaboración para abordarlas, también puede desviar la atención de los principales agentes infecciosos, relegándolos a un estado menos urgente, a pesar de su influencia en millones de vidas cada año12.


En este capítulo se revisan las principales causas infecciosas de morbilidad y mortalidad global (v. fig. 15-1) y se describen las enfermedades emergentes y reemergentes de importancia para la salud pública. También se aborda la influencia de la resistencia antimicrobiana en la emergencia y el control de las enfermedades infecciosas. Por último, se destaca la importancia de garantizar la capacidad global para detectar y contener rápidamente las amenazas emergentes, al mismo tiempo que se presta atención a la reducción de la carga global de las enfermedades infecciosas.






[image: image] Infección respiratoria aguda


Las infecciones que afectan a las vías respiratorias representan uno de los campos más dinámicos de las enfermedades emergentes y reemergentes. Los últimos años han sido testigos del descubrimiento de nuevos patógenos para el ser humano como el metaneumovirus humano13 (identificado por primera vez en 2001) y el coronavirus asociado al SRAG14 (identificado en 2003). También hay virus recién reconocidos que en general se consideran patógenos para el ser humano, incluido el bocavirus humano (identificado por primera vez en 2005) y dos coronavirus adicionales (NL63 y HKU1), y los nuevos poliomavirus humanos cuya relación con la enfermedad es menos clara15. Las causas conocidas de las enfermedades respiratorias también han llegado a ser más virulentas. Ejemplos de este fenómeno son las enfermedades humanas asociadas a los virus de la gripe aviar (en especial, el virus A de la gripe [H5N1], muy patogénico)16, las enfermedades graves debidas al adenovirus de tipo 1417 y la tuberculosis multirresistente18.


Las infecciones respiratorias agudas constituyen una amplia categoría de enfermedades que incluyen las de las vías respiratorias tanto superiores como inferiores, como faringitis aguda, epiglotitis, bronquitis, neumonía y gripe. Aunque las infecciones de las vías respiratorias superiores pueden causar una enfermedad grave, casi todas (98%) las muertes relacionadas con infecciones respiratorias son consecuencia de una infección de las vías inferiores. Las infecciones respiratorias agudas son un campo tan abonado para las enfermedades emergentes y reemergentes porque producen una elevada carga de enfermedad. Siguen siendo la causa principal de mortalidad por enfermedades infecciosas en Estados Unidos y en todo el mundo (v. fig. 15-1). La OMS calcula que, en 2004, un total de 4,2 millones de muertes fueron consecuencia de infecciones de las vías respiratorias inferiores, representando el 7,1% de todas las muertes de ese año3. Entre los individuos que fallecieron de estas infecciones, el 70% (2,9 millones) residía en países de bajos ingresos. Las infecciones de las vías respiratorias inferiores son la primera causa de mortalidad en el mundo en desarrollo. Incluso en los países ricos estas infecciones son la cuarta causa de mortalidad, responsables del 4% de la mortalidad por cualquier causa. La mortalidad de estas infecciones tiene la mayor influencia en los niños pequeños. A nivel mundial, el 42% de todas las muertes de estas infecciones (sobre todo, debidas a neumonía) afectan a niños menores de 5 años de edad3. También se documenta una mortalidad sustancial asociada a la gripe y a la neumonía en individuos mayores de 65 años de edad y en aquéllos con enfermedades subyacentes crónicas. En Estados Unidos, la gripe y la neumonía son la causa principal de mortalidad relacionada con enfermedades infecciosas y la octava causa de mortalidad19.


Se ha estimado que los lactantes y niños pequeños (menores de 5 años de edad) de todo el mundo experimentan 3-11 episodios de infecciones respiratorias agudas al año, detectándose la mayor incidencia durante el primer año de vida20-31. Los estudios que examinan la frecuencia de las infecciones respiratorias pediátricas sugieren que la incidencia ha permanecido estable con el tiempo y es similar entre niños de países industrializados y en vías de desarrollo y entre los que residen en climas templados y climas tropicales20-29. A pesar de estas similitudes, los niños de países en desarrollo corren un riesgo mucho mayor de experimentar un desenlace mortal de estas infecciones en comparación con los de países desarrollados. Las estimaciones revelan un riesgo de más de 30 veces de un desenlace mortal entre estos niños; más del 95% de muertes infantiles debidas a infecciones respiratorias afectan a niños que viven en las regiones menos desarrolladas del mundo13,20.






Metaneumovirus humano


En 2001, se describió por primera vez el metaneumovirus humano (MNVh) como causa de infecciones respiratorias agudas en niños hospitalizados de Holanda13. En la serie de casos inicial, el virus se identificó en 28 muestras obtenidas durante un período de 20 años de niños holandeses con enfermedades de las vías respiratorias superiores e inferiores. El metaneumovirus humano es un paramixovirus relacionado estrechamente con el virus respiratorio sincitial (VRS), otro miembro de la subfamilia neumovirus de los paramixoviridae32,33. Dada la similitud del MNVh con el VRS, ambos virus comparten muchas características clínicas y epidemiológicas. Se han descrito incluso coinfecciones por ambos agentes que dan lugar a una enfermedad respiratoria más grave34.


Desde que se identificó por primera vez el MNVh, se han hecho grandes progresos en la obtención de conocimientos sobre este patógeno. Los estudios serológicos y virológicos de muestras obtenidas de bancos demuestran que no es un virus nuevo, sino simplemente no reconocido antes de 200135. Los estudios efectuados en todo el mundo, tanto en países ricos como pobres, demuestran que, a los 5 años de edad, casi en todos los niños se demuestran pruebas de infección previa por este virus32,33,36. Una enfermedad de consideración clínica es más frecuente entre lactantes y niños menores de 2 años de edad. En la mayoría de series llevadas a cabo en este grupo de edad, este virus se asocia con un 2-15% de infecciones de las vías respiratorias inferiores y aproximadamente con un 10% de niños hospitalizados por esta causa32,33,35. En algunas series, las tasas han sido más altas, pero es probable que esto sea consecuencia de los diferentes criterios de selección y/o métodos diagnósticos. Los patrones de la infección por MPVh demuestran que la incidencia varía según la estación y de un año a otro. En regiones de clima templado, la infección es más frecuente en invierno y a principios de la primavera37,38.


En niños, la enfermedad más grave se manifiesta en forma de bronquiolitis o neumonía y se asocia con las exacerbaciones del asma35. El metaneumovirus humano también se ha asociado con infecciones de las vías respiratorias superiores en la infancia (alrededor del 5% en diversas series de casos), al igual que con otitis media aguda39, y también se ha asociado con un 1-9% de infecciones de las vías respiratorias superiores en adultos40. En este segmento de edad, la mayoría de infecciones son de carácter leve, pero en ancianos y en pacientes con enfermedad pulmonar crónica pueden ser graves40. Al igual que con el VRS, este virus puede producir una enfermedad grave y recurrente en huéspedes inmunocomprometidos, incluidos los receptores de un trasplante, aquéllos con cáncer hematológico y los portadores de una infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)41,42.


Los estudios genéticos demuestran que hay dos tipos principales de MNVh, denominados grupo A y grupo B, con dos subtipos detectados en cada grupo32. Las manifestaciones patológicas parecen ser similares con ambos grupos. La distribución global de los grupos cambia con el tiempo y se ha demostrado que ambos grupos cocirculan en la misma región. Desde un punto de vista serológico, los grupos confieren protección cruzada. Están en curso esfuerzos para desarrollar vacunas frente al virus, aunque ninguna de las candidatas ha progresado hasta estudios clínicos en seres humanos43.









Bocavirus humano


Poco después del descubrimiento del MNVh, en 2005, se detectó otro agente respiratorio no reconocido previamente, el bocavirus humano, a través del examen de muestras almacenadas de las vías respiratorias, de nuevo principalmente en niños44. En este caso, los investigadores filtraron las muestras almacenadas para las partículas del tamaño de los virus y más tarde amplificaron aleatoriamente el material genético de las partículas retenidas con tecnología de reacción en cadena de la polimerasa (RCP). Entre las secuencias detectadas estaba presente material genético relacionado estrechamente con los parvovirus. El agente asociado resultó ser un miembro no reconocido previamente del género bocavirus45.


El bocavirus humano todavía no se ha desarrollado en cultivos tisulares, y no se ha establecido ningún modelo animal para evaluar este virus. Esto ha dificultado la capacidad para afirmar con certeza que en realidad es un patógeno humano y en muchos estudios se detecta asociado con otros virus en el 18-90% de casos, lo que podría explicar la enfermedad resultante46. Es conocido que los virus de esta familia de parvovirus son persistentes, lo que confunde aún más la capacidad para hacer asociaciones convincentes con la enfermedad47. Sin embargo, varias líneas de investigación sugieren que el virus provoca una enfermedad respiratoria. En los estudios con grupos de control, el bocavirus humano se detectó con más frecuencia en individuos sintomáticos que asintomáticos44-4648. Cuando el agente está presente, en general los títulos víricos son más altos en pacientes cuando es el único agente detectado que cuando está presente con otros patógenos o en individuos asintomáticos46. También se ha identificado viremia por bocavirus humano entre niños hospitalizados con sibilancias en los que se consideró que el episodio estuvo precipitado por una etiología infecciosa49. Sin embargo, ninguno de estos hallazgos con respecto a la patogenicidad es concluyente y algunos podrían ser consecuencia de problemas metodológicos o tener otras explicaciones.


Los síndromes clínicos asociados supuestamente con infección por bocavirus humano son similares a los descritos para el VRS y el MPVh y no hay signos o síntomas distintivos identificados todavía45,50. El bocavirus humano se detecta con más frecuencia en niños, asociado a infecciones de las vías respiratorias superiores de la infancia, bronquiolitis, neumonía, exacerbaciones del asma y otitis media aguda. También se ha identificado en adultos y en individuos con inmunosupresión. Además, se han publicado casos de una posible transmisión nosocomial51,52. En algunas series, se describieron síntomas gastrointestinales en hasta un 25% de pacientes y se ha encontrado material genético vírico en muestras de heces45,46. Estos hallazgos han suscitado la posibilidad de que el bocavirus humano sea una causa de gastroenteritis. Sin embargo, en otros estudios no se ha sugerido un papel independiente del virus en las enfermedades gastrointestinales53. El bocavirus humano se ha detectado en todo el mundo, y hasta la fecha sólo se ha identificado un linaje45. Claramente, se requiere una investigación adicional para dilucidar el papel de este agente en las enfermedades humanas.









Síndrome respiratorio agudo grave (Srag)


En febrero de 2003, se identificó en Hong Kong, China, un brote explosivo de un síndrome de dificultad respiratoria del adulto entre residentes e individuos que recientemente habían visitado la ciudad54-56. Entre 16 visitantes, que procedían de lugares muy distintos y difundieron la enfermedad globalmente, la relación común fue que todos se habían alojado en el mismo hotel durante un fin de semana al mismo tiempo que un médico procedente de la provincia adyacente de Cantón (Guangdong en chino)55. Este acontecimiento fundamental inició el primer brote importante de una enfermedad infecciosa emergente en el siglo xxi, es decir, el síndrome respiratorio agudo grave o SRAG. Retrospectivamente, se determinó que había estado presente en la provincia de Cantón desde noviembre de 2002, afectando a más de 300 individuos, una tercera parte de los cuales eran profesionales sanitarios57. Puesto que se propagó rápidamente a otras regiones de Asia y Canadá, sembrando el pánico en todo el mundo, colaboró un destacado grupo de laboratorios para identificar la causa58. Al cabo de algunas semanas, se detectó un nuevo coronavirus, no reconocido previamente14,59,60. Los estudios posteriores confirmaron que había sido la causa del SRAG61.


El brote de 2003 fue singular por su rápida propagación a través de los viajes internacionales, por su profunda influencia en la economía, viajes, comercio y política global; por su capacidad para aprovechar el ámbito de asistencia sanitaria para la transmisión; y por la eficacia de las medidas de salud pública, como el aislamiento individual y comunitario y la cuarentena para controlar su propagación. Cuando se contuvo por completo a finales de la primavera de 2003, se habían identificado un total de 8.096 casos del síndrome en los cinco continentes, con 774 (9,6%) muertes62. Aunque se documentaron casos en más de 30 países, el 98% de todas las infecciones afectó a tan sólo cinco regiones: República Popular China (66%), Hong Kong (22%), Taiwán (4%), Canadá (3%) y Singapur (3%). En Estados Unidos sólo se confirmaron ocho casos63. Entre todos los casos, el 20% se dio en personal sanitario (límites del 17% en China al 43% en Canadá), lo que demuestra el notable riesgo profesional de la infección en ámbitos de asistencia sanitaria incluso sofisticados62.


Retrospectivamente, diversas características del síndrome contribuyeron a la capacidad de la comunidad global para el control del brote de 2003. Éstas incluyeron un período de incubación relativamente prolongado (2-14 días), pocos casos asintomáticos y una contagiosidad limitada precozmente en el curso del síndrome55. Los estudios sugieren que la transmisibilidad sólo se inicia después del quinto día de la enfermedad y las muestras de frotis nasofaríngeos de pacientes demostraron que la excreción del virus era máxima el día 10 de la enfermedad64. Por lo tanto, el aislamiento inmediato de los pacientes fue muy eficaz para limitar la transmisión. En la mayoría de casos del síndrome no se produjeron infecciones secundarias, y el número medio de casos secundarios varió de 2 a 455. Buena parte de la transmisión fue consecuencia de una serie de acontecimientos a pequeña escala de «suprapropagación» que, en general, facilitaron los procedimientos de asistencia sanitaria (p. ej., aspiración y tratamiento nebulizado), que favorecieron la transmisión del virus por aerosolización65.


Los estudios epidemiológicos y virológicos sugirieron que el coronavirus del síndrome era de origen zoonótico57. En función de las características de los primeros casos de la provincia de Cantón, las investigaciones se centraron en los animales vivos vendidos en mercados del sur de China para consumo humano, donde se detectó el coronavirus entre las civetas y los mapaches en cautividad66. Estos hallazgos se tradujeron en el sacrificio de estos animales tanto de los mercados como de las granjas en una tentativa de reducir el riesgo de una introducción adicional del virus y para erradicarlo. Sin embargo, la infección experimental de estos animales demostró que desarrollaban síntomas similares al síndrome, lo que sugería que era poco probable que representaran el reservorio natural67. En 2005, las investigaciones identificaron un coronavirus estrechamente relacionado en murciélagos en el sur de China68,69. En la actualidad, se cree que estos animales representan el nicho ecológico de este virus.


Desde que terminó la principal epidemia del SRAG, sólo se ha identificado un brote natural de la enfermedad. Este episodio, desde diciembre de 2003 a enero de 2004, producido en Cantón, China, afectó a tan sólo cuatro casos sintomáticos y también se describió una infección asintomática70. En 2003 y 2004, en Taiwán, Singapur y China acontecieron infecciones adquiridas a partir de laboratorio, que propiciaron estándares más estrictos de laboratorio para el cultivo de este virus71. Desde 2004, no se han reconocido casos de enfermedad humana debida al virus.


Debido a la preocupación de que el síndrome pueda resurgir en cualquier momento, continúa la investigación para mejorar nuestros conocimientos sobre esta enfermedad, su origen y su fisiopatología. No hay ningún tratamiento eficaz conocido para el síndrome. Están en curso esfuerzos para desarrollar una vacuna y otras medidas preventivas55,56. Debido a las ramificaciones de la pandemia de 2003, en la actualidad el síndrome es una de las cuatro enfermedades de declaración obligatoria como emergencia sanitaria pública, de acuerdo con la revisión de 2005 de las International Health Regulations72.









Gripe aviar


La gripe ocupa un lugar exclusivo en los anales de las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes porque la pandemia de gripe española de 1918-1919 por virus A H1N1, también llamada «la madre de las pandemias», ofreció el ejemplo más espectacular de este fenómeno73. El acontecimiento azotó el mundo con consecuencias devastadoras, produciendo alrededor de 20 millones de muertes, correspondiendo 500.000 a Estados Unidos. En 1957 y 1968, tuvieron lugar dos pandemias de gripe asociadas a cambios del subtipo A del virus de la gripe74. Estas tres pandemias se debieron a los tres subtipos de hemaglutinina del virus A de la gripe (H1, H2 y H3) asociados en general con la infección en el ser humano. Los tres subtipos humanos, junto con otros 13 subtipos de hemaglutininas del virus A de la gripe, circulan en sus huéspedes aviares naturales y experimentan constantemente una deriva genética. Antes de 1997, las enfermedades humanas debidas a los 13 subtipos del virus A de la gripe no humano se consideraban sin trascendencia75. Sin embargo, puesto que algunos de estos subtipos no humanos con frecuencia producen epizoonosis de importantes consecuencias en pájaros, en general se conocen como virus de la gripe aviar altamente patogénicos.


Las asunciones generales sobre la patogenicidad de los subtipos aviares en el ser humano empezaron a cambiar a principios de 1997, cuando se identificó en Hong Kong, China, un caso fuera de lo común de enfermedad respiratoria humana causada por el virus A de la gripe (H5N1). Más tarde, ese año, empezaron a identificarse más casos. Por último, en niños y adultos jóvenes se detectaron un total de 18 enfermedades humanas, una tercera parte de las cuales dio lugar a la muerte76,77. El brote se terminó eficazmente cuando se emprendió una despoblación masiva de pollos y otras aves de corral en Hong Kong77. En Europa, Asia, y Norteamérica se identificaron otros episodios de enfermedad humana debida a los subtipos del virus de la gripe aviar (incluidos H5, H7 y H9) (tabla 15-5), que produjeron una enfermedad respiratoria y conjuntivitis45,78-83. Estos episodios destacaron las preocupaciones de que se estuvieran sembrando las semillas de la siguiente pandemia de gripe. No obstante, las investigaciones de estos acontecimientos sugirieron que habían sido consecuencia del contacto directo con huéspedes aviares infectados sin pruebas de transmisión de persona a persona. Esta transmisión se considera una característica esencial para que un virus tenga un potencial pandémico. Los estudios virológicos también demostraron que estos virus no habían adquirido elementos genéticos asociados con las cepas del virus de la gripe humana a través de mecanismos de reagrupación de segmentos genómicos.




Tabla 15-5 Brotes y agrupaciones seleccionados de gripe aviar en seres humanos identificados durante 1995-2004
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A finales de 2003 (meses después de finalizar la epidemia de SRAG), una vez más se reconocieron casos de gripe aviar humana debida al virus A de la gripe (H5N1), en esta ocasión en Vietnam y, más tarde, en Tailandia84,85. En comparación con los episodios limitados previos, estas enfermedades estaban más dispersadas desde un punto de vista geográfico y se acompañaban de pruebas de una circulación difundida del virus implicado en las aves de corral, en las que era altamente patogénico, al igual que en pájaros migratorios86. Al igual que en el episodio de Hong Kong de 1997, la enfermedad humana asociada con esta cepa afectó sobre todo a niños y adultos jóvenes y produjo una infección excepcionalmente grave con una tasa de mortalidad muy alta87. Estos hallazgos han aumentado la preocupación de que el virus A de la gripe (H5N1) represente la cepa de la próxima pandemia global, y han dado lugar a amplios esfuerzos para mejorar la preparación mundial ante una pandemia de estas características.


Desde su aparición en 2003, el virus A de la gripe (H5N1) ha permanecido en circulación continua en pájaros migratorios, produciendo epizoonosis devastadoras en las aves de corral domesticadas, en algunas especies aviares salvajes, en otros animales y en seres humanos86,88. Se ha detectado en Asia, Europa y África, transportada por las vías migratorias de las aves y también a través del comercio internacional de aves de corral, productos avícolas y el tráfico internacional de pájaros89-91. A finales de 2008, la World Organization for Animal Health (OIE) había registrado la presencia del virus A de la gripe (H5N1) altamente patogénico en 62 países (tabla 15-6)92.


Tabla 15-6 Países que han documentado gripe aviar por virus H5N1 en aves de corral/salvajes, 2003-2008






	Afganistán, Albania, Alemania, Arabia Saudita, Austria, Azerbaiyán
Bangladesh, Benin, Bosnia y Herzegovina, Bulgaria, Burkina Faso
Camboya, Camerún, China, Corea del Sur, Costa de Marfil, Croacia
Dinamarca, Djibouti
Egipto, Eslovaquia, Eslovenia, España
Francia
Georgia, Ghana, Grecia
Hong Kong (RPC), Hungría
India, Indonesia, Irán, Irak, Israel, Italia
Japón, Jordania
Kazajistán, Kuwait
Laos
Malasia, Mongolia, Myanmar
Nepal, Níger, Nigeria
Pakistán, Palestina, Polonia
Reino Unido, República Checa, Rumanía, Rusia
Serbia y Montenegro, Sudán, Suecia, Suiza
Tailandia, Togo, Turquía
Ucrania
Vietnam







Fuente: World Organisation for Animal Health.


Entre 2003 y finales de 2008, la OMS recibió informes de casos de 395 infecciones humanas debidas al virus A de la gripe (H5N1)93. Estas enfermedades se habían documentado a partir de 15 países de Asia, África y Europa, correspondiendo el mayor número de casos a Indonesia (141), Vietnam (107) y Egipto (51) (fig. 15-2). Entre los casos humanos, la enfermedad había sido muy grave: 250 (63%) casos dieron lugar a la muerte. Las tasas de mortalidad habían sido constantemente altas de un país al otro. Entre los países que documentaron como mínimo 20 casos, las tasas de mortalidad variaron desde el 82% en Indonesia hasta el 45% en Egipto93. Desde 2003, no se han identificado pruebas de una disminución de la virulencia, lo que sugeriría que el virus se adapta mejor al ser humano. La tasa de mortalidad fue del 70% en 2004 y del 75% en 2008 (fig. 15-3).
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Figura 15-2 Número acumulado de casos de gripe humana por virus A (H5N1) y tasa de mortalidad por país, 2003-2008.


Fuente: Organización Mundial de la Salud.
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Figura 15-3 Número anual de casos de gripe humana por virus A (H5N1) y tasa de mortalidad asociada, 2003-2008.


Fuente: Organización Mundial de la Salud.





La epidemia humana por virus A (H5N1) de la gripe ha tenido características epidemiológicas destacadas. La incidencia de la enfermedad ha sido episódica en muchos países, caracterizada por períodos prolongados sin casos declarados (el patrón observado en Tailandia y Vietnam), seguido de la reemergencia del virus en las aves de corral, a pesar de las extensas medidas de control. Los primeros años de la epidemia estuvieron caracterizados por un recuento de casos rápidamente creciente en el ser humano, pero la incidencia alcanzó un máximo en 2006 y, desde entonces, disminuyó en 2007 y, de nuevo, en 2008 (v. fig. 15-3), a pesar de una mejora continua de la vigilancia y el acceso al diagnóstico. Han surgido patrones estacionales, con un mayor número de infecciones en invierno que en otras épocas del año94.


La enfermedad humana debida al virus A de la gripe (H5N1) continúa afectando principalmente a niños y adultos jóvenes, lo que hace que la elevada tasa de mortalidad sea incluso más destacada. Entre los casos documentados, la edad media es de 18 años, identificándose casos entre niños de tan sólo 3 meses de edad hasta entre adultos de 75 años16,95. Menos del 10% de individuos con infección por virus de la gripe aviar tenían más de 40 años de edad16. Afecta por igual a ambos sexos. La mortalidad ha sido mayor en los de 10-19 años de edad y la más baja se ha documentado en los mayores de 50 años de edad95. Casi todos los casos han sido de naturaleza esporádica y el principal factor de riesgo de la mayoría de infecciones ha sido el contacto directo con aves enfermas o infectadas o productos avícolas infectados16. No obstante, se ha producido una serie de pequeñas agrupaciones (clusters) de infección con claras pruebas de una transmisión limitada de persona a persona. El episodio más destacado hasta la fecha aconteció en Indonesia, donde se infectaron ocho miembros de una familia con tres ciclos de transmisión de persona a persona88; en otro episodio ocurrido en Pakistán, se describieron cuatro casos sintomáticos con tres cadenas de transmisión entre hermanos y otro caso asintomático96. Puesto que la transmisión prolongada de persona a persona es un factor clave de la diseminación pandémica, estos episodios se han examinado con atención. Los virus de estos episodios no han demostrado pruebas que sugieran una mayor adaptación al ser humano. Circulan múltiples linajes del virus A de la gripe (H5N1), pero todos han seguido siendo de naturaleza aviar en los segmentos del genoma vírico. Son responsables de la enfermedad humana dos sublinajes, grupos genéticos o clades principales (la 1 y la 2)97. La clade 1 ha permanecido confinada en el sur de Asia y en China. No obstante, la clade 2, que incluye múltiples subtipos, ha sido responsable de la mayoría de infecciones, incluidas las descritas en Indonesia, Oriente Medio, Europa y África98.


La gravedad de la enfermedad, su elevada mortalidad y su transmisibilidad limitada podrían explicarse por el tropismo más elevado de los virus H5N1 que circulan en la actualidad respecto a las células de las vías respiratorias inferiores pero no superiores99-101. El H1N1 se uniría a las células alveolares pero no a los tejidos de las vías respiratorias altas. Con la excepción de algunos de los casos que afectaron a niños pequeños, casi toda la enfermedad debida al virus A de la gripe (H5N1) que afecta al ser humano ha manifestado pruebas clínicas y radiológicas de neumonía16. Con independencia del subtipo, con frecuencia, la neumonía primaria por gripe se asocia a una enfermedad grave y una mortalidad sustancial. Incluso en contextos con sistemas avanzados de soporte sanitario, la experiencia con el tratamiento ha sido desfavorable. Los virus de clade 1 son resistentes a los adamantanos, al igual que muchos virus de grupo clade 2, pero en general el virus A de la gripe (H5N1) es sensible a los inhibidores de la neuraminidasa102. Los estudios observacionales han sugerido que la administración precoz de oseltamivir en el curso de la enfermedad se asocia a una disminución de la mortalidad16. Sin embargo, se han identificado casos de virus A de la gripe (H5N1) resistentes a oseltamivir cuya virulencia persiste103. Debido a la rápida aparición reciente de virus resistentes a oseltamivir cuya virulencia persiste104, la resistencia entre el virus de la gripe A constituye una preocupación notable.


Están en marcha amplios esfuerzos para almacenar fármacos antivíricos, para proveer material protector personal, al igual que otras medidas para controlar este virus. También se han realizado importantes esfuerzos para reducir la circulación del virus en las aves a través de la vigilancia, despoblación y vacunación105. No obstante, el virus A de la gripe sigue representando un importante reto de salud pública que suscita una alarma con respecto a una pandemia inminente. Están en marcha esfuerzos sustanciales para desarrollar y aprobar una vacuna para este virus y otras cepas aviares y se han hecho importantes progresos106. Los ensayos clínicos efectuados recientemente en seres humanos con vacunas de la gripe A (H5N1) de recuerdo adyuvantes demuestran su viabilidad, falta de riesgos e inmunogenicidad si puede desarrollarse una capacidad de producción suficiente107.









Adenovirus de tipo 14


Los adenovirus se han reconocido como una causa habitual de infecciones respiratorias agudas y conjuntivitis desde mediados de la década de 1950. En general, la enfermedad asociada a la infección por adenovirus es leve, aunque en lactantes, individuos de edad avanzada, individuos con compromiso inmunitario y en ocasiones en otros grupos de edad puede darse una enfermedad más grave, incluida la neumonía108. Se han identificado un total de siete subgrupos de adenovirus que comprenden 52 serotipos, y pueden dar lugar a infecciones repetidas109. Los adenovirus pueden provocar brotes en ámbitos institucionales y han constituido un especial problema en las poblaciones de reclutas militares, lo que ha hecho que el ejército norteamericano usara una vacuna de adenovirus viva por vía oral específica para los tipos 4 y 7 para administrar a los reclutas hasta que la producción cesó a finales de la década de 1990110,111. Una vez se interrumpió la vacunación, se produjo un aumento casi inmediato de las enfermedades respiratorias entre los reclutas112.


En 2006, en múltiples estados de Estados Unidos empezaron a reconocerse diversas enfermedades asociadas a adenovirus en poblaciones tanto civiles como militares17. La enfermedad se asoció con el serotipo 14 de adenovirus que previamente apenas se había asociado con infecciones en el hemisferio occidental. Los estudios sobre el virus sugieren que es diferente de los aislamientos reconocidos previamente del serotipo 14 y su origen no está claro109. Entre los 140 casos confirmados virológicamente, identificados en 2007, durante un período de 4 meses 53 pacientes requirieron el ingreso hospitalario debido a neumonía, 24 el ingreso en una unidad de cuidados intensivos y nueve pacientes fallecieron17. Se identificaron casos adicionales retrospectivamente remontándose hasta 2006 en Oregón y en múltiples poblaciones de reclutas militares en Texas. En Oregón, entre 30 pacientes con infección por adenovirus 14, la edad mediana fue de 53 años y el 53% requirió el ingreso en la unidad de cuidados intensivos; siete pacientes fallecieron, todos de una neumonía vírica grave17. Los casos se produjeron en diversos condados y no se detectaron pruebas de contacto directo entre los casos o de transmisión nosocomial. Sin embargo, en otros lugares se ha sugerido esta transmisión113. Durante una epidemia en 2007, en una base de entrenamiento de reclutas del ejército del aire de Texas, el 90% de más de 100 adenovirus estudiados correspondió al serotipo 14 y la circulación de este virus en contextos militares continúa114,115.


Sigue por dilucidar la mayor parte de información sobre el adenovirus 14, incluido su origen, epidemiología y razones de su patogenicidad, en comparación con otros adenovirus. Sin embargo, continúa circulando y produciendo brotes e infecciones graves, también en las poblaciones civiles116. Estos hallazgos destacan la importancia de una supervisión virológica de los virus respiratorios conocidos, además de la identificación de los agentes previamente no conocidos de enfermedades respiratorias.
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La diarrea es la segunda causa de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas en todo el mundo, provocando en 2004 alrededor de 2,2 millones de muertes3. Aunque afecta a individuos de todos los grupos de edad y de cualquier región geográfica, la mayor carga de enfermedad grave y de mortalidad afecta a lactantes y a niños pequeños de los países no industrializados. Durante 2000-2003, la diarrea representó la segunda causa de mortalidad después de la neumonía en niños menores de 5 años de edad, responsable del 18% de todas las muertes en este grupo de edad117. Las deficiencias nutricionales fueron una importante causa subyacente de muchas de estas muertes117.


La diarrea también produce una morbilidad sustancial, ya que cada año acontecen 4.000 millones de episodios agudos, que afectan al crecimiento y al desarrollo cognitivo118,119, y dan lugar a una enfermedad de más de 2 semanas de duración en el 10% de casos120. Los estudios efectuados en niños de países pobres han identificado unos límites de 1-10 episodios de diarrea por niño y año, experimentando la mayoría 3-5 episodios al año121,122. En una encuesta efectuada entre la población general de Estados Unidos se documentó una tasa de 1,4 episodios de diarrea al año, lo que se traduciría en 200-375 millones de episodios anuales123.


Los patógenos que provocan diarrea se transmiten principalmente a través de tres vías: los alimentos, el agua y de persona a persona. Aunque los estudios sistemáticos son difíciles de llevar a la práctica, es probable que la importancia relativa de estos patrones de transmisión varíe en los diferentes contextos. En Estados Unidos, las estimaciones sugieren que cada año se producen 76 millones de episodios de infecciones transmitidas por los alimentos, que dan lugar a 325.000 hospitalizaciones y 5.000 muertes124, y que las diarreas endémicas transmitidas por el agua se traducen en 4,3-32,8 millones de casos anuales de enfermedad gastrointestinal aguda125,126.


Los patógenos causantes de diarrea difieren en su modo de transmisión. Por ejemplo, las especies de Salmonella no tifoidea y Campylobacter jejuni se transmiten principalmente a través de los alimentos, las especies de Shigella se transmiten principalmente de persona a persona y Cryptosporidium parvum se transmite principalmente a través del agua. La determinación de los patrones de distribución de los patógenos entéricos en un área geográfica puede sugerir la importancia relativa de los diferentes modos de transmisión en dicha localidad.


Las causas de diarrea no permanecen estáticas con el tiempo, ni siquiera en una localidad individual. Las fluctuaciones pueden ser consecuencia de la introducción de un microorganismo no presente previamente, del reconocimiento de un nuevo agente, del cambio en los niveles de higiene como consecuencia de desastres provocados por el hombre o naturales, variaciones climáticas o de cambios del estilo de vida, como un aumento en la exposición recreativa al agua127,128. Un ejemplo es la introducción del Vibrio cholerae O1 en Latinoamérica. Durante el siglo xx, esta enfermedad no se había reconocido en Sudamérica pero, en enero de 1991, se identificaron casos en áreas de la costa del Perú129. Al cabo de semanas, se produjeron miles de casos y el cólera se convirtió rápidamente en la causa de diarrea de diagnóstico más habitual en muchas regiones de ese país130,131. Durante los 3 años siguientes, la enfermedad se diseminó por toda Sudamérica y Centroamérica, alterando significativamente los patrones de distribución de sus agentes etiológicos. Más tarde, la incidencia en Latinoamérica ha disminuido espectacularmente. Una revisión de los datos de la OMS sobre casos declarados de cólera desde 1960 a 2005 durante la séptima pandemia de cólera reveló que la incidencia documentada en África subsahariana fue 95 veces mayor que la de Asia y más de 16.000 veces mayor que la incidencia descrita en Latinoamérica132.


Vibrio cholerae O139 es un ejemplo de patógeno reconocido recientemente que tuvo una importante influencia en la distribución de los patógenos causantes de diarrea en Asia. Este serotipo se detectó por primera vez en el sur de Asia en 1992 y se propagó rápidamente a muchas regiones de India y Bangladesh133,134. Los estudios llevados a cabo en este país sugirieron que, poco después de su introducción, el patógeno se convirtió en el agente relacionado más habitualmente con el cólera en ese país. Desde entonces, su influencia ha fluctuado en lugar y tiempo por todo el sur de Asia134,135. En 2007, sólo se documentaron casos a partir de China y Tailandia136.


El comercio internacional de alimentos y productos alimentarios también puede alterar el espectro de los patógenos causantes de diarrea. En 1996, se produjeron miles de casos de ciclosporiasis debidos a Cyclospora cayetanensis en Estados Unidos y Canadá entre individuos que consumieron frambuesas frescas importadas de Guatemala137. Antes de este episodio, en Norteamérica sólo se habían documentado unos pocos casos, asociados principalmente a viajes a países en vías de desarrollo138.


En 2008, en Estados Unidos, tuvo lugar una importante epidemia nacional transmitida por los alimentos, causada por Salmonella saintpaul. La investigación inicial indicó que su origen fueron los tomates contaminados importados de México. Sin embargo, la investigación posterior implicó los pimientos importados de ese país139. En 2008-2009, otro brote nacional importante debido a Salmonella typhimurium se asoció con la mantequilla de cacahuete producida a nivel nacional y otros productos que contenían ese ingrediente140.


Escherichia coli O157:H7 afectó sustancialmente a los patrones de distribución de patógenos en regiones desarrolladas del mundo después de su reconocimiento por primera vez141. Tras su reconocimiento en Estados Unidos en 1982, este agente transmitido por los alimentos se convirtió rápidamente en la causa identificada con más frecuencia de diarrea sanguinolenta en muchos lugares de Norteamérica142. Las encuestas efectuadas en la década de 1990 y en 2007 han puesto de relieve que fue el cuarto agente bacteriano causante de diarrea aislado con más frecuencia en Estados Unidos142,143. En 1996, la bacteria provocó brotes masivos de enfermedad diarreica y síndrome hemolítico-urémico en Japón144; más recientemente, ha sido el origen de varios grandes brotes transmitidos por el agua en Norteamérica145,146.


Los deterioros en la infraestructura de salud pública afectan particularmente a los brotes de diarrea. Es bien conocido que la shigelosis aparece rápidamente en áreas con desorganización social causada por la guerra y la inestabilidad política, en particular cuando un elevado número de refugiados carece de acceso al agua corriente y a las instalaciones sanitarias147. Como consecuencia de la crisis de Ruanda, en 1944, los brotes de cólera en los campos de refugiado en Goma, República Democrática del Congo, provocaron como mínimo 48.000 casos y 23.800 muertes en un mes148. De forma parecida, en Zimbabwe en 2008-2009 durante un período de desórdenes políticos y hundimiento económico se produjo un importante brote de cólera149,150. La enfermedad se propagó a través de las fronteras hasta Sudáfrica, Botswana y Mozambique150.


Los virus son una causa cada vez más reconocida de diarrea esporádica y asociada a brotes. Los norovirus (miembros de la familia Caliciviridae llamados previamente virus de tipo Norwalk) se transmiten no sólo de persona a persona, sino también a través del agua y de los alimentos151-153. Estos virus se han convertido en una importante causa de brotes de diarrea entre los pasajeros de cruceros, los residentes de geriátricos y el personal militar. En una revisión sistemática reciente de estudios publicados se indicó que entre individuos de países tanto desarrollados como pobres se produjeron graves enfermedades por norovirus que cada año dieron lugar a unos 64.000 episodios de diarrea que requirieron hospitalización y 900.000 visitas clínicas a niños de países desarrollados, al igual que 200.000 muertes entre niños menores de 5 años de edad de países pobres154.


Puesto que los patógenos responsables de diarrea varían con el tiempo, incluso en el mismo lugar, son importantes los estudios longitudinales para definir la etiología. Los datos de estudios sobre las causas de diarrea aguda en niños pequeños de países pobres indican que los agentes etiológicos más habituales son los rotavirus, E. coli enterotoxigénica y otras toxinas diarreagénicas y especies de Shigella120. Es difícil determinar la importancia relativa porque los hallazgos han variado en función de la población estudiada, los tipos de muestras obtenidas, los patógenos examinados y los métodos de detección utilizados. Las infecciones por rotavirus afectan a todos los grupos de edad y son la causa principal de diarrea aguda grave entre niños de todo el mundo155. La enfermedad más grave y las hospitalizaciones afectan sobre todo a niños menores de 2 años de edad, que, con frecuencia, desarrollan una diarrea con deshidratación a partir de la infección156,157. Puesto que los lactantes son vulnerables a las complicaciones de la diarrea, en particular a la deshidratación, se ha estimado que el rotavirus es la causa de hasta el 30% de las muertes por diarrea aguda156. Puesto que se han evaluado, aprobado e introducido en África y Asia las vacunas para rotavirus desarrolladas recientemente, podría disminuir la influencia de esta infección en la carga total de diarrea.


Los rotavirus también son una importante causa de diarrea y hospitalizaciones en niños de países industrializados156. En Estados Unidos, en los últimos años, la infección por rotavirus ha dado lugar a unas 55.000-70.000 hospitalizaciones, 205.000-272.000 visitas a servicios de urgencias y 410.000 visitas a médicos, y ha provocado alrededor de 20-60 muertes al año158. Tras la aprobación de una nueva vacuna para rotavirus y las recomendaciones para su uso en lactantes a principios de 2006, la vigilancia ha indicado que la estación de rotavirus de 2007-2008 se caracterizó por un inicio tardío y una disminución de la carga de enfermedad159. Se requerirá una vigilancia continuada para supervisar la influencia de la vacuna en la carga de la enfermedad.


En Estados Unidos, los estudios sistemáticos efectuados indican que, entre los patógenos bacterianos que provocan diarrea, C. jejuni fue el agente diagnosticado más habitual a principios de la década de 1990, seguido de especies de Salmonella no tifoideas, Shigella y E. coli O157:H7142. Datos más recientes de páginas web de FoodNet indican que en la actualidad los serotipos de Salmonella son el patógeno bacteriano más habitual, seguido de Campylobacter y Shigella143. Aunque esta distribución es similar a la descrita a partir de otros países desarrollados, se han encontrado serotipos de E. coli diferentes de O157:H7 como la forma predominante de E. coli productora de verotoxina o toxina de tipo shiga en otros lugares160. Estos hallazgos sugieren que las fuentes transmitidas por los alimentos son una importante causa de diarrea en el mundo desarrollado porque todas, excepto las especies de Shigella, se transmiten principalmente a través de los alimentos (toxiinfecciones alimentarias). Los datos de declaración obligatoria demuestran tendencias en la incidencia de estos patógenos, pero subestiman considerablemente su incidencia. Como ejemplo, en Estados Unidos, en 1995, se documentaron 45.970 casos de salmonelosis, pero las estimaciones sugieren que cada año se producen casi 2 millones de infecciones por esta bacteria161.


La incidencia y gravedad de la enfermedad asociada a Clostridium difficile han aumentado espectacularmente en Estados Unidos, Canadá y Europa162,163. Este incremento, incluyendo muchos brotes nosocomiales, se debe en gran parte a una cepa caracterizada como grupo BI en análisis de endonucleasa de restricción, tipo de patrón de electroforesis en gel de campos pulsados tipo NAP1, y ribotipo por PCR O27164-166. Esta cepa, que con frecuencia es resistente a algunas fluoroquinolonas, puede provocar una enfermedad grave, en particular en pacientes de edad avanzada. Desde 2005, en Holanda ha aparecido otra cepa de C. difficile (ribotipo por PCR O78). Esta cepa también es hipervirulenta y tiene más probabilidades de afectar a individuos más jóvenes y asociarse con una enterocolitis de inicio en la comunidad167. También se han obtenido aislamientos de C. difficile a partir de muestras de carne picada de puntos de venta168, lo que ha propiciado la evaluación del posible papel de la transmisión a través de los alimentos en los casos asociados a la comunidad.


En Estados Unidos y en todo el mundo ha surgido la multirresistencia antimicrobiana en los patógenos entéricos bacterianos. El problema es más grave en los patógenos de origen animal transmitidos por los alimentos (sobre todo cepas de Campylobacter y Salmonella)169. En Estados Unidos y en Europa, en la década de 1990, apareció una cepa multirresistente a antimicrobianos de S. typhimurium conocida como tipo definitivo 104 (DT104)170,171. Los pacientes infectados por cepas multirresistentes tienen más probabilidades de ser hospitalizados172. También han emergido cepas de C. jejuni resistentes a las fluoroquinolonas; algunas infecciones se asocian con viajes al extranjero mientras que otras se adquieren en el país y se han asociado con el consumo de aves de corral173.


El patrón global de la diarrea probablemente continuará evolucionando y están en curso esfuerzos para desarrollar vacunas eficaces frente a los agentes causales. Se han desarrollado nuevas formulaciones de la vacuna para rotavirus después de que la inicial tetravalente reasortante rhesus-humana se relacionara con invaginación intestinal en lactantes y se retirara del mercado174. Estas nuevas vacunas antirrotavirus tienen la posibilidad de reducir la carga de diarrea entre individuos del mundo en desarrollo. Además, las prácticas de producción de alimentos están cambiando, con mayores cantidades de fruta fresca y verduras cultivadas en el mundo en desarrollo para exportación a los países ricos. Estas prácticas han dado lugar a la transferencia de agentes como C. cayetanensis y V. cholerae en los productos exportados, una situación que probablemente continuará137,175. Los cambios en las prácticas de distribución alimentaria aumentan la posibilidad de epidemias multinacionales, difundidas. El número cada vez mayor de individuos inmunocomprometidos que son portadores de un espectro diferente de patógenos responsables de diarrea junto con el aumento de los viajes por todo el mundo probablemente influirán en las futuras tendencias de la diarrea en formas que puede ser difícil predecir.


El cambio climático afecta a la diseminación del cólera y las infecciones por Vibrio parahaemolyticus. En 2004, tuvo lugar un gran brote de infección por V. parahaemolyticus asociado al consumo de ostras crudas entre los pasajeros a bordo de un crucero por el Estrecho de Príncipe Guillermo en Alaska176. Las ostras se extrajeron en el estrecho durante los meses estivales cuando las temperaturas del agua superaban los 15 °C. Este brote extendió en 1.000 kilómetros la fuente documentada más al norte de ostras asociadas a la infección por V. parahaemolyticus.


La aparición y el control de la diarrea y la resistencia antimicrobiana asociada en Estados Unidos y en todo el mundo requieren un reforzamiento de los sistemas de vigilancia de la enfermedad para supervisar sus tendencias y los cambios en los patrones de consumo de alimentos. No está clara la importancia potencial de diversos candidatos entéricos, como Bacteroides fragilis enterotoxigénico177, los serogrupos O75178 y O141179 de V. cholerae, HBoV2 de especies de bocavirus180 y Klebsiella oxytoca en pacientes con diarrea asociada a antibióticos181 y colitis hemorrágica182, y requiere un estudio adicional. Se requieren estudios similares para pacientes con diarrea esporádica y diarrea de tipo Brainerd (es decir, diarrea acuosa, profusa, de etiología desconocida)183,184. Los pacientes que desarrollan diarrea del viajero mientras permanecen de viaje representan una población centinela ideal para un estudio detallado con el objetivo de identificar agentes etiológicos adicionales. Por último, algunos alimentos de alto riesgo, como la leche cruda185 y los quesos no pasteurizados186,187, requieren que las autoridades de salud pública les presten atención continua.









[image: image] Enfermedades transmitidas por vectores y zoonóticas


La mayoría de las infecciones emergentes reconocidas durante la pasada década han sido zoonosis (v. tabla 15-4), estimándose que la proporción de todas las infecciones emergentes que son zoonóticas es de alrededor del 75%2. Las enfermedades transmitidas por vectores han planteado especiales retos, tanto en regiones tropicales, donde han resurgido muchas enfermedades controladas previamente, y en todo el mundo, porque enfermedades como la encefalitis japonesa, la meningitis/encefalitis del Nilo Occidental y la fiebre de Rift Valley han aparecido en nuevas regiones y virus de reconocimiento reciente continúan emergiendo, incluidos tres nuevos arenavirus, todos asociados a infecciones humanas mortales188-190. Los cambios en las condiciones ecológicas y ambientales, junto con el aumento de los viajes y el comercio internacional, desempeñan papeles clave en la persistencia, resurgimiento y aparición de estas enfermedades7.






Dengue


El dengue es la enfermedad vírica transmitida por un mosquito más importante que afecta al ser humano. Su distribución mundial es comparable a la del paludismo y se calcula que 2.500 millones de individuos viven en regiones de riesgo de transmisión epidémica. La enfermedad es endémica en África, América y algunas partes de Oriente Medio, Asia y el Pacífico Occidental. La frecuencia del dengue y sus complicaciones más graves, la fiebre hemorrágica por dengue y el síndrome del shock por dengue, han aumentado espectacularmente desde 1980; se calcula que, cada año, se producen 50 millones de infecciones (datos de la OMS, mayo de 2008)191. El dengue se debe a cualquiera de cuatro serotipos del virus antigénicamente diferentes (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) del género Flavivirus. La infección por uno de estos serotipos no confiere protección cruzada. La infección por virus del dengue produce un espectro de enfermedades clínicas, que varían desde un síndrome vírico inespecífico hasta una enfermedad hemorrágica grave y mortal192. La fiebre hemorrágica por dengue es un proceso que amenaza la vida del paciente, caracterizado por permeabilidad capilar que puede traducirse en un shock hipovolémico y la muerte. Los factores importantes de riesgo de fiebre hemorrágica incluyen la cepa y el serotipo del virus infectante, al igual que la edad, el estado inmunitario y la predisposición genética del paciente. En áreas endémicas, la mayoría de muertes debidas a la infección afectan a niños menores de 15 años de edad192. Tanto en América como en Asia, los análisis de la influencia económica indican que la carga de la enfermedad relacionada con el dengue en niños es sustancial, en particular cuando se consideran los pacientes no hospitalizados193,194. El serotipo infectante es un importante determinante de la salud y la influencia económica, siendo DEN-2 y DEN-3 los más significativos en un estudio prospectivo efectuado en Tailandia194.


El dengue es transmitido principalmente por Aedes aegypti, un mosquito urbano que pica de día, y secundariamente por Aedes albopictus (el «mosquito tigre»). Históricamente, Aedes aegypti se detectó en África, pero se ha extendido a través de las regiones tropicales del mundo durante los dos últimos siglos a través del aumento del comercio internacional. Está adaptado al entorno urbano y, a partir de la ingesta de sangre a través de las picaduras, se reproduce en contenedores de agua pluvial, áreas donde el agua se estanca o se deja acumular, como recipientes, botellas, contenedores de plástico y el interior de neumáticos. La pandemia global de dengue se inició en el sureste de Asia después de la Segunda Guerra Mundial y se ha intensificado durante los 15 últimos años. Las epidemias causadas por múltiples serotipos (hiperendemicidad) han llegado a ser cada vez más frecuentes y se ha expandido la distribución geográfica tanto de los virus como de sus vectores, los mosquitos.


La aparición del dengue y la fiebre hemorrágica del dengue ha sido particularmente espectacular en el continente americano. En un esfuerzo por prevenir la fiebre amarilla en las regiones urbanas, que también se transmite por la picadura de este mosquito, en las décadas de 1950 y 1960, la Organización Panamericana de la Salud estableció un programa para erradicar las especies de la mayor parte de regiones de Centroamérica y Sudamérica191. Como consecuencia, durante este período, las epidemias de dengue sólo acontecieron de forma esporádica en algunas islas del Caribe. Sin embargo, la eficacia del programa dio lugar a su interrupción gradual, empezando en 1970. Desde ese momento, Ae. aegypti se ha vuelto a establecer firmemente en la región, superando en la actualidad la extensión de la distribución observada antes de que se iniciara el programa de erradicación (fig. 15-4). Hoy en día, tienen lugar epidemias de dengue en Venezuela, Colombia, Brasil y otras regiones de Latinoamérica y el Caribe195.
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Figura 15-4 Distribución de Aedes aegypti en América en 1970 (al término del programa de erradicación del mosquito) y en 2002.


(De los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades y la Organización Panamericana de la Salud.)





No hay ningún tratamiento eficaz para el dengue y las medidas terapéuticas sólo son sintomáticas191. Recientemente, se han desarrollado vacunas candidatas atenuadas y está en curso una investigación para desarrollar vacunas de virus recombinantes de segunda generación. No obstante, es poco probable que esté disponible pronto para uso público una vacuna efectiva frente a la enfermedad.


Los esfuerzos por invertir la tendencia reciente de un aumento de la actividad epidémica y la expansión geográfica del dengue no han sido prometedores. Es probable que continúen introduciéndose nuevas cepas y serotipos del virus en muchas regiones con altos niveles de población del mosquito. En ausencia de nuevas tecnologías de control del vector, las autoridades de salud pública han hecho hincapié en los esfuerzos de prevención de la enfermedad y a través del control del insecto para reducir las fuentes de reproducción de las larvas. También es necesaria una mejora de los sistemas de vigilancia basados en el laboratorio que puedan proporcionar una alarma precoz frente a una posible epidemia de dengue para poner sobre aviso al público en general con la finalidad de que tome medidas protectoras al igual que a los médicos para establecer el diagnóstico e instaurar el tratamiento apropiado de los casos.









Chikungunya


La chikungunya (CHIK) comparte muchas similitudes con el dengue, tanto desde un punto de vista epidemiológico como de la enfermedad clínica. Al igual que el virus del dengue, el virus Chikungunya (VCHIK) también es transmitido por Ae. Aegypti y Ae. albopictus, y la enfermedad que provoca es muy similar desde un punto de vista clínico, caracterizada por fiebre de inicio agudo, junto con artralgias y dolor muscular, cefaleas, náuseas, astenia y exantema. De hecho, la enfermedad se diagnostica con frecuencia por error como dengue y los brotes de ambas pueden aparecer simultáneamente196. Sin embargo, la enfermedad por VCHIK se debe a un virus por completo diferente, un miembro de la familia Togaviridae, género Alphavirus. La infección por este virus es notable porque una característica destacada de la enfermedad es el dolor articular, un proceso que puede persistir durante meses. Las articulaciones más afectadas incluyen tobillo, rodilla, muñeca y las pequeñas articulaciones de la mano.


El virus Chikungunya se aisló por primera vez en Tanzania a principios de la década de 1950, y se ha reconocido desde hace mucho tiempo en África y Asia, incluida India, como una importante causa de enfermedad febril197. En 2004, en Kenia se identificó un brote y más tarde se detectaron brotes en las islas del Océano Índico y en el sur de India durante 2005-2006198. Estos brotes se caracterizaron por tasas de ataque (proporción de incidencia) elevadas clínicamente evidentes, y fueron destacados porque las tasas de mortalidad bruta fueron mayores de lo esperado entre las poblaciones afectadas, en particular entre los grupos de edad avanzada199. Entre el 1 de marzo de 2005 y el 30 de abril de 2006 se produjeron unos 255.000 casos en la isla de Reunión (población de 770.000 habitantes) y se registró un exceso de muertes, lo que sugiere una tasa de mortalidad de alrededor de 1/1.000, sobre todo en individuos ≥75 años de edad199. En la isla Mauricio se detectaron tasas elevadas similares de mortalidad entre individuos ancianos durante el brote de 2006200. En India, se documentaron más de 1,25 millones de sospechas de casos a partir de 151 distritos de ocho estados en 2006, con tasas de ataque que alcanzaron el 45% en algunas comunidades196. Entre julio y septiembre de 2007, en el noreste de Italia se produjo un brote, el primero que tenia lugar en una región templada. Probablemente, el caso índice fue un viajero que procedía de India y desarrolló síntomas mientras visitaba a su familia en la región del brote. Entre julio y septiembre de 2007, se documentaron más de 200 casos sospechados y se detectaron las secuencias del VCHIK, mediante RCP, en los mosquitos Ae. albopictus recogidos a partir de charcas201.


Los seres humanos infectados por el virus presentan una viremia del título suficiente para infectar los mosquitos vectores y, por lo tanto, son la fuente ideal para la propagación del virus y la introducción en nuevas regiones. Además, uno de los principales vectores, Ae. albopictus, se ha introducido en muchas regiones de Europa y Norteamérica, lo que suscita la preocupación de que las regiones templadas y tropicales de todo el mundo puedan ser receptivas a las futuras epidemias del virus202; los estudios recientes sugieren que el virus se adapta facilitando la transmisión por esta especie203. No se han aprobado vacunas para esta infección, y los esfuerzos de prevención de la infección y brotes se dirigen a controlar el vector.









Virus del nilo occidental


El virus del Nilo Occidental proporciona un claro ejemplo de la capacidad de las enfermedades transmitidas por vectores de emerger y de diseminarse rápidamente a nuevas regiones. El virus se aisló por primera vez en 1937 a partir de un individuo, en apariencia sano, del distrito del Nilo Occidental de Uganda204. Durante décadas, la infección se reconoció como una enfermedad endémica importante y en ocasiones epidémica en África y Oriente Medio, causante de una enfermedad febril, principalmente menor205. Recientemente, se han descrito importantes brotes asociados a una enfermedad neurológica grave en Rumanía206, Rusia207, Israel208, Estados Unidos209 y Canadá210. La enfermedad se describió por primera vez en Norteamérica en 1999, cuando el virus provocó un brote de enfermedad neuroinvasiva grave que dio lugar a siete muertes en la ciudad de Nueva York209. A pesar de su naturaleza diseminada extensa, el virus demostró una diseminación limitada al ser humano en este país hasta 2002, cuando se documentaron más de 4.100 casos, incluidos casi 3.000 (75%) casos de enfermedad neuroinvasiva grave y 284 muertes (fig. 15-5A y B)211. Además de una proporción inusitada de casos graves, la epidemia estadounidense de 2002 reveló varios nuevos síndromes clínicos y cinco nuevos modos de transmisión, incluida la transmisión a receptores de órganos trasplantados y sangre trasfundida211-213. Más tarde, el virus se ha propagado por todo Estados Unidos (v. fig. 15-5C) y a Canadá y México, y se han documentado pruebas de transmisión en el Caribe, Centroamérica y Sudamérica214,215.
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Figura 15-5 Actividad del virus del Nilo Occidental, Estados Unidos, 2001, 2002, 2007.


(De los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades. http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/index.htm.)





El virus del Nilo Occidental es un virus de ARN monocatenario de la familia Flaviviridae (género Flavivirus), que forma parte del complejo antigénico del virus de la encefalitis japonesa. Además de ésta, este complejo incluye el virus de la encefalitis de St. Louis, el virus de la encefalitis de Murray Valley y el virus Kunjin, un subtipo del virus del Nilo Occidental205. El virus se mantiene en un ciclo pájaro-mosquito-pájaro, desarrollando los pájaros elevados niveles de viremia y sirviendo como huéspedes de amplificación. Los mosquitos del género Culex son los principales transmisores del virus del Nilo Occidental, a pesar de que éste se ha aislado de muchos géneros y especies de mosquitos. Como reflejo de los tiempos actuales, el mantenimiento inapropiado de los estanques de los jardines traseros y de los spas incluidos en muchas casas vendidas o alquiladas como una oportunidad, han dado lugar a un aumento de la reproducción de los mosquitos y una mayor transmisión del virus de Nilo Occidental en algunas regiones216. Aunque la mayoría de especies de pájaros en general permanecen asintomáticas, se ha observado una mortalidad relacionada con el virus en más de 160 especies aviares de Estados Unidos y Canadá217. Los cuervos y pájaros relacionados de la familia Corvidae son especialmente vulnerables a la mortalidad debida a la infección, y la extinción de estos pájaros se ha utilizado como indicador de la transmisión activa217. Los caballos se infectan con frecuencia, documentando 35 estados y Puerto Rico infecciones equinas en 2007218.


Alrededor del 80% de las infecciones por el virus en el ser humano son asintomáticas, el 20% desarrolla fiebre del Nilo Occidental, y menos del 1% experimenta una enfermedad neuroinvasiva por el virus. Puede asociarse a complicaciones graves y en ocasiones mortales, en particular entre individuos de edad avanzada. El virus del Nilo Occidental suele producir una enfermedad leve, de 3-6 días de duración. Las infecciones graves se caracterizan por manifestaciones neurológicas agudas, en general encefalitis o meningoencefalitis, en ocasiones con un desenlace mortal207,211. Se han descrito trastornos del movimiento, al igual que una parálisis fláccida aguda similar a la poliomielitis219, y los desenlaces a largo plazo varían, ya que en algunos pacientes se demuestra una mejora neurológica y funcional mínima, mientras que en otros se observan mejoras sustanciales218. Los que experimentan una parálisis similar a la poliomielitis, asociada a compromiso respiratorio, corren un mayor riesgo de mortalidad y su desenlace a largo plazo es desfavorable218,219. En Estados Unidos, en la actualidad, el virus del Nilo Occidental es la causa más habitual de encefalitis vírica epidémica215. En este país, las tasas de incidencia anual de enfermedad neuroinvasiva varían de 0,4 a 1,0/100.000 habitantes, iniciándose la mayoría de casos durante los meses de agosto y septiembre. La incidencia de la enfermedad es mayor en los grupos de edad avanzada y la más baja se da entre niños y adultos jóvenes220.


En la actualidad, la prevención de esta infección se basa en el control del mosquito, con el uso de medidas protectoras personales y el cribado de las reservas de sangre. Están aprobadas vacunas para usar en caballos y las vacunas candidatas para uso en seres humanos se están examinando en ensayos clínicos215,221. No hay un tratamiento de eficacia demostrada para esta infección215.









Virus hendra y nipah


Los virus Hendra y Nipah, descubiertos recientemente, pertenecen a la familia Paramyxoviridae; en conjunto, constituyen el género Henipavirus. El virus Hendra se reconoció por primera vez en las afueras de Brisbane, Australia, en 1994, durante un brote de infección respiratoria aguda que se produjo entre unos caballos y su preparador; durante el brote murieron un total de 13 caballos y su preparador222. Más tarde, se han identificado casos aislados adicionales o pequeñas agrupaciones (clusters) de infecciones equinas y humanas mortales por virus Hendra en otras regiones del norte de Australia. Las investigaciones sobre el origen del virus detectaron anticuerpos anti-virus Hendra en el suero obtenido de diversas especies de murciélagos de la familia Pteropodidae; y el virus se aisló de los murciélagos, aunque los individuos infectados no parecían experimentar una enfermedad clínica a partir de la infección223,224. La experiencia limitada hasta la fecha no ha encontrado pruebas que sugieran la transmisión de persona a persona del virus; no obstante, los caballos parecen eliminar el virus infeccioso a través de las secreciones nasales y la orina, lo que puede dar lugar a la transmisión entre animales y seres humanos.


Poco después del reconocimiento del virus Hendra, en Malasia y Singapur, se descubrió un brote de enfermedad aguda en cerdos y en seres humanos. Se encontró que la causa era un nuevo virus, llamado virus Nipah (denominado así por el lugar donde se aisló por primera vez). Entre septiembre de 1998 y abril de 1999, el brote devastó las granjas porcinas de la región central y del sur de Malasia, diseminándose más tarde a Singapur por la importación de animales enfermos. La enfermedad en cerdos se caracterizó por un inicio agudo con fiebre y síntomas respiratorios. Aunque la tasa de mortalidad entre los cerdos sólo fue del orden del 5-15%, la enfermedad era muy contagiosa y se propagó rápidamente entre los animales y a los seres humanos, en particular los ganaderos. La enfermedad en el ser humano fue mucho más grave, caracterizada por fiebre, cefaleas, mialgia y una afectación neurológica rápidamente progresiva que, con frecuencia, daba lugar a un coma y la muerte. De los 265 pacientes infectados, 105 (40%) fallecieron durante la enfermedad; entre los que se restablecieron, algunos experimentaron recidivas, en ocasiones mortales225. Por último, el brote se controló cuando se interrumpió todo el transporte de cerdos y se sacrificaron alrededor de 1,1 millones de animales, lo que provocó aprietos económicos considerables para este sector225.


Más recientemente, se han producido brotes de infecciones por virus Nipah en Bangladesh e India. Durante los cuatro brotes en Bangladesh, acontecidos durante 2001-2004, se documentaron 92 casos y 67 (73%) muertes. El 62% de pacientes eran hombres; el virus afectó a todos los grupos de edad, aunque en dos brotes predominó en el grupo de edad más joven. La alteración del estado mental y las dificultades respiratorias se asociaron sustancialmente con un desenlace mortal; el tiempo medio desde el inicio de la enfermedad hasta la muerte fue de 7 ± 4,6 días226. En un brote se documentó la transmisión de persona a persona, y, en función de las observaciones de los pacientes con una exposición limitada, el período mediano de incubación fue de 9 días (límites de 6-11 días)226,227. No obstante, en el análisis posterior de 105 profesionales sanitarios que habían atendido a pacientes infectados por el virus Nipah no se detectaron pruebas serológicas de infección reciente por el virus, a pesar de una exposición sustancial y del uso mínimo de material protector personal228. Las evaluaciones neurológicas a largo plazo de 22 supervivientes de un brote debido al virus en Bangladesh hasta 3 años después del inicio detectaron la persistencia de la astenia durante una media de 5 meses en todos los pacientes excepto en uno; en el examen neurológico, 12 pacientes, por lo demás sanos, obtuvieron resultados normales, mientras que nueve (32%), que se habían restablecido de una encefalitis por virus Nipah, experimentaban una disfunción neurológica moderada o grave que había persistido desde entonces o se había desarrollado más tarde tras la encefalitis229. En más del 50% de los pacientes menores de 16 años de edad se identificaron alteraciones conductuales persistentes229.


Las diferencias genéticas entre los aislamientos del virus Nipah podrían explicar las diferencias en las características de transmisión o de las características clínicas. Los virus Nipah y Hendra son similares desde un punto de vista genético y antigénico, aunque claramente son diferentes el uno del otro. Los estudios serológicos y de aislamiento del virus sugieren que los huéspedes reservorios de ambos virus son los murciélagos230 y que la transmisión del virus Nipah de los murciélagos al ser humano se produce a través del consumo de zumo fresco de palmera datilera231. El reconocimiento de estos virus se ha limitado a los brotes que se produjeron en el norte de Australia, la Península Malaya, India y Bangladesh; sin embargo, la zona de distribución de los murciélagos de la especie Pteropus poliocephalus es mucho más amplia y claramente es posible que otras regiones corran un riesgo de infección por estos virus u otros todavía no descubiertos. De hecho, el análisis de murciélagos capturados en Camboya, China y Tailandia reveló pruebas serológicas o genéticas de virus Nipah232. Otros paramixovirus descritos recientemente, presentes en los murciélagos, como el virus Tioman, podrían ser los próximos patógenos que emergieran como una nueva causa de infección en el ser humano233.









Viruela del simio


En 2003, se describió una viruela del simio, una rara enfermedad vírica que se da principalmente en los países con selva tropical de África Central y Occidental, entre un género de roedores (Cynomys) y seres humanos en Estados Unidos234. Las investigaciones implicaron el transporte de animales desde Ghana como probable fuente de introducción del virus en Estados Unidos. El transporte contenía unos 800 mamíferos de nueve especies, incluidos seis géneros de roedores africanos. Las pruebas de laboratorio de los animales disponibles de este transporte encontraron pruebas del virus en diversas especies, incluida una rata gigante de Gambia, tres lirones y dos ardillas. Los roedores se infectaron por contacto con las ratas gambianas de este transporte, como parte del transporte de animales exóticos para su venta como animales de compañía. La infección en seres humanos se produjo a partir del contacto con los roedores infectados. En total, se documentaron 72 casos en seis estados centrales, de los que 37 se confirmaron en el laboratorio.


La infección en el ser humano se identificó por primera vez en 1970 en una región de la República Democrática del Congo, en la que se había erradicado la viruela 2 años antes235. La viruela del simio se debe a un ortopoxvirus y tiene similitudes clínicas con el virus de la viruela pero con diferencias epidemiológicas y biológicas características236. Se han descrito tasas bajas de transmisión persona a persona, con tasas de mortalidad que varían del 1% al 10% en África, siendo mayores entre niños pequeños236.
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En muchas de las regiones más pobres del mundo, tres de las principales infecciones: –infección por VIH/SIDA, tuberculosis y paludismo–, han provocado epidemias interconectadas con una profunda influencia en la salud, económica y social. La epidemia doble del VIH y la tuberculosis plantea especiales problemas de salud pública mundial, estimándose que, en 2006, 700.000 individuos eran portadores de una coinfección237. La tuberculosis sigue siendo la causa principal de mortalidad entre los individuos con infección por VIH, incluidos los tratados con antirretrovirales238. La infección por VIH y la TB continúan afectando a los países desarrollados, en parte debido al aumento de los viajes internacionales y de inmigración pero también como consecuencia de factores nacionales, como la falta de hogar, el abuso de sustancias, la falta de acceso a la asistencia sanitaria y las actitudes de autosuficiencia política y social. Además, la aparición de cepas resistentes de Mycobacterium ha complicado las opciones de tratamiento y ha creado una nueva era en el control mundial de la enfermedad.


En los últimos años, la prevención y el tratamiento de la infección por VIH/SIDA, tuberculosis y paludismo ha recibido un importante apoyo a través de iniciativas como la Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria; el U.S. President’s Emergency Plan for AIDS Relief (PEPFAR), y las asociaciones Roll Back Malaria (RBM) y Stop TB. Los esfuerzos de estas y otras asociaciones públicas y privadas y de los países individuales han proporcionado intervenciones necesarias en muchas de las regiones más afectadas y han reducido la carga de estas enfermedades en diversos países. No obstante, a pesar de los progresos, estas enfermedades continúan escapando de los esfuerzos de control y creando grandes obstáculos para el desarrollo sanitario y económico de muchos países de escasos recursos.






Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)


En el momento en que se reconocieron los primeros casos de SIDA en Estados Unidos en 1981, el agente causal, un retrovirus desconocido, ya se había diseminado por todo el mundo pasando desapercibido. Sin que se conociera la causa y sus modos de transmisión, el SIDA generó temor y marginó a sus víctimas. En función de los factores de riesgo de los individuos afectados, se puso de relieve que el patógeno responsable, identificado más tarde como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)239, se transmitía a través de la sangre y los líquidos corporales infectados, sobre todo a través de las relaciones sexuales sin protección y del uso de drogas por vía intravenosa, y no a través del contacto directo entre miembros de la familia o compañeros de trabajo, ya que no se transmite a través de la tos, estornudos, al estrechar la mano ni incluso al besar. Sin embargo, con un período de latencia entre la infección y el desarrollo de los síntomas de casi una década, la capacidad para mutar con rapidez y causar confusión en los esfuerzos del tratamiento y la estigmatización de los individuos afectados, que continúa hoy en día, la infección pronto alcanzó proporciones pandémicas, cambiando el curso del desarrollo humano y representando la infección emergente más compleja conocida hasta la fecha240,241.


A pesar de las estimaciones a la baja revisadas recientemente sobre la influencia global de la infección por VIH/SIDA, las cifras siguen siendo abrumadoras, ya que se documentan alrededor de 28 millones de muertes, 33 millones de individuos que viven con la enfermedad y más de 15 millones de niños huérfanos4,242. Tan sólo en 2007, se calcula que fallecieron de SIDA 2 millones de individuos, y se infectaron 2,7 millones, incluidos 370.000 niños. Aunque la epidemia ha afectado prácticamente a todas las regiones del mundo, los países de África subsahariana son los más afectados, representando alrededor de dos tercios de todos los individuos que viven con el VIH y el 70% de nuevas infecciones. En esta región, la transmisión del VIH tiene lugar principalmente a través del contacto heterosexual, infectándose un mayor número de mujeres que de hombres. Sin embargo, a nivel mundial, continúa afectando desproporcionadamente a ciertas subpoblaciones, sobre todo a los hombres homosexuales, los usuarios de drogas por vía intravenosa y las prostitutas. Aunque la epidemia parece haberse estabilizado o haber disminuido en muchas regiones afectadas inicialmente por la enfermedad, como Estados Unidos y Europa Occidental, las estimaciones mundiales revisadas demuestran que la epidemia sigue creciendo4. Además, las estimaciones directas recientes indican un aumento de la transmisión en varios países europeos243 y en Estados Unidos se estima que, en 2006, se produjeron más de 50.000 nuevas infecciones, la mayoría entre homosexuales y los pertenecientes a minorías raciales y étnicas244-246.


El uso de tratamiento antirretroviral, que se inició a mediados de la década de 1990, ofreció una nueva esperanza de conquistar el virus, incluida la espectacular eficacia inicial en la prevención de la transmisión maternofilial247. Desde entonces, el tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha cambiado radicalmente el curso de la enfermedad y ha ofrecido a los individuos infectados la posibilidad de un tratamiento clínico de la enfermedad como un proceso crónico. Debido al elevado coste de estos fármacos, inicialmente el acceso al TARGA se limitó a los individuos de países ricos. No obstante, en los últimos años, se han alcanzado amplios compromisos políticos y de los recursos para proporcionar el acceso universal al tratamiento y la prevención de la infección, centrados en los países con una mayor carga de la enfermedad. La mayor donación individual para estos esfuerzos corresponde al PEPFAR, que por sí solo ha contribuido con más de 18.000 millones de dólares desde 2003248. A través de este plan y la Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis, and Malaria, en 2007, alrededor del 31% de individuos que requerían tratamiento en países de pocos recursos y de recursos medios recibió el TARGA249. Aunque estos países están lejos de alcanzar un acceso universal, se han hecho progresos sustanciales, en particular en la disponibilidad de servicios de consejos sobre prevención/tratamiento del SIDA y de tests serológicos del VIH, al igual que prevención de la transmisión perinatal del virus.


En las décadas transcurridas desde el descubrimiento del virus, los esfuerzos para controlarlo sólo han sido de eficacia limitada, y la formación, consejos y tests serológicos del VIH, junto con el TARGA, siguen siendo los mejores medios de detener la pandemia250. El desarrollo de una vacuna eficaz continúa siendo improbable, y no se ha demostrado que el uso de microbicidas vaginales sea protector frente al VIH. Sin embargo, la investigación ha demostrado que la circuncisión puede reducir el riesgo de transmisión heterosexual del VIH, y, en muchos países de África subsahariana, se están considerando mecanismos para aumentar la frecuencia con la que los los hombres se someten a la circuncisión249-251.


A pesar de la notable efi table efcacia del TARGA y de los compromisos globales continuados para reducir la carga de la enfermedad, persisten múltiples problemas. Éstos incluyen la preocupación relacionada con la sostenibilidad de suministrar un tratamiento de coste tan elevado y complejo dentro de la débil infraestructura sanitaria de muchos países receptores y el requisito de compensar las necesidades sanitarias correspondientes dentro de un sistema sanitario financiado principalmente para la prevención de la infección por VIH252, al igual que el potencial de enfermedades asociadas con el TARGA administrado a largo plazo245,253. El aumento de las actitudes de autocomplacencia con respecto a la enfermedad amenaza con invertir el progreso y se ha relacionado con los repuntes recientes de casos procedentes de países ricos, incluidos Estados Unidos245,254.


Por último, la naturaleza virológica del VIH continuará planteando retos, tanto para el tratamiento como para los esfuerzos para desarrollar una vacuna. Además de la resistencia a los fármacos antivirales, la mutabilidad del genoma viral continuará dando lugar a nuevos subtipos y virus híbridos que pueden eludir los esfuerzos de tratamiento y de control y potencialmente generar nuevas pandemias.









Tuberculosis


A diferencia del VIH, Mycobacterium tuberculosis emergió como una importante amenaza para la salud pública más de 15.000 años atrás255. La influencia de la enfermedad continúa hoy en día, estimándose que están infectados 2.000 millones de individuos, un tercio de la población mundial256. A pesar de que no todos estos individuos contraerán la enfermedad, los que desarrollan una tuberculosis activa y permanecen sin tratamiento infectarán a alrededor de 10-15 individuos cada año. En 2006, en todo el mundo se produjeron unos 9,2 millones de nuevos casos y 1,7 millones de muertes por la enfermedad256. De estos nuevos casos, alrededor del 8% se produjeron en individuos coinfectados por el VIH (fig. 15-6), y un número cada vez mayor son casos de multirresistencia256-258. Aunque la mayor incidencia de tuberculosis per cápita se da en África (363 por 100.000 habitantes), en 2006, el mayor número de casos se documentó a partir de India, China e Indonesia. Las estimaciones indican que China, India y la Federación Rusa también incluyen el mayor número de casos de TB multirresistente (TBMR).





[image: image]

Figura 15-6 Prevalencia estimada de infección por VIH en casos nuevos de tuberculosis, por país, 2006.


(De la Organización Mundial de la Salud, Joint United Nations Programme on HIV/AIDS y UNICEF. Towards universal access: Scaling up priority HIV/AIDS interventions in the health sector: Progress report 2008. Ginebra: Organización Mundial de la Salud; 2008.)





En los países desarrollados del mundo, la enfermedad y la mortalidad disminuyeron espectacularmente durante la mayor parte del siglo xx, sobre todo gracias a la mejora de las condiciones de vida y la disminución de las oportunidades de exposición y, más tarde, como consecuencia de la disponibilidad de antibióticos efectivos259. En 1953, en función de la información de los sistemas de declaración obligatoria de la tuberculosis, recién establecidos, la incidencia de la enfermedad en Estados Unidos era de 53 casos por 100.000 habitantes260. Desde 1953 a 1984, las tasas disminuyeron ininterrumpidamente a un ritmo medio del 5,8% al año hasta 9,4 casos por 100.000 habitantes260. Sin embargo, empezando en 1985, esta tendencia decreciente se invirtió, en gran parte como consecuencia de la epidemia emergente de infección por VIH/SIDA pero también por el aumento de la inmigración de individuos procedentes de países con una importante afectación. En los países de Europa Occidental se observaron tendencias similares en la incidencia de la enfermedad (España, aumento del 28% entre 1990 y 1992; Italia, aumento del 27% entre 1988 y 1992; y Holanda, aumento del 19% entre 1987 y 1992)261.


En Estados Unidos, la incidencia de la enfermedad empezó a disminuir de nuevo en 1993 después de emprender acciones agresivas para reforzar los programas de control estatales y locales. En 2008, la tasa de tuberculosis en Estados Unidos (4,2 casos por 100.000 habitantes [12.898 casos]) fue la más baja registrada desde que se inició la notificación nacional de casos en 19538. A pesar de este progreso, la tasa de declive de la incidencia de tuberculosis en Estados Unidos ha sido lenta, desde aproximadamente un 7,3% al año desde 1993 al 2000 hasta el 3,8% durante 2000-2008, y los individuos extranjeros, al igual que las minorías raciales y étnicas, continúan siendo los más afectados. En todo el mundo, el número de nuevos casos ha continuado aumentando, pero, desde 2003, la tasa de incidencia ha disminuido lentamente256.


El resurgimiento de la tuberculosis, que se inició a mediados de la década de 1980, también generó un aumento de la enfermedad multirresistente. En Estados Unidos, ésta se convirtió en el baluarte de las poblaciones de hospitales, prisiones e individuos sin hogar en la década de 19908,257. Las cepas multirresistentes del bacilo han emergido en todo el mundo, y se han documentado casos en alrededor de 90 países262. En 2006, se calculó que habían aparecido casi 500.000 casos258 y la prevalencia es tres veces mayor263. La proporción de casos de TB documentados como multirresistentes varía desde el 0% en diversos países de Europa Occidental hasta más del 35% en algunos de la Federación Rusa. La TB multirresistente es incluso más grave porque estas cepas son prácticamente no tratables, resistentes a los antimicrobianos de primera línea, a las fluoroquinolonas y, como mínimo, a uno de los tres fármacos de segunda línea administrados por vía parenteral para tratar la TB (amikacina, kanamicina o capreomicina). Se han descrito casos de TB multirresistente en alrededor de 50 países de todas las regiones del mundo264,265. Los fármacos usados para tratar a pacientes infectados por cepas resistentes tienen un mayor coste (alrededor de 100 veces más), son tóxicos y menos efectivos, en comparación con los administrados para el tratamiento sistemático262,266. Además, los resultados del tratamiento no son satisfactorios, en especial en regiones con una elevada prevalencia de infección por VIH267, y las tasas de mortalidad se acercan a las de los pacientes con TB antes del advenimiento de los antibióticos264.


Las razones del desarrollo de resistencia antimicrobiana son similares a las de otras enfermedades, en particular la falta de adhesión del paciente al tratamiento pero también la prescripción incorrecta de fármacos y el suministro de fármacos de calidad inferior o inadecuados263. A mediados de la década de 1990, se iniciaron los programas nacionales e internacionales que han tratado de abordar estos problemas, prestando atención al tratamiento de observación directa (TOD), en tandas breves (TODB), la investigación, el acceso a antimicrobianos de segunda línea, y las intervenciones dirigidas a individuos coinfectados por el bacilo y el VIH. Estas estrategias han mejorado el desenlace y han reducido el desarrollo y la transmisión de la resistencia antimicrobiana en muchas regiones, y siguen siendo los componentes básicos de los esfuerzos actuales de Stop TB Partnership, una red global de asociaciones gubernamentales, no gubernamentales y del sector privado que colaboran para detener e invertir la incidencia de tuberculosis en 2015.









Paludismo


Además de la infección por VIH y la tuberculosis, el paludismo sigue siendo una importante amenaza para la salud global, provocando unos 250 millones de casos y alrededor de un millón de muertes anuales268. Más del 85% de los casos y el 90% de las muertes debidas al paludismo se dan en la región africana, sobre todo en el África subsahariana. Otras regiones afectadas incluyen partes de Asia, Oriente Medio, Europa del Este, Centroamérica y Sudamérica, el Caribe y Oceanía269. En 2006, se documentó la transmisión del paludismo en 109 países, entrañando un riesgo para alrededor de la mitad de la población mundial.


El paludismo es una enfermedad parasitaria debida a la infección por una o más especies de Plasmodium, transmitido a través de la picadura de una hembra, infectada previamente, del mosquito de la especie Anopheles, porque los machos no son hematófagos. El parásito necesita dos hospedadores para completar su ciclo. Durante el proceso de hematofagia, el mosquito inocula los esporozoítos al hombre. Éstos infectan las células hepáticas y se multiplican dando lugar a los merozoítos. Más adelante, el parásito invade los hematíes. Cuando el parásito está en la sangre, tienen lugar las manifestaciones clínicas. Sin un tratamiento eficaz, inmediato, puede causar una enfermedad grave, con frecuencia mortal. En individuos que viven en regiones endémicas para el paludismo con una exposición repetida a la infección, con frecuencia, se detecta inmunidad frente al paludismo de características graves. En regiones de exposición menos intensa o intermitente, no se desarrolla inmunidad parcial o no se mantiene, y puede afectar a todos los grupos de edad. La enfermedad afecta de manera desproporcionada a niños pequeños y a mujeres embarazadas no inmunes, que con frecuencia experimentan una anemia grave que puede dar lugar a la muerte. Alrededor del 85% de las muertes por paludismo corresponden a niños menores de 5 años de edad y se calcula que, cada año, fallecen 200.000 lactantes como consecuencia de la infección adquirida durante el embarazo268,270. Los individuos no inmunes procedentes de países sin paludismo, que viajan a regiones de alta prevalencia, también corren un mayor riesgo. Se han producido extensas epidemias tras la introducción del parásito en nuevas regiones después de lluvias importantes o cuando las poblaciones desplazadas que carecen de inmunidad se trasladan a regiones endémicas.


Como consecuencia de los esfuerzos de erradicación efectuados durante las décadas de 1950 y 1960, la enfermedad se eliminó en Europa, regiones de Asia, Estados Unidos y la mayor parte del Caribe271. No obstante, al inicio de la década de 1970, la infección empezó a resurgir en muchas regiones de baja incidencia, incluida Sudamérica y partes de Asia, sobre todo debido a las estrategias ineficaces o ausentes de control del vector. Muchos países con una baja incidencia continúan afectados por el paludismo principalmente debido a los viajes, comercio e inmigración internacionales272-274. En Estados Unidos, en los últimos años, se han documentado anualmente 1.000-1.600 casos, la mayor parte importados de regiones con transmisión conocida de la enfermedad273. Muchos de estos casos se dieron en individuos extranjeros que habían residido en Estados Unidos y regresaban a su país de origen para visitar a sus amigos y familia. En estos individuos, la inmunidad existente podría haber desaparecido durante el intervalo desde que se trasladaron a Estados Unidos. Se ha descrito un número limitado de casos de este país que podrían haberse adquirido a través de la transmisión local275-277, aunque ninguno de estos incidentes ha dado lugar a una transmisión mantenida.


Se sabe que el paludismo en el ser humano se debe a cuatro especies de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae), aunque la mayor parte de casos se deben a P. falciparum y P. vivax. El paludismo por Plasmodium falciparum, que predomina en África subsahariana y el sudeste de Asia, se considera el más importante por sus manifestaciones clínicas de mayor gravedad, elevada frecuencia de resistencia a fármacos y elevada mortalidad. Plasmodium vivax y P. ovale se caracterizan por estadios de inactividad del parásito en el hígado, que puede reactivarse y provocar la enfermedad varios meses o años después de la infección inicial. P. malariae produce infecciones de larga duración y, sin tratamiento, puede persistir en el huésped humano durante años de forma asintomática.


Datos recientes han sugerido que una quinta especie, P. knowlesi, podría ser un importante patógeno zoonótico emergente278. Aunque se sabe que más de 20 especies de Plasmodium infectan a primates, hasta hace poco, sólo rara vez se ha descrito la transmisión del paludismo del simio al ser humano279, y no se consideraba un riesgo sustancial para la salud pública. En una valoración retrospectiva de casos atípicos de paludismo por P. malariae, acontecidos en Malasia desde 2001 a 2006, los investigadores determinaron que el 28% de las 960 muestras correspondía a P. knowlesi278. Se han descrito otros casos de infección en el ser humano por P. knowlesi en Singapur280, la frontera entre Tailandia y Birmania281, Filipinas282 y China283. También se han descrito dos casos en Finlandia y Estados Unidos entre viajeros que regresaban de Malasia y Filipinas, respectivamente284,285.


La evolución de la resistencia farmacológica representa el problema más decisivo en el tratamiento y el control del paludismo, en particular en África257,286,287 (fig. 15-7). En 1976, P. falciparum se había hecho resistente a la cloroquina, un fármaco de bajo coste y efectivo en el sudeste de Asia, y a mediados de la década de 1990, se había documentado resistencia a la cloroquina en todo el mundo. También se ha desarrollado resistencia a los antipalúdicos de segundo nivel, la sulfadoxina-pirimetamina y la mefloquina257,288, lo que ha dado lugar a las recomendaciones de usar un tratamiento antipalúdico de combinación y, en particular, combinaciones con múltiples fármacos usando artemisininas, sobre todo en regiones con paludismo endémico289. Cuando se utilizan correctamente, estos fármacos, derivados de la planta medicinal china Artemisia annua, han sido por completo efectivos en la eliminación del parásito de la sangre. Sin embargo, en diversas regiones, recientemente se ha detectado resistencia al tratamiento de combinación basado en artemisinina290-292, lo que complica aún más los esfuerzos terapéuticos y amenaza el desarrollo de una forma intratable de la enfermedad.
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Figura 15-7 Área de transmisión del paludismo y resistencia a los fármacos antipalúdicos.


Los datos de transmisión del paludismo son de 2007 y de la Organización Mundial de la Salud. Los datos sobre resistencia antimicrobiana son de 2004 y proceden de la Roll Back Malaria Partnership. (De Okie S. A new attack on Malaria. N Engl J Med. 2008;358:2425-2428.)





En la actualidad, los esfuerzos mundiales para controlar el paludismo incluyen una amplia estrategia que utiliza múltiples intervenciones para la prevención, tratamiento y control. Un importante componente incluye el uso de mosquiteras impregnadas de insecticida (es decir, mosquiteras tratadas con insecticida para proteger las camas, que son efectivas durante 3 años), que se ha demostrado que proporcionan importantes beneficios para la salud, incluida una disminución sustancial de la mortalidad infantil en regiones de intensa transmisión del paludismo293. Además de las mosquiteras, las estrategias mundiales dirigidas incluyen el uso de tratamiento de combinación basado en la artemisinina, el uso de insecticidas residuales en el domicilio y la provisión de fármacos preventivos a las mujeres embarazadas. Entre 2004 y 2006, la financiación para el control del paludismo aumentó espectacularmente, sobre todo como consecuencia de las amplias iniciativas globales destinadas a movilizar y a distribuir los recursos y a mejorar los programas nacionales de control del paludismo en las áreas más necesitadas268,294. En 2006, en África se invirtieron más de 688 millones de dólares para combatirlo, sobre todo a través de la financiación de la Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria y los gobiernos de los países africanos268. Se han hecho progresos sustanciales en muchos ámbitos, incluidos desde 2001 a 2007 un aumento de más del 35% en el número de individuos protegidos por mosquiteras impregnadas de insecticida y una disminución de más del 50% de los casos declarados de paludismo en varios países268,287. No obstante, se necesitan esfuerzos adicionales para aumentar la cobertura con mosquiteras, para garantizar la calidad de los fármacos disponibles para los países pobres, al igual que, una vez distribuidos, para garantizar que lleguen a los pacientes que los necesitan.


Una vacuna eficaz contra el paludismo sería un importante progreso para erradicarlo, y, durante más de 50 años, se han ensayado múltiples candidatas tanto en estudios de laboratorio como clínicos. Varios de estos esfuerzos se han destinado al antígeno del circunesporozoíto, presente en la superficie del esporozoíto de P. falciparum, incluida la vacuna RTS,S, que ha demostrado una protección potencial frente a la enfermedad clínica y los nuevos casos de infección cuando se utiliza con un tratamiento adyuvante eficaz295. Los datos más recientes a partir de los ensayos clínicos de la vacuna RTS,S utilizada con el adyuvante AS02D o AS01E han demostrado una eficacia que se acerca al 60%296-298, lo que ha dado lugar a ensayos de fase 3 de la vacuna en 2009 y ha renovado las esperanzas de obtener una vacuna eficaz.
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El descubrimiento de los antibióticos en la primera mitad del siglo xx sigue siendo uno de los más importantes logros de salud hasta la fecha. La disponibilidad y facilidad de administración de estos fármacos ha reducido marcadamente la amenaza de las enfermedades infecciosas, y ha mejorado y salvado millones de vidas. Sin embargo, el desarrollo de resistencia antimicrobiana es inherente al uso de estos fármacos esenciales. A principios de la década de 1930, se observaron cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a las sulfonamidas en hospitales militares299, y, poco después de su introducción y administración en la década de 1940, se detectaron numerosas cepas bacterianas resistentes a la penicilina. Este fenómeno ha continuado e incluso ha ido en aumento: a medida que se han introducido nuevas clases de antibióticos y otros antimicrobianos, pronto han emergido patógenos resistentes, sobre todo debido a las capacidades evolutivas de los microorganismos, pero también propiciadas por la prescripción y administración inapropiadas de esta clase de fármacos, la propensión del huésped y factores ambientales300, sirviendo los ámbitos de asistencia sanitaria de conducto y amplificador de las infecciones resistentes.


Aunque la aparición de resistencia antimicrobiana en las bacterias, virus, hongos y parásitos no es nueva, han coincidido diversos factores continuados convirtiendo la resistencia antimicrobiana en una preocupación sanitaria considerable y que amenaza un retroceso en muchos de los progresos obtenidos contra las enfermedades infecciosas durante el último siglo. El número de microorganismos resistentes aumenta rápidamente y numerosos patógenos han desarrollado multirresistencia antimicrobiana, algunos de ellos incluso con resistencia a todos los antimicrobianos disponibles. Para muchos patógenos muy extendidos, la resistencia frente a los fármacos de bajo coste y efectivos de primera línea ha complicado las opciones terapéuticas y ha requerido la administración de fármacos de segunda y tercera línea, en general, de mayor coste. Para algunos microorganismos gramnegativos panresistentes, los esfuerzos de tratamiento han recurrido a los antimicrobianos más antiguos y más tóxicos, como las polimixinas (p. ej., colistina con o sin rifampicina para las infecciones por Acinetobacter resistentes)301. También se ha producido una ralentización sustancial en la comercialización de nuevos antibióticos (fig. 15-8), en gran parte debido al elevado coste relacionado con el desarrollo de fármacos (estimado en 400-800 millones de dólares por agente aprobado), combinado con un menor porcentaje de recuperación de la inversión para la industria farmacéutica302,303. Además de los márgenes de beneficios desfavorables a partir de los tratamientos en tandas breves como los antibióticos en comparación con los fármacos prescritos para enfermedades crónicas, la falta de incentivos incluyen las políticas que reducen y limitan la administración de antibióticos y las cargas reguladoras de las aprobaciones de nuevos fármacos302,303. Desde 1983 a 2002, la aprobación de nuevos antibacterianos por parte de la Food and Drug Administration estadounidense disminuyó un 56%304,305.





[image: image]

Figura 15-8 Nuevas entidades moleculares antibacterianas sistémicas aprobadas por la Food and Drug Administration estadounidense, por períodos de 5 años.


(Reimpresa de Spelling B, Guidos R, Gilbert D y cols. The epidemic of antibiotic-resistant infections: A call to action for the medical community from the Infectious Diseases Society of America. Clin Infect Dis. 2008;46:155-164.)





Un ejemplo de la gravedad e influencia potencial de la resistencia antimicrobiana es la evolución de la resistencia en Staphylococcus aureus. Este patógeno es una de las causas más habituales de infecciones cutáneas en Estados Unidos. A pesar de que la mayoría de estas infecciones son de carácter menor, S. aureus también provoca enfermedades graves, incluidas infecciones de la herida quirúrgica, infecciones del torrente circulatorio, endocarditis, síndrome del shock tóxico y neumonía.


Las cepas de S. aureus se identificaron como resistentes a la penicilina a mediados de la década de 1940, y con cada nuevo antibiótico usado para tratar estas infecciones, la bacteria ha desarrollado rápidamente resistencia. S. aureus resistente a meticilina (SARM) apareció en los hospitales de Reino Unido en la década de 1960 y, desde entonces, ha aumentado incesantemente306. En Estados Unidos y Reino Unido, el 40-60% de infecciones hospitalarias por S. aureus son resistentes a este antibiótico307. En 2005, alrededor de 94.360 individuos en Estados Unidos desarrollaron infecciones graves (es decir, invasivas) por SARM, y fallecieron más de 18.000 de estos pacientes308. Aunque en la actualidad la vancomicina se considera el tratamiento de último recurso para estas infecciones, durante más de una década se han identificado cepas que manifiestan una resistencia de nivel intermedio o alto al antimicrobiano309-311. Aunque limitadas, estas cepas han suscitado la preocupación de una aparición difundida de infecciones potencialmente graves intratables.


La mayoría de infecciones por SARM, incluido el 85% de las invasivas graves, se adquieren en contextos de asistencia sanitaria, principalmente en poblaciones de edad avanzada y otros pacientes308,312. Sin embargo, desde la década de 1990, las infecciones entre individuos sin una relación con un contexto de asistencia sanitaria, denominadas infecciones por SARM asociadas a la comunidad, se han convertido cada vez más en una causa de infecciones de la piel y los tejidos blandos. Estas infecciones han afectado a individuos jóvenes, sanos, incluidos niños, y algunas se han asociado a una morbilidad sustancial e incluso la muerte. La transmisión de estas infecciones se asocia con un contacto directo piel con piel, con cortes o abrasiones, artículos compartidos como toallas, un estila de vida en condiciones de hacinamiento y la falta de higiene308,313-315. En Estados Unidos, la mayoría de estas enfermedades se deben a una cepa, la USA300, que difiere de las cepas que en general provocan las infecciones asociadas a contextos de asistencia sanitaria316. No obstante, las cepas de SARM asociadas a la comunidad se identifican cada vez más en contextos de asistencia sanitaria308. Aunque las infecciones por SARM causadas por la cepa USA300 son principalmente sensibles a los antibióticos orales, están emergiendo algunas cepas multirresistentes301.


En otros importantes patógenos han aparecido patrones similares de resistencia. Como se ha descrito previamente en este capítulo, la resistencia antimicrobiana ha complicado los esfuerzos terapéuticos instaurados en la infección por VIH/SIDA, tuberculosis, paludismo, gripe y otros patógenos importantes. Los antibióticos de bajo coste, como la penicilina, han dejado de ser eficaces frente a la gonorrea. Además, las cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes a las fluoroquinolonas se han generalizado, en especial en algunas partes de Asia, y se ha descrito una disminución de la sensibilidad a la cefixima317-319. En contextos de asistencia sanitaria, además de SARM, un número cada vez mayor de microorganismos multirresistentes plantean retos terapéuticos y de control. Los enterococos resistentes a vancomicina (ERV), como Enterococcus faecium, son un mayor riesgo entre pacientes inmunocomprometidos, sin que se disponga de tratamiento apropiado para la endocarditis por el patógeno resistente320. Las infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenem o las entereobacterias productoras de carbapenemasa (incluida Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenem) carecen de tratamiento y provocan tasas elevadas de morbilidad y mortalidad entre pacientes con hospitalizaciones prolongadas y en estado crítico, expuestos a dispositivos cruentos, como respiradores o catéteres venosos centrales321,322. Estas especies bacterianas son similares a los estafilococos porque forman parte de las bacterias normales cuyo portador es el ser humano, haciendo que las cepas intratables sean especialmente problemáticas. Otras bacterias gramnegativas que representan un problema creciente para contextos de asistencia sanitarias son Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa, que han demostrado resistencia a prácticamente todos los antimicrobianos307.


Los hospitales y otros contextos de asistencia sanitaria facilitan el desarrollo y la transmisión de infecciones resistentes a los antimicrobianos debido a la concentración de pacientes predispuestos, al elevado número de poblaciones microbianas y a los patrones elevados de administración de antimicrobianos. Por lo tanto, los pasos para reducir la resistencia antimicrobiana requieren esfuerzos concentrados en reducir las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria. En los hospitales norteamericanos, cada año se producen alrededor de 1,7 millones de infecciones que afectan al 5-10% de los pacientes y dan lugar a 99.000 muertes323. Los esfuerzos para reducir estas infecciones y disminuir el desarrollo y la propagación de resistencia antimicrobiana han incluido una estrategia polifacética que comprende la provisión de información a los médicos y a los pacientes, la publicación de directrices específicas del centro, el uso de auditorías, la potenciación de la adhesión a las prácticas de control de las infecciones y la higiene de las manos y el aislamiento apropiado de los pacientes infectados o colonizados324. En Estados Unidos, muchos estados han aprobado leyes que exigen a los hospitales que notifiquen los datos sobre las infecciones (declaración obligatoria) asociadas a la asistencia sanitaria a los departamentos de salud u otras organizaciones estatales. En la mayoría de estos estados los requisitos de la declaración incluyen el uso de la National Healthcare Safety Network (NHSN) de los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC), un sistema de vigilancia accesible en internet que integra sistemas de vigilancia de la seguridad del paciente y del personal sanitario como parte de una estrategia global para reducir las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria.


También son esenciales los esfuerzos para abordar la administración inapropiada de antibióticos con el objetivo de reducir la resistencia antimicrobiana, porque tanto su uso excesivo como el uso insuficiente de antimicrobianos contribuyen a la supervivencia de microorganismos resistentes. Se estima que el 22-65% de antibióticos prescritos son innecesarios o inadecuados para tratar las infecciones325. En los países ricos, la prescripción excesiva por parte de los médicos, combinada con la demanda de antibióticos por parte de los pacientes es habitual, lo que se traduce en un tratamiento innecesario sustancial y un aumento de los costes de asistencia sanitaria. En ámbitos ambulatorios de Estados Unidos se estima que el 55% de todos los antibióticos prescritos para infecciones agudas de las vías respiratorias son innecesarias en función de la proporción de estas infecciones debidas a bacterias326,327. En diversos estudios, el uso de antibióticos se ha relacionado con un aumento de la resistencia328,329 y también se ha demostrado una disminución de la resistencia tras una reducción de su administración330,331, aunque no se comprende con precisión la relación exacta entre la administración de antimicrobianos y la resistencia a ellos305,332,333. Es menos claro el papel que la administración de antimicrobianos en la ganadería y la agricultura desempeña en la resistencia antimicrobiana en el ser humano. Los antimicrobianos son esenciales en el tratamiento de las infecciones de los animales, pero también se añaden a su alimentación tanto para prevenir las infecciones como para favorecer el crecimiento y desarrollo del animal. Este uso de los antibióticos en la alimentación de los animales ha sido prohibido en la Unión Europea y se está examinando cuidadosamente en Estados Unidos307.


Las vacunas representan las soluciones óptimas para afrontar las infecciones, y la resistencia antimicrobiana y la investigación y el desarrollo de nuevas vacunas son una necesidad urgente. Los programas eficaces de vacunación han interrumpido la aparición de cepas resistentes y han impedido la necesidad de administrar nuevos antimicrobianos para enfermedades infecciosas múltiples, lo que ha permitido que la atención se concentrara en enfermedades para las que la resistencia antimicrobiana sigue siendo una importante amenaza para la salud257. Un ejemplo reciente de esta influencia incluye la vacuna conjugada antineumocócica. Durante los últimos años, el uso de esta vacuna no sólo ha reducido tasa de infecciones sino que también ha disminuido la resistencia antimicrobiana al identificar las cepas neumocócicas que son resistentes con más frecuencia334. Una vacuna antiestafilocócica efectiva podría deparar resultados similares para SARM y están en desarrollo diversas vacunas candidatas300.
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La aparición y rápida diseminación mundial del síndrome respiratorio agudo grave, junto con la preocupación creciente por la gripe pandémica, han puesto sobre aviso a la comunidad de salud pública, a los responsables de tomar decisiones políticas tanto nacionales como internacionales y al gran público acerca de la importancia de una sólida capacidad de la salud pública mundial para controlar las amenazas infecciosas. El logro de esta capacidad requiere una inversión y el compromiso de las autoridades de salud pública y la colaboración de investigación tanto dentro de las naciones como entre ellas. Las alianzas pueden crear sistemas de vigilancia, diagnóstico y comunicación vinculados globalmente que pueden reconocer rápidamente las enfermedades insólitas intercambiando información para prevenir su propagación adicional.


La Organización Mundial de la Salud ha desempeñado un importante papel en el establecimiento y soporte de las colaboraciones de salud de todo el mundo. Un importante ejemplo incluye su serie de redes que vinculan las actividades de vigilancia y laboratorio a través de sus estados miembros. La más antigua de estas redes, establecida más de 50 años atrás, es la Global Influenza Surveillance Network335. Esta red, que incluye más de 120 instituciones (reconocidas por la OMS como centros nacionales para combatir la gripe) en más de 90 países y cuatro centros de colaboración con la OMS, contribuye a determinar la composición anual de las vacunas de la gripe y supervisa la aparición de nuevas cepas que podrían dar lugar a una posible pandemia. Otras importantes redes de la OMS incluyen el Global Salmonella Surveillance System (Global Salm-Surv), el Global Project on Anti-tuberculosis Drug Resistance Surveillance y las múltiples redes de laboratorio centradas en las enfermedades prevenibles con vacunas.


En el año 2000, la OMS estableció la Global Outbreak Alert and Response Network (GOARN) para abordar los riesgos de las amenazas infecciosas emergentes y propensas a las epidemias, naturales o como consecuencia del bioterrorismo. Unificando la experiencia de muchas instituciones y redes existentes, la GOARN proporciona un marco operativo que vincula las habilidades, experiencia y recursos necesarios para que la comunidad internacional se mantenga sensibilizada a las posibles epidemias y esté preparada para responder a ellas336. Desde 2000 a 2005, más de 70 equipos de respuesta internacional GOARN, que incluyeron a más de 500 expertos, se desplegaron a las áreas afectadas para ayudar a las autoridades nacionales337.


Entre las múltiples fuentes de información que contribuyen a la red GOARN, cabe destacar la Global Public Health Intelligence Network (GPHIN), un sistema de vigilancia electrónica financiado por la Public Health Agency de Canadá que recopila los informes en internet en múltiples idiomas sobre los problemas de potencial importancia para la salud pública. También están aumentando el desarrollo y el uso de otros sistemas de monitorización de enfermedades basados en webs para mejorar la detección precoz de las amenazas emergentes para la salud338. Así mismo, desempeñan un papel decisivo en la red GOARN las fuentes informales de información, como las organizaciones no gubernamentales, las organizaciones de individuos voluntarios y científicos y médicos individuales. Históricamente, estos individuos, al igual que los miembros del público general, han sido los primeros en observar y documentar enfermedades o síndromes fuera de lo común que han indicado una epidemia inminente. A lo largo de la historia, los profesionales de asistencia sanitaria y de laboratorio han desempeñado papeles centinela en las epidemias de las enfermedades infecciosas, incluidos muchos ejemplos recientes. En 1981, la observación de un técnico de laboratorio de un aumento en las prescripciones de pendamidina, un fármaco utilizado para tratar una forma excepcional de neumonía, fue el indicio de los primeros casos de SIDA en Estados Unidos. El reconocimiento por parte de los médicos de enfermedades respiratorias inusitadamente graves fue la señal del síndrome pulmonar por hantavirus en 1993, y la sospecha de ántrax (carbunco) por parte de personal clínico y de laboratorio en Florida en 2001 sugirió un posible acontecimiento bioterrorista. El 10 de febrero de 2003, un correo electrónico mandado por un médico de ProMed, un programa informal en línea de notificación de enfermedades infecciosas de la International Society for Infectious Diseases, se consideró como la primera indicación de la epidemia global del síndrome respiratorio agudo grave339. Sin embargo, estas observaciones no se han limitado a la comunidad médica y científica. A mediados de la década de 1970, dos madres de Lyme (Connecticut) pusieron en duda lo que se consideraba un número excepcionalmente alto de casos de artritis reumatoide juvenil en su comunidad, lo que dio lugar al descubrimiento de la enfermedad o borreliosis de Lyme, después de relacionar los síntomas de los niños con la picadura de garrapatas, y un oficial preocupado de la American Legion proporcionó la primera indicación a las autoridades sanitarias de la aparición de la enfermedad del legionario340.


Las redes de vigilancia global de la OMS y los países participantes se esfuerzan en seguir las International Health Regulations (IHR), un documento legal que confiere a la OMS la autoridad y exige a sus estados miembros que declaren y controlen las enfermedades infecciosas72,341. La primera IHR se adoptó en 1969, como actualización de las International Sanitary Regulations existentes de 1951. La IHR de 1969 se centraba en el control de seis enfermedades (el cólera, la peste, la fiebre amarilla, la viruela, la fiebre recurrente y el tifus), destinando los esfuerzos al control de las epidemias en las fronteras nacionales. En 1973 y 1981 se hicieron revisiones menores, que se tradujeron en los requisitos de declarar oficialmente tan sólo tres enfermedades (la peste, el cólera y la fiebre amarilla).


En 2003, se estableció un grupo de trabajo intergubernamental abierto a todos los estados miembros de la OMS para completar la revisión necesaria de la IHR de 1969. No modificadas esencialmente durante medio siglo, las regulaciones de 1969 eran de ámbito limitado, al igual que su dependencia de la declaración en el país oficial para poner en marcha una respuesta y su falta de medios oficiales para controlar la diseminación internacional de la enfermedad. Los satisfactorios esfuerzos mundiales usados para contener la epidemia de SRAG de 2003 habían demostrado claramente el valor de estas colaboraciones multilaterales para controlar las amenazas de salud pública, y proporcionaron un impulso adicional a los esfuerzos para revisar las IHR de 1969342.


Las IHR revisadas fueron adoptadas por la Asamblea Mundial de la Salud en 2005 y se hicieron oficiales en 200772. Las regulaciones de 2005 requieren la declaración de todas las emergencias de salud pública de preocupación internacional (PHEIC) que van más allá de las infecciosas para incluir los acontecimientos como consecuencia de amenazas biológicas, químicas o radionucleares, al igual que como consecuencia de catástrofes naturales. Las nuevas regulaciones también incluyen un algoritmo decisional (fig. 15-9) mediante el que los estados miembros pueden valorar los acontecimientos para determinar si reúnen los criterios de PHEIC. Además, las regulaciones exigen que los estados miembros notifiquen a la OMS los casos aislados de viruela, poliomielitis debida al virus de tipo salvaje, síndrome respiratorio agudo grave y gripe humana causada por un nuevo subtipo. Con el objetivo de un control local de las amenazas para la salud, las nuevas regulaciones permiten el uso de la información de vigilancia más allá de la notificación estatal oficial, establecen nuevos requisitos para que los estados miembros respalden los sistemas existentes de vigilancia y respuesta global y desarrollen sistemas proactivos para reforzar las capacidades nacionales e internacionales.





[image: image]

Figura 15-9 Algoritmo decisional para la valoración y declaración de acontecimientos que pueden constituir una emergencia de salud pública de preocupación internacional.


(De la Organización Mundial de la Salud. International Health Regulations (2005), 2.aª ed. Ginebra, Suiza; 2008.)





La última década también ha sido testigo de un aluvión de importantes iniciativas de salud pública global, la mayoría destinadas a controlar las enfermedades infecciosas y muchas con una participación sustancial del sector privado. Un ejemplo destacado es la fundación Bill and Melinda Gates (www.gatesfoundation.org), un esfuerzo de financiación privada que se inició en el año 2000, con el objetivo de reducir las desigualdades sanitarias en todo el mundo y contribuir a satisfacer los retos sanitarios mundiales definidos en los objetivos de desarrollo del milenio del 2000 (www.un.org/millenniumgoals). Para la fundación, las enfermedades prioritarias incluyen la infección por VIH/SIDA, paludismo, tuberculosis, enfermedades prevenibles con vacunas y enfermedades tropicales que pasan desapercibidas. Otras importantes iniciativas de salud mundial que cuentan con financiación gubernamental y no gubernamental incluyen la Global Alliance for Vaccines and Immunizations (GAVI Alliance; www.gavialliance.org) y la Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria (www.theglobalfund.org). En los países más afectados por estos problemas, dos grandes esfuerzos dirigidos por Estados Unidos, el President’s Emergency Plan for AIDS Relief (PEPFAR; www.pepfar.gov) (descrito previamente) y la President’s Malaria Initiative (PMI; www.fightingmalaria.gov), proporcionan un apoyo para la prevención y el tratamiento dirigidos. Más recientemente, la afirmación de la necesidad cada vez mayor de colaboración entre expertos en salud humana y veterinaria para abordar las enfermedades zoonóticas emergentes se ha traducido en el establecimiento de la One Health Initiative (www.onehealthinitiative.com), un movimiento creciente que favorece las actividades interdisciplinarias expandidas a través de todos los aspectos de asistencia sanitaria para el ser humano y los animales. Aunque en los últimos años este concepto ha obtenido un amplio apoyo, desde hace mucho tiempo se reconocen los importantes vínculos entre la salud humana y la salud animal y en realidad fueron el origen de la primera facultad de veterinaria en Lyon, Francia, en el siglo xviii343.


El éxito de la IHR 2005 y de las nuevas iniciativas y las existentes relacionadas con la salud mundial para mejorarla y evitar los riesgos depende en último término de la capacidad del sistema sanitario público local y nacional342. Un primer paso decisivo en estos esfuerzos es garantizar que estos sistemas disponen de personal con una formación apropiada y de centros con material e instrumental adecuados. El desarrollo y la mejoría de las colaboraciones, a través de disciplinas y países, puede expandir la capacidad de los sistemas locales y nacionales y crear una infraestructura global de salud pública capaz de satisfacer los retos que plantean las infecciones emergentes y reemergentes, al igual que otras emergencias de salud pública. Dicha infraestructura también puede mejorar el desarrollo y el uso de nuevas medidas de prevención, vacunas y tratamientos, acciones esenciales para abordar las enfermedades tropicales endémicas y pasadas por alto y mejorar la equidad sanitaria de todo el mundo.
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16 Preparación hospitalaria ante las enfermedades infecciosas emergentes y muy contagiosas


Preparación ante las epidemias o pandemias futuras




Laura M. Lee, David K. Henderson





Los acontecimientos de la pasada década han puesto de manifiesto que los hospitales y centros de asistencia sanitaria tienen una necesidad sin precedentes de prepararse para una diversidad de problemas que tan sólo 10 años atrás se habrían considerado inimaginables1. Destacan la necesidad de un nivel nuevo de preparación de los centros sanitarios, los trágicos acontecimientos del 11 de septiembre de 2001, la liberación deliberada de esporas de Bacillus anthracis como arma de bioterrorismo para provocar en las víctimas que las inhalaron un carbunco pulmonar, la emergencia del virus del Nilo occidental como patógeno en los Estados Unidos, la epidemia del síndrome respiratorio agudo grave (SRAG), la propagación zoonótica de la viruela de los simios en los Estados Unidos, la amenaza de la gripe pandémica y el esfuerzo para vacunar a los trabajadores de asistencia sanitaria frente a la viruela debido a la preocupación por su liberación potencial como agente biológico utilizado en actos de bioterrorismo. El objetivo de este capítulo es valorar lo que hemos aprendido de estos acontecimientos y otros más recientes por lo que respecta a la preparación de nuestros centros ante las emergencias biológicas, hospitalarias y de salud pública y definir algunos de los principios básicos para usar en la preparación de los centros sanitarios para el tratamiento de pacientes infectados por patógenos muy contagiosos.






[image: image] Preparación de los centros sanitarios frente a las emergencias generales


Todos los centros sanitarios deben establecer un plan de preparación ante las emergencias generales basado en una estrategia de control de las emergencias que incluya todos los riesgos2. En estos planes deben proporcionarse detalles sobre cómo la organización mitigará el riesgo de una catástrofe (p. ej., cómo gestionar una amenaza y evaluación de la vulnerabilidad), actividades en las que la organización debe comprometerse para prepararse frente a los acontecimientos (p. ej., simulacros teóricos y reales), detalles sobre cómo responderá la organización durante un acontecimiento real (p. ej., estructura y activación de un centro de mando de los incidentes) y planes de instrucción para el restablecimiento (p. ej., la continuidad de un plan de operaciones). La descripción de los detalles de dichos planes está fuera del alcance de este capítulo; sin embargo, pueden encontrarse guías generales para el desarrollo de planes de preparación en páginas web patrocinadas, tanto públicas como privadas. Ferguson y cols. han identificado 43 páginas web pertinentes para la preparación frente al bioterrorismo tanto para los especialistas en enfermedades infecciosas como para los epidemiólogos3. Clasificaron estas páginas web en varias categorías, incluidas páginas generales, las de información sobre agentes biológicos, información de laboratorio, materiales de consulta para el control de las infecciones, información epidemiológica, información sobre salud mental, recursos sobre preparación, materiales educativos clínicos y públicos y recursos de investigación. La American Medical Association también ha publicado diversos recursos electrónicos, incluido un capítulo sobre respuesta a las emergencias biológicas4.


En el National Institutes of Health (NIH) Clinical Center, se tiene establecido un plan de control de las emergencias y un algoritmo de consulta rápida (fig. 16-1), que está disponible para el personal de todo el centro. El algoritmo contiene información importante sobre la activación del plan, las respuestas iniciales apropiadas, las instrucciones para la evacuación del hospital y la información pertinente a los tipos específicos de emergencias (p. ej., fuego, biológica, radiológica, química y relacionada con explosiones). Estos algoritmos impresos cuelgan de las paredes de cada una de las salas hospitalarias y de asistencia ambulatoria y en todos los departamentos del centro, en lugares muy visibles. Aunque no describen todas las eventualidades, estos algoritmos contienen información básica fácilmente accesible que el personal puede utilizar tanto para su formación como para una orientación ante una emergencia. Merecen una discusión más detallada diversos aspectos de la preparación.
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Figura 16-1 Algoritmo para abordar las emergencias utilizado en el National Institutes of Health Clinical Center.








Comunicación


El aspecto individual más importante de la respuesta eficaz ante una emergencia es la capacidad de comunicación efectiva y fiable tanto a través del propio centro como con otras organizaciones (p. ej., autoridades de salud pública tanto locales como regionales, estatales y nacionales, según sea adecuado). Son partes esenciales de cada estrategia de preparación ante las emergencias un plan de comunicaciones detallado que incluya la creación de un centro de comunicaciones institucional, un centro de mando/control y una red de comunicaciones local y regional. La figura 16-2 es una representación esquemática de los elementos estructurales del plan de comunicaciones del NIH Clinical Center. En su planificación de la preparación ante las emergencias, las organizaciones deben designar procesos e infraestructuras redundantes de las comunicaciones para garantizar que la información decisiva, con independencia de la emergencia, se comunica de modo eficaz.
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Figura 16-2 Representación esquemática de un plan de comunicación organizativo ante las urgencias/emergencias.


NIH, National Institutes of Health; SMU, servicios médicos de urgencias.




Una responsabilidad básica del centro o institución es garantizar que los que integran la organización (p. ej., pacientes, visitantes, familiares y comunidad local y regional) tienen acceso a una información que es precisa, actual y comprensible. Un centro de comunicaciones o relaciones públicas de la organización es un excelente recurso para designar e implementar un proceso que proporcione eficazmente información precisa a la comunidad.









Apoyo a los pacientes y a la comunidad


Jamás se debe subestimar la influencia psicológica que las catástrofes tanto provocadas por el hombre como naturales tendrán en los individuos, pacientes, familiares, personal, visitantes y miembros de la comunidad5 y debe incluirse en el plan de preparación hospitalaria ante las emergencias. Los hospitales deben establecer activamente un centro de información que proporcione un lugar donde los familiares, visitantes y/o otros individuos puedan acceder a la información y dispongan de un apoyo apropiado. La clave del éxito de este centro es dotarlo de personal con conocimientos y experiencia en el tratamiento de individuos en situaciones de crisis y que sepan adónde pueden derivar a estas personas para un apoyo y asistencia adicionales. En nuestro centro, los psiquiatras de los National Institutes of Mental Health y los asistentes sociales del Clinical Center proporcionan apoyo experto para esta función. Los centros deben crear planes detallados para mantener esta área. Como mínimo, estos planes deben incluir lo siguiente: lugar o lugares adecuados para utilizar como centro de reunión, personal que trabajará en esta área y será responsable de dicho apoyo, cómo fluirá la comunicación del centro de comando a esta área, cómo se tomarán decisiones para comunicar la información al personal de esta área, qué medios de comunicación estarán disponibles para compartir la información y los procedimientos para reclutar voluntarios.









Estrategia de equipo


Para poder responder apropiadamente a las situaciones de emergencia, los centros han de crear equipos que puedan actuar rápidamente y con decisión ante los acontecimientos cuando requieran una acción urgente o inmediata. Estos equipos deben formarse estratégicamente para incluir a profesionales que posean una amplia variedad de competencias, incluida la experiencia en temas de seguridad, epidemiología hospitalaria, enfermedades infecciosas, gestión de los edificios, sistemas de información, enfermería, medicina, aplicación y cumplimiento de las leyes, seguridad contra incendios, administración hospitalaria, economía y recursos humanos, farmacia, manipulación de materiales, relaciones públicas y comunicación. Aunque los hospitales no pueden planificar todas las contingencias posibles, pueden establecer sistemas y procesos que tengan la flexibilidad suficiente para permitir una respuesta rápida a los diferentes tipos de emergencias. Una vez se haya constituido el equipo, la institución debe practicar la implementación y la gestión de las respuestas a los diferentes tipos de emergencias. En esta planificación preacontecimiento son componentes decisivos de la preparación ante las emergencias los simulacros teóricos y reales de las catástrofes. Los simulacros de las respuestas son un componente esencial de la formación y preparación del personal6; proporcionan una comprensión muy útil sobre lo que funciona y lo que no es eficaz y contribuyen a identificar qué sistemas y procesos han de rediseñarse, reconfigurarse o reestructurarse para optimizar la respuesta de la institución.









Capacidad de reacción y flujo de pacientes


En el proceso de planificación de la preparación ante las emergencias, un problema que deben abordar los servicios de urgencias y la administración de los hospitales es la identificación de la capacidad de reacción del centro y de la comunidad7-9. Por diversas razones, el establecimiento de la capacidad de reacción adecuada es un obstáculo importante en la planificación de la preparación eficaz ante las emergencias10. Las instituciones y los centros de asistencia sanitaria comunitarios han de establecer estrategias para el tratamiento de un número elevado de pacientes que presentan infecciones epidémicas o posibles exposiciones, al igual que otros tipos de víctimas. Cada hospital debe establecer planes para crear la máxima capacidad de reacción posible que incluya planes para el traslado de pacientes, el alta de los que puedan ser dados de alta, cancelando los ingresos y los procedimientos programados, poniendo en funcionamiento unidades que estaban fuera de servicio y estudiando los sistemas institucionales de control del aire y de infraestructuras para valorar la capacidad de atender a un número elevado de pacientes con enfermedades altamente contagiosas (v. más adelante). Nunca se hará el hincapié suficiente en la importancia de comprender el flujo de pacientes en el hospital durante una emergencia aguda, ya sea infecciosa o no infecciosa. El desarrollo de la capacidad para proporcionar asistencia urgente a los pacientes que llegan en la segunda o tercera oleada de una epidemia o catástrofe, cuyo estado con frecuencia es más grave que los de la primera oleada, es parte clave de la preparación ante las emergencias. De forma parecida, el centro debe colaborar estrechamente con otras organizaciones sanitarias, con las autoridades de salud pública de la comunidad local y de la región geográfica para establecer una estrategia comunitaria o regional para el control de las víctimas.
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La preparación para una epidemia de una enfermedad infecciosa muy contagiosa representa un reto importante para los centros de asistencia sanitaria. En este apartado se abordarán tanto la importancia como la estrategia de la vigilancia sindrómica para detectar los brotes, el diagnóstico rápido, el establecimiento de controles, las normas y procedimientos administrativos y las estrategias de contención para los pacientes expuestos y para los infectados.


Por diversas razones, hemos seleccionado el SRAG y la epidemia de SRAG como ejemplos de enfermedad epidémica que requiere intervenciones sustanciales de los hospitales para prevenir la propagación de la infección. Las razones de prestar atención al SRAG son las siguientes: la epidemia del síndrome brindó la oportunidad más reciente de evaluar la eficacia de las intervenciones modernas, fue hospitalaria (en especial, en Canadá) y, por último, al inicio del brote se desconocía la epidemiología de la infección, aunque, precozmente en el curso de la epidemia, aparecieron pruebas de su propagación a través del aire.






Vigilancia sindrómica para la detección de brotes


En una tentativa para detectar las epidemias nuevas lo antes posible, los centros de Estados Unidos han establecido técnicas de vigilancia sindrómica destinadas a identificar las agrupaciones (clusters) de las infecciones con la idea de que estos sistemas pueden proporcionar indicios precoces a los servicios de urgencias hospitalarios de que puede estar aconteciendo una epidemia11-17. Para emprender la vigilancia sindrómica se han utilizado diversas estrategias diferentes, pero uno de estos sistemas, establecido conjuntamente por diversos planes sanitarios y los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC), proporciona una cobertura nacional que incluye a más de 20 millones de asociados al plan. Este sistema se establece para valorar el recuento diario de individuos que presentan síndromes específicos en regiones geográficas definidas. El sistema protege la privacidad médica de los individuos afectados y requiere una inversión menor de tiempo que los sistemas de notificación similares17. El uso de estos sistemas de vigilancia sindrómica muy probablemente hará posible que los centros compartan información sobre la epidemia potencial con mucha mayor rapidez de lo que ha sido posible hasta ahora, y, por tanto, aumentará el intervalo de oportunidad para controlar la transmisión de estas infecciones. La experiencia con la epidemia de SRAG y otras catástrofes naturales recientes ha demostrado la utilidad clínica de la estrategia de vigilancia sindrómica18-21, aunque algunas autoridades han argumentado que la educación y formación pueden ser tan eficaces, o incluso más, que estos sistemas de vigilancia, destacando que los médicos informados pueden identificar mejor las epidemias18.









Detección y diagnóstico rápidos


En el ámbito de la asistencia sanitaria, quizás la estrategia individual más importante para el control de las enfermedades infecciosas muy contagiosas es mantener un elevado índice de sospecha de estos diagnósticos. Las infecciones emergentes contagiosas y por microorganismos con la posibilidad de una propagación epidémica, como consecuencia de las infecciones naturales o como resultado de actos de bioterrorismo, se citan en la tabla 16-1. Las limitaciones de espacio no permiten una descripción detallada de los aspectos de control y respuesta pertinentes a cada uno de estos agentes; sin embargo, éstos se abordan en los capítulos correspondientes de este libro y, además, en las publicaciones médicas se describen de forma detallada las respuestas de salud pública específicas para la viruela, peste, carbunco, tularemia, botulismo, poliomielitis y fiebres hemorrágicas víricas22-32.


Tabla 16-1 Patógenos muy contagiosos y agentes biológicos usados como armas en bioterrorismo






	Agente o enfermedad






	Categoría A






	Carbunco, Bacillus anthracis
Botulismo, Clostridium botulinum (toxina)
Peste, Yersinia pestis
Viruela, virus de la viruela humana
Tularemia, Francisella tularensis
Fiebres hemorrágicas víricas (filovirus [p. ej., Ébola, Marburg] y arenavirus [p. ej., Lassa, Machupo])






	Categoría B






	Brucelosis (Brucella spp.)
Toxina [image: image] de Clostridium perfringens
Entrañan riesgos a través del consumo de alimentos
 Salmonella spp.
 Escherichia coli O157:H7
 Shigella spp.
Muermo, Burkholderia mallei
Melioidosis, Burkholderia pseudomallei
Psitacosis, Chlamydophila psittaci
Fiebre Q, Coxiella burnetii
Toxina de Ricinus communis (semillas de la planta)
Enterotoxina B estafilocócica
Tifus, Rickettsia prowazekii
Encefalitis víricas (alfavirus [p. ej., encefalitis equina de Venezuela, encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental])
Entrañan riesgos a través de la ingestión de agua
 Vibrio cholerae
 Cryptosporidium parvum







	Categoría C






	Enfermedades infecciosas emergentes:
 Virus Nipah
 Hantavirus






	No citados en las categorías de los CDC (pero con un potencial epidémico sustancial)






	Gripe pandémica
Síndrome respiratorio agudo grave (SRAG) por coronavirus
Ortopoxvirus diferentes del virus de la viruela (p. ej., causante de la viruela del simio)






	Definiciones






	Categoría A






	Propagación o transmisión rápida de persona a persona
Puede dar lugar a tasas elevadas de mortalidad y posible importante influencia en salud pública
Puede ser causa de pánico entre la población y de desórdenes sociales
Requiere una acción especial para la preparación de todas las esferas de salud pública






	Categoría B






	Propagación moderadamente rápida
Da lugar a tasas moderadas de morbilidad y tasas bajas de mortalidad
Requiere incrementos específicos de la capacidad diagnóstica y un aumento de la vigilancia de la enfermedad






	Categoría C






	Incluye patógenos emergentes que pueden producirse por ingeniería genética para su propagación masiva
Amplia disponibilidad
 Facilidad de producción y diseminación
Posibilidad de tasas altas de morbilidad y mortalidad e importante influencia en salud pública







Adaptada de los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC). Emergency Preparedness and Response. Bioterrorism Agents/Diseases (by category). Disponible en http://emergency.cdc.gov/agent/agentlist.asp


Para todas estas enfermedades infecciosas, el mantenimiento de un elevado índice de sospecha, en particular en contextos epidémicos, facilitará el uso inmediato y apropiado de estrategias de aislamiento y contención cuando estos pacientes se presenten en el hospital. El personal del servicio de urgencias debe conocer particularmente estos diagnósticos, porque representa la primera línea de defensa institucional. Claramente, los mayores riesgos de transmisión nosocomial y profesional de estas enfermedades infecciosas epidémicas se producen cuando no se sospecha el diagnóstico y el paciente índice no se diagnostica o aísla apropiadamente. Una de las lecciones más importantes aprendidas a partir de la epidemia de SRAG es que se propagó a los profesionales sanitarios principalmente cuando no se valoró el diagnóstico del caso índice, el paciente no se aisló apropiadamente y los profesionales sanitarios no usaron procedimientos adecuados de aislamiento, incluidos los dispositivos de protección personal (descritos más adelante). Aunque el diagnóstico rápido sigue siendo un problema importante en muchos contextos epidémicos, las tecnologías avanzadas han hecho que los exámenes diagnósticos rápidos para muchos de estos patógenos sean una realidad33-39. Estos incluyen el desarrollo de un análisis fluorogénico de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (TaqMan), que puede detectar patógenos potenciales (p. ej., Francisella tularensis en los tejidos de ratones infectados)36 utilizando un termociclador portátil, manual de fluorescencia, diseñado para usar sobre el terreno. Los estudios posteriores han demostrado el potencial enorme de uso de esta tecnología en un servicio de urgencias en la identificación rápida de agentes biológicos usados como armas de bioterrorismo40. En cualquier caso, el mantenimiento de una vigilancia y un elevado índice de sospecha de las enfermedades infecciosas contagiosas deben convertirse en la prioridad máxima para los centros sanitarios de Estados Unidos, porque esta estrategia proporcionará la defensa de primera línea más eficaz frente a la propagación nosocomial de estos microorganismos. Otras estrategias nuevas, como el análisis aleatorio con PCR múltiple41, también pueden proporcionar un acceso rápido al diagnóstico genómico de los patógenos.









Normas, procedimientos y controles administrativos


La principal preocupación en el tratamiento de pacientes con una enfermedad contagiosa en el hospital es la propagación al personal, a otros pacientes, visitantes y familias de pacientes por una exposición nosocomial o profesional. Aunque, en la década de los ochenta, los primeros días de la epidemia del virus de la inmunodeficiencia humana/síndrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH-SIDA) nos enseñaron cómo abordar los riesgos de transmisión desconocidos en el hospital, la epidemia de SRAG de 2002-2003 quizás fue incluso más instructiva. En aquel momento, la mayoría de centros sabían que estaban hospitalizando a pacientes con SIDA, los CDC habían proporcionado información razonablemente clara sobre la epidemiología y las vías de transmisión de la enfermedad y, como mínimo, algunas indicaciones iniciales sobre la magnitud del riesgo de transmisión profesional y nosocomial. Desde su identificación inicial, la infección por VIH-SIDA pareció ser una enfermedad infecciosa de transmisión hemática y sexual. La valoración precoz de la epidemiología del VIH sugirió que el riesgo de transmisión profesional y nosocomial era posible; no obstante, los riesgos y las vías de transmisión parecían similares, o, quizás incluso sustancialmente más reducidos, que el riesgo conocido de infección profesional por otros patógenos transmitidos por vía hemática. Inicialmente, el tratamiento de pacientes infectados por VIH se asoció a una ansiedad considerable entre el personal hospitalario. No obstante, en el contexto de asistencia sanitaria, la formación y educación de los miembros del personal acerca de los riesgos a medida que se conocieron, y su comprensión de las similitudes epidemiológicas de la nueva enfermedad con las de otros patógenos transmitidos por vía hemática, prevalentes durante mucho tiempo (y que seguían entrañando un riesgo sustancial), proporcionaron el marco apropiado para reflexionar sobre la nueva enfermedad.


Al contrario, la epidemia de SRAG representaba para los hospitales una enfermedad con una epidemiología menos clara y, a un cierto nivel, quizás incluso más temible. La mayoría de casos parecían haberse transmitido por contacto personal directo (es decir, de forma similar a las infecciones conocidas por coronavirus o rinovirus humanos); sin embargo, también se dieron casos en los que el número de individuos expuestos fue infectado por los llamados superpropagadores42,43. En China, Hanoi, Hong Kong y Toronto muchos de los individuos infectados, cuando no la mayoría, eran profesionales sanitarios42,44-52. Debido a la epidemiología menos clara, la posibilidad de propagación a través de las gotitas respiratorias o aerosoles y de los riesgos evidentes para el personal hospitalario, profesionales sanitarios53,54 y el gran público55, se generó una preocupación sustancial acerca del potencial de una propagación incontrolable del síndrome en instituciones sanitarias y en la comunidad.


Sin duda, la liberación intencionada de determinados agentes biológicos que representan una amenaza como el bioterrorismo (p. ej., patógenos causantes de la peste, viruela, tularemia y quizás los de las fiebres hemorrágicas víricas [v. tabla 16-1]) desencadenaría una respuesta comunitaria y hospitalaria similar, cuando no mayor. Debido a la posible situación caótica asociada a la presencia de pacientes infectados por cualquiera de estos tipos de patógenos en los hospitales, todos los centros deben establecer normas y procedimientos para abordar a aquéllos con enfermedades muy contagiosas en el hospital. En la tabla 16-2 se proporcionan ejemplos de las normas establecidas específicamente para estos pacientes en el NIH Clinical Center.


Tabla 16-2 Problemas, normas y procedimientos para la atención de pacientes hospitalizados con enfermedades muy contagiosas






	
Control de la infección, aislamiento y equipo de protección personal
Procedimientos de aislamiento estricto (o, por otra parte, categorías especiales de aislamiento que aborden aspectos exclusivos de la enfermedad, p. ej., «precauciones respiratorias especiales» para los pacientes con SRAG); para el SRAG los CDC recomiendan una combinación de «precauciones estándares», «precauciones de contacto» y «precauciones de transmisión aérea»63,76.
Procedimiento para disponer de personal supervisor que garantice el cumplimiento con los procedimientos de control de la infección e identifique posibles transgresiones de la técnica que puedan traducirse en oportunidades de propagación nosocomial.
Procedimiento para identificar el equipo protector personal apropiado y técnicas para usarlo (colocación, uso y retirada), adecuadas a la enfermedad, incluidos procedimientos para examinar la adaptación de los respiradores, según sea pertinente45,64.
Procedimientos para el manejo de las infraestructuras (es decir, optimizar el aislamiento y la manipulación del aire).
Procedimientos especiales para el control de las infecciones quirúrgicas (v. texto).
Procedimiento para la vigilancia y detección de las exposiciones e infecciones entre el personal que participa en la asistencia de pacientes con enfermedades infecciosas epidémicas71.
Procedimiento para tratar al personal sanitario con exposiciones a pacientes con la enfermedad epidémica, incluido el uso de baja laboral y cuarentena, si es necesario.
Procedimiento para el aislamiento de un edificio, planta o área geográfica significativa en el hospital para proveer asistencia a un elevado número de pacientes infectados al mismo tiempo que los otros pacientes no corren riesgos.
Procedimientos para limitar los visitantes y procedimientos para supervisar la fiebre y los síntomas respiratorios entre pacientes hospitalizados y visitantes.
Procedimientos para un examen de cribado y selección del personal y visitantes en busca de signos y síntomas de la enfermedad epidémica72.






	
Asistencia a los pacientes
Procedimiento para subdividir la asistencia de individuos infectados con enfermedades muy contagiosas.
Procedimiento para la provisión de una asistencia sin riesgos, es decir, por individuos que no están en el equipo de asistencia inmediata (p. ej., los expertos necesarios) para entrar en la sala de aislamiento.
Procedimientos de control de la infección en reanimación de urgencia (es decir, código azul).
Procedimiento para los estudios radiológicos esenciales (u otras técnicas de imagen), incluidas técnicas para la descontaminación de películas y material.
Procedimientos de asistencia ambulatoria para pacientes que no requieren hospitalización o que precisan visitas de seguimiento.
Procedimientos para las visitas sobre el terreno, cuando sea apropiado.
Procedimientos para anatomía patológica y patología quirúrgica (incluidos procedimientos para autopsias70).
Procedimientos para intubación endotraqueal, inducción de esputo, lavado nasofaríngeo y otros con capacidad importante de formación de aerosoles65.






	
Flujo de pacientes
Procedimiento para la llegada de los pacientes (de preferencia un algoritmo) que incluya información sobre traslado interhospitalario.
Procedimientos de ingreso.
Procedimiento para el traslado intrahospitalario de pacientes.
Procedimientos para colaborar con las autoridades de salud pública y con los hospitales del entorno para abordar el tratamiento conjunto de un número elevado de pacientes en un contexto epidémico.






	
Procedimientos de laboratorio
Procedimientos de procesamiento y manipulación de muestras sin riesgos68,77.
Procedimientos para el transporte adecuado de muestras de laboratorio (es decir, microbiología, química, hematología, inmunología y transfusión).






	
Limpieza, desinfección y esterilización
Procedimientos especiales de esterilización y desinfección, incluidos procedimientos para la limpieza y desinfección de endoscopios y broncoscopios.







En el contexto de una epidemia (p. ej., epidemia de SRAG), los centros de las regiones afectadas por la epidemia deben establecer estrategias para controlar la fiebre y los síntomas respiratorios tanto del personal como de los pacientes hospitalizados y las visitas (si se permiten), y deben mantener un alto grado de vigilancia y una supervisión continuadas, incluso después de que la epidemia parezca remitir. Este índice de sospecha muy elevado debe aplicarse sistemáticamente, no sólo a todos los pacientes, incluidos los ingresados por razones distintas de las relacionadas directamente con la epidemia, sino también a todos los miembros del personal que manifiesten cualquier signo o síntoma de la enfermedad. Si no se aplica este índice de sospecha, es probable que esto contribuya a la propagación de la infección, como ocurrió en la segunda oleada de la epidemia de SRAG en Toronto en 200347.
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Algunos de los problemas, normas y procedimientos específicos descritos en la tabla 16-2 merecen que se describan con una mayor atención. Quizás lo más importante es el uso apropiado de precauciones de aislamiento.


La experiencia a partir de la epidemia de SRAG en 2002-2003 ha demostrado que el uso de técnicas de aislamiento apropiadas para estos pacientes puede dar lugar a la contención satisfactoria de la infección en el hospital, incluso en países con recursos muy limitados para el control de las infecciones. En la epidemia de 2002-2003, el síndrome pareció transmitirse principalmente por el contacto directo persona a persona con casos (posibles) de propagación a través de las gotitas respiratorias asociados a superpropagadores. El establecimiento de estrategias que limiten la oportunidad de propagación nosocomial y que hagan hincapié en el aspecto de control de la infección se convierte en la medida operativa primaria para los centros que abordan directamente la epidemia. El diseño y la implementación de procedimientos adecuados de aislamiento para las enfermedades contagiosas son decisivos para la contención hospitalaria de estas infecciones. En el contexto de una posible epidemia, las estrategias de aislamiento deben adaptarse específicamente a las circunstancias de la infección o de la epidemia.


Como norma, la estrategia emprendida por el NIH Clinical Center es empezar con unas guías conservadoras y, acto seguido, relajarlas a medida que la información fiable sugiera que no entraña riesgos. Por ejemplo, nuestro primer paciente con SIDA fue hospitalizado en abril de 1981, antes de la identificación del síndrome. Cuando conocimos que el síndrome parecía representar una epidemia de una enfermedad infecciosa transmisible, establecimos unas guías conservadoras de aislamiento para el tratamiento de estos pacientes. A medida que se hizo evidente la epidemiología de la enfermedad cuya transmisión era la vía hemática y sexual, modulamos y rediseñamos las guías para reflejar esta nueva información.


De forma parecida, al principio de la epidemia de SRAG en 2002-2003, mientras nos preparábamos para ingresar a los pacientes en el hospital y anticipábamos nuestra participación en protocolos de investigación clínica para estudiar la patogenia, inmunopatogenia e historia natural del síndrome, el personal expresó una ansiedad sustancial acerca de los riesgos que los pacientes con esta enfermedad potencialmente muy contagiosa entrañaban para aquéllos con un grave inmunocompromiso ingresados en el Clinical Center. Desarrollamos una nueva categoría de aislamiento, llamada precauciones respiratorias especiales (fig. 16-3), para usar en la asistencia de estos pacientes (y otros infectados por patógenos transmitidos de forma parecida), e impartimos una formación extensa al personal acerca de la transmisibilidad, epidemiología y estrategias eficaces de prevención de este nuevo síndrome.
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Figura 16-3 Cartel que describe las normas de aislamiento utilizado en el National Institutes of Health Clinical Center para pacientes que requieren precauciones especiales de aislamiento.




Debido a la notable representación de personal sanitario entre las personas infectadas por el coronavirus del SRAG45,47,51,56-61, también establecimos una norma que requería una subdivisión del personal de atención primaria (es decir, la restricción para que atendieran a pacientes infectados o no infectados, pero no a ambos). Destinamos un área en dos unidades donde estos pacientes pudieran permanecer ingresados sin riesgos y creamos áreas próximas para el personal, de modo que la asistencia a los pacientes con SRAG incluyera una interacción muy limitada con el personal que atendía a otros pacientes (p. ej., en el puesto de enfermería). Esta estrategia también sería práctica para otras enfermedades contagiosas epidémicas, como una pandemia de gripe.


El uso de equipos de protección personal apropiados es otro importante aspecto de cualquier estrategia eficaz para contener las enfermedades infecciosas en los hospitales. Las guías generales para el uso de equipos de protección personal se incluyen en las guías globales de control de las infecciones de los CDC62,63. Las estrategias específicas para usar el material protector personal deben adaptarse a lo que se conoce sobre los riesgos y vías de transmisión de la enfermedad en cuestión. Debido a la preocupación inicial acerca de la posibilidad de transmisión a través del aire y las gotitas respiratorias del coronavirus, al principio, recomendamos el uso de una protección respiratoria muy conservadora (p. ej., uso sistemático de respiradores/purificadores de aire para la asistencia de estos pacientes). Inicialmente, los CDC recomendaron la utilización de los respiradores N-95 (o N-99 o N-100) para la asistencia de los pacientes con el síndrome64, pero más tarde también afirmaron que, para ciertos procedimientos asociados a un elevado riesgo de formación de aerosoles (p. ej., intubación endotraqueal, broncoscopia), podía ser aconsejable el uso de mayores niveles de protección (p. ej., los mencionados respiradores)65.


Un componente importante de cualquier programa de protección respiratoria en un hospital es garantizar que los miembros del personal conocen los equipos de protección respiratoria usados y están acostumbrados a su utilización. Para todos los respiradores es esencial un programa que verifique la adaptación para garantizar que los profesionales conocen cómo funcionan los dispositivos y cómo pueden garantizar una seguridad máxima64. En el caso de las mascarillas N-95, N-99 y N-100, un componente esencial de la seguridad y de su uso efectivo es la obtención de un sellado facial. En la epidemia de SRAG de Toronto, algunas infecciones entre profesionales sanitarios fueron consecuencia del uso inapropiado o ineficaz de los respiradores «equivalentes al N-95»45. Aunque utilizaron unas mascarillas equivalentes a la N-95, algunos casos de transmisión nosocomial del virus se atribuyeron a la falta de protección del personal sanitario frente a la contaminación por las gotitas respiratorias a través de las mucosas oculares45. Por tanto, si se elige una mascarilla N-95 para este tipo de aislamiento, también debe utilizarse protección facial o gafas protectoras oculares. Cuando la información disponible clarifica la epidemiología nosocomial e identifica los riesgos de un superpropagador, los centros pueden relajar las guías iniciales. Aunque en la experiencia inicial con este virus el riesgo primario de propagación pareció ser el contacto personal directo, algunas infecciones acontecieron en el hotel Metropole de Hong Kong66 y en hospitales de Toronto45,56, en ausencia de contacto directo. Una vez más, para estos casos, no pudo excluirse la transmisión a través del aire, y, por esta razón, en nuestro hospital decidimos que inicialmente era más prudente mantener una estrategia conservadora.


Debido al riesgo de propagación ambiental de muchos patógenos infecciosos, como el coronavirus del síndrome, sugeridos en algunos casos nosocomiales y en el complejo de apartamentos de Amoy Gardens de Hong Kong66, el uso de precauciones de contacto supervisadas estrechamente debe formar parte de cualquier estrategia de control de la infección. Para atender a estos pacientes, el personal debe usar guantes y bata y al retirarlos manipularlos con cuidado para reducir el riesgo de contaminación. Debido a la preocupación de la posible contaminación accidental, también diseñamos e implementamos un puesto de enfermera supervisora para pacientes que requerían este nivel de precaución de aislamiento. Dicha enfermera ejerce su actividad en el vestíbulo, recupera el material necesario del personal que trabaja en la sala, supervisa el cumplimiento con los procedimientos de control de las infecciones, mantiene un registro del personal que entra en la sala, al igual que las horas de entrada, y le comunica la posibilidad de contaminación o las interrupciones de la técnica que pueden haber ocurrido. Recientemente, usamos una modificación de esta estrategia como componente de una estrategia polifacética para controlar la propagación y, en último término, erradicar de nuestro hospital Acinetobacter baumannii multirresistente, otro patógeno que podría establecer un reservorio ambiental sustancial en los hospitales.


Se ha demostrado que diversos patógenos epidémicos, incluido el coronavirus del SRAG, son razonablemente estables en el ambiente66. Por tanto, existe la clara posibilidad de propagación ambiental o a través de los fómites. Aunque el virus del SRAG parece ser relativamente estable (para un virus ARN) en el ambiente, es muy vulnerable a la mayoría de desinfectantes o antisépticos disponibles comercialmente66. Debido al riesgo de propagación ambiental o por fómites para estos pacientes, siempre que sea posible deben utilizarse material y utensilios desechables. Cuando sea posible, los dispositivos usados para la asistencia a los pacientes (p. ej., estetoscopios) deben dedicarse exclusivamente a un paciente aislado individual; si han de reutilizarse en otros pacientes, se prestará especial atención a su limpieza y desinfección tras el uso en casos epidémicos67.


Otros aspectos del control de las infecciones que es preciso considerar cuidadosamente en un contexto epidémico incluyen la manipulación de las muestras de laboratorio y el procesamiento de estas muestras68,69, al igual que los procedimientos de anatomía patológica (p. ej., autopsias y muestras quirúrgicas)70.
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Los hospitales, en particular los que participan directamente en el tratamiento de pacientes infectados durante una epidemia, deben establecer estrategias para la detección y control de la infección en el personal que participa en la asistencia de estos pacientes, al igual que los expuestos accidentalmente a los pacientes infectados71. Estas estrategias deben ser conservadoras y basarse en los conocimientos sobre la epidemiología y vías de transmisión del patógeno epidémico. Es esencial la vigilancia de los trabajadores sanitarios que atienden a pacientes infectados por patógenos muy contagiosos, que se propagan potencialmente por vía aérea, a los que manipulan muestras de estos pacientes o a los trabajadores que se encuentran en el mismo entorno por tres razones. En primer lugar, la vigilancia proporcionará un mecanismo para garantizar que los trabajadores que manifiestan síntomas de la infección reciben la asistencia adecuada. En segundo lugar, los identificados como infectados pueden aislarse para prevenir la transmisión a la familia, a pacientes, a otros miembros del personal y a los visitantes. En tercer lugar, estas actividades de vigilancia probablemente serán una garantía para los trabajadores sanitarios que proporcionan asistencia directa en estas circunstancias.


Los hospitales deben establecer estrategias que garanticen que pueden identificar a todo el personal que entra en las salas de pacientes infectados por patógenos muy contagiosos o que participan en su asistencia en otras partes del hospital. Los que atienden a pacientes infectados, manipulan muestras de éstos, o trabajan en lugares próximos a los pacientes deben recibir instrucciones para notificar a sus supervisores, al igual que al programa de medicina laboral o al personal de epidemiología del hospital, la aparición de signos o síntomas compatibles con la infección. El hospital también debe monitorizar al personal sanitario en busca de un aumento de absentismo. Por último, como se ha mencionado, los hospitales deben documentar inmediatamente las agrupaciones de las infecciones respiratorias a las autoridades sanitarias locales y estatales.


En la epidemia de SRAG en Hong Kong, Singapur, Hanoi, Beijing y Toronto, el personal sanitario que desarrolló el síndrome transmitió la infección a los pacientes y al personal hospitalario, en particular antes de que se reconociera la presencia de una epidemia institucional. Por esta razón, los miembros del personal que experimentan una exposición a patógenos epidémicos requieren una baja laboral durante el período de incubación (en el caso del SRAG, como mínimo de 10 días). Con respecto al SRAG, los CDC han recomendado que el personal sanitario expuesto no limite sus actividades fuera del ámbito de asistencia sanitaria, pero que se someta a una vigilancia activa en busca de síntomas, incluida la determinación de la temperatura corporal dos veces al día y la supervisión en busca de síntomas respiratorios durante 10 días después de la exposición71. Durante la epidemia del síndrome se produjeron infecciones a pesar del uso de procedimientos apropiados de control45. Por tanto, el personal sanitario que atiende a pacientes infectados por patógenos muy contagiosos, además de seguir las precauciones apropiadas, debe conocer el posible desarrollo de otros síntomas relacionados con la epidemia, y recibir instrucciones para que supervise su temperatura corporal como mínimo dos veces al día, concurrentemente y durante 10 días después de la última exposición a estos pacientes. El personal del área de prevención de riesgos laborales o epidemiología hospitalaria del centro debe hablar con regularidad con estos miembros del personal durante su participación en la asistencia de estos pacientes y durante 10 días después del último contacto con un paciente infectado por un patógeno muy infeccioso, formulando preguntas específicas sobre las características de los síntomas de la epidemia en curso71. Cualquier miembro del personal sanitario supervisado de esta forma que desarrolle síntomas relacionados con la epidemia debe seguir las instrucciones proporcionadas por el experto en prevención de riesgos laborales. Por ejemplo, para las exposiciones al SRAG, si un trabajador expuesto desarrolla fiebre o síntomas respiratorios o ambos al cabo de 10 días de la exposición, recibirá instrucciones para permanecer en su domicilio y notificar de inmediato su estado clínico al especialista en prevención de riesgos laborales (o su equivalente). Si requiere una valoración clínica, se establecerán planes de antemano con el personal hospitalario para garantizar que los pacientes, personal y visitantes no experimentan una exposición como consecuencia de la visita de este miembro del personal. Los que cumplan la definición de caso de un síndrome infeccioso muy contagioso y que puede propagarse por vía aérea, deben someterse a cuarentena hasta como mínimo 10 días (o durante más tiempo si el síndrome del paciente así lo requiere) tras la resolución de todos los signos y síntomas. Al mismo tiempo, se harán todos los esfuerzos posibles para garantizar que el miembro infectado del personal recibe la mejor asistencia disponible.


Los casos en los que los datos sean menos claros, por ejemplo, cuando el trabajador sanitario no cumpla con la definición de caso, o la enfermedad se resuelva rápidamente, deben ser tratados para reducir a un mínimo los riesgos. Las recomendaciones actuales de los CDC sugieren que el personal, cuya enfermedad mejore o se resuelva al cabo de 72 horas del inicio de los síntomas, reanude su actividad tras la consulta apropiada con el experto en epidemiología hospitalaria y las autoridades de salud pública locales71. Si la enfermedad del trabajador no cumple la definición de caso de los CDC pero el individuo presenta síntomas persistentes, la asistencia debe individualizarse. Con respecto al SRAG, los CDC han recomendado que las precauciones se continúen durante al menos 72 horas adicionales71. A pesar de que la experiencia clínica con estos estudios ha sido limitada, las pruebas serológicas o la detección con PCR del ARN vírico pueden contribuir a clarificar los casos que no cumplan la definición de caso de vigilancia45.


Un caso especial es aquél en el que los síntomas del trabajador se inician mientras éste se encuentra trabajando. Una vez más, el tratamiento debe adaptarse al síndrome de la infección epidémica. Usando el modelo del SRAG, el personal que desarrolle síntomas en el trabajo debe tomar las medidas siguientes:



1. Uso inmediato de una mascarilla quirúrgica.



2. Notificación inmediata al supervisor, personal de prevención de riesgos laborales y personal de epidemiología del hospital de modo que puedan iniciar la investigación del brote.



3. Abandonar de inmediato las áreas de asistencia de los pacientes.
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La educación/formación del personal, de los pacientes y visitantes son decisivas para una asistencia sin riesgos de los pacientes infectados por patógenos muy contagiosos. Especialmente en las situaciones en las que no se conozcan por completo la epidemiología, las vías de transmisión y la transmisibilidad, nunca se hará el suficiente hincapié en el papel de las sesiones educativas continuadas para el personal, donde se destaquen los conocimientos sobre la enfermedad, al igual que las medidas que se están instituyendo para aumentar al máximo la seguridad y reducir a un mínimo los riesgos. Los pacientes ingresados en el hospital por otras razones también pueden manifestar una ansiedad considerable acerca de los riesgos para sí mismos y su familia. Las estrategias educativas, incluido el desarrollo de materiales educativos e incluso las presentaciones didácticas breves destinadas al público general, con un tiempo suficiente para la discusión, son estrategias útiles para explicar cómo se afrontan los riesgos.


La comunicación de los nuevos hallazgos y cuestiones con el personal institucional es esencial para poder continuar proporcionando una asistencia de alta calidad en un ámbito hospitalario. Al igual que en el caso de la epidemia de VIH en la década de 1980, los miembros del personal se sentirán más tranquilos si tienen la confianza de que el hospital compartirá todas las cuestiones nuevas tan pronto como las conozca, aunque la información no sea esperanzadora. Si el personal carece de confianza en el liderazgo institucional, la provisión de asistencia eficaz a los pacientes con enfermedades infecciosas muy contagiosas y a los pacientes con enfermedades infecciosas para las que no se conocen por completo la epidemiología y la transmisibilidad, probablemente será muy problemática cuando no imposible.









[image: image] Examen de cribado: lista de la asistencia de pacientes y de los visitantes


Cuando se suscita la preocupación de la posibilidad de propagación epidémica de una infección (como aconteció durante la epidemia de SRAG), los hospitales deben establecer procedimientos de cribado para todos los individuos que entran en el hospital61. No se ha identificado una estrategia que sea más efectiva que otra. Durante la epidemia de SRAG, en algunos países, todos los individuos que entraban en el país eran sometidos a un cribado agresivo en busca de fiebre, síntomas respiratorios y un viaje reciente a regiones conocidas por tener una propagación epidémica del síndrome. En otros países simplemente proporcionaban un folleto de información a los individuos que procedían de una región conocida por tener una propagación epidémica donde se les indicaba cómo supervisar la enfermedad y la conducta a seguir en el caso de que desarrollaran síntomas compatibles con los de SRAG.


En algunos hospitales, en particular aquéllos en regiones que experimentaron el auge de la epidemia, adoptaron una estrategia agresiva para el personal sanitario que atendía a estos pacientes, supervisando a estos individuos en busca de fiebre y síntomas respiratorios. Otros hospitales se basaron en medidas de autocribado y autoderivación. En la figura 16-4 se ilustra un ejemplo de un cartel con medidas de autocribado creado en el Johns Hopkins University Hospital, que se modificó para usar en el NIH Clinical Center. Como mínimo, los hospitales han de establecer guías y procedimientos para la realización de este cribado, al igual que algoritmos para el tratamiento de aquéllos cuyo resultado sea positivo72.
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Figura 16-4 Cartel para el examen de autocribado usado en el National Institutes of Health Clinical Center para ayudar a identificar a los pacientes en riesgo de infección por el coronavirus del SRAG.


(Modificada de un cartel similar usado en el Johns Hopkins Hospital, por cortesía de Johns Hopkins Medicine/Max Boam y Trish Perl, M.D., y utilizada con autorización.)
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El control sin riesgos de los pacientes infectados por patógenos contagiosos depende en gran parte de la integridad de las infraestructuras de control de las infecciones de un hospital. En condiciones óptimas, el hospital debe tener habitaciones de aislamiento de presión negativa donde puedan ser ingresados estos pacientes. En la figura 16-5 se muestra un diagrama esquemático de una habitación de aislamiento y un dibujo de la circulación de aire. En la tabla 16-3 se citan las características importantes de una habitación de aislamiento ideal. No todos los centros disponen de medios de aislamiento que satisfagan este ideal. En particular en instituciones que carecen de estas habitaciones, los miembros del personal del programa de epidemiología del hospital deben conocer las características exclusivas de tratamiento del aire de su propia institución. Específicamente, el personal debe saber si su hospital usa aire recirculado o dispone de un sistema por conducto único. Si el sistema implica la recirculación del aire, además, si se filtra y, en caso afirmativo, ¿con qué técnica? Por otra parte, los miembros del personal deben saber cómo optimizar las características de las infraestructuras de su propia institución. Si la presión en las habitaciones/salas de los pacientes es positiva con respecto al aire del pasillo, ¿se pueden hacer negativas colocando un ventilador de ventana en la habitación o regulando el flujo de aire o aumentando los volúmenes de aire extraídos73? El personal debe determinar la dirección del flujo de aire a la sala o desde la sala y hasta las habitaciones y desde las habitaciones individuales. Por ejemplo, en nuestro antiguo edificio hospitalario, en general el aire circulaba hacia arriba por los huecos del ascensor, recorría hacia abajo las unidades de asistencia de pacientes desde el vestíbulo central del ascensor en ambas direcciones y después salía por el extremo distal de las unidades a través de grandes rejillas de extracción. El personal debe planificar las respuestas y las estrategias de aislamiento en función de las características de su propio centro. En caso de un ataque bioterrorista o de una epidemia que se propague rápidamente, puede ser necesario que el hospital trate a un número significativo de pacientes con enfermedades contagiosas. Para abordar este tipo de problema, el personal debe conocer qué componentes de su hospital (edificios separados, plantas o áreas geográficas específicas) pueden aislarse eficazmente del resto del centro para poder proporcionar asistencia a un elevado número de pacientes infectados.
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Figura 16-5 A, Diagrama esquemático de una habitación de aislamiento del nuevo Mark O. Hatfield Clinical Research Center (NIH, Bethesda, Md) que ilustra la antesala/vestíbulo. B, Interpretación artística del plan de ventilación de la habitación de aislamiento del nuevo NIH Clinical Research Center.




Tabla 16-3 Aspectos de la infraestructura hospitalaria relacionados con la atención de las infecciones contagiosas transmitidas por aerosoles o el aire






	Características óptimas de las habitaciones de aislamiento para pacientes con enfermedades infecciosas que pueden ser transmitidas por el aire o por aerosoles:






	


1. Cada habitación de aislamiento del paciente debe tener una antesala (v. fig. 16-5).



2. Estas habitaciones deben tener una presión negativa constante (es decir, la presión de la habitación del paciente es negativa respecto a la antesala; la de la antesala es negativa con respecto al pasillo).



3. Los gradientes de presión del pasillo con respecto a la antesala y de la antesala con respecto a la habitación del paciente deben estar controlados constantemente (de manera óptima con alarmas sonoras y documentación visual del gradiente).



4. Tratamiento de aire de un solo paso (es decir, no reciclado)*.



5. Al menos 12 cambios de aire por hora.



6. De manera óptima, el aire entra cerca del techo de la habitación y sale a través de rejillas no obstruidas cerca del suelo.



7. Espacio para la producción de presión negativa.



8. Área de presión negativa (o si no segura) para operaciones (si es necesario).










* En caso de recirculación del aire es necesaria una filtración HEPA antes de su retorno.


Las instituciones también deben planear algunas contingencias inesperadas. Por ejemplo, algunos pacientes infectados por patógenos muy contagiosos pueden requerir procedimientos quirúrgicos urgentes. Los quirófanos tienen presión positiva en relación con el entorno, de modo que el hospital debe establecer estrategias para proveer asistencia urgente sin que entrañe un riesgo para los otros pacientes y el personal. Las soluciones creativas incluyen desarrollar una capacidad para hacer que las salas inmediatamente adyacentes al quirófano de presión positiva sean de presión negativa con respecto al entorno exterior. Cuando las habitaciones adyacentes sean de presión negativa, el aire potencialmente contaminado puede ser expulsado directamente al exterior. El personal no debe entrar en estas áreas adyacentes a menos que sea absolutamente necesario, y en estos casos sólo cuando utilice equipo protector personal apropiado.


Los centros de asistencia ambulatoria, las clínicas y los servicios de urgencias tienen problemas exclusivos con respecto a los medios de aislamiento (v. más adelante, «Problemas especiales»).
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Otro problema que ha de considerarse y planificarse cuidadosamente es el movimiento de pacientes con enfermedades muy contagiosas por el hospital y, cuando sea necesario, de un lado a otro del mismo. Como estrategia de reducción de riesgos se limitará el movimiento de estos pacientes hasta el mayor grado posible. Cuando los pacientes deban abandonar sus habitaciones de aislamiento para someterse a procedimientos o exámenes, su movimiento debe estar controlado estrictamente y es necesario mantener un aislamiento óptimo. En nuestro hospital hemos generado algoritmos para el traslado de estos pacientes (p. ej., hasta el departamento de diagnóstico por imágenes o el quirófano) en el caso de que surjan circunstancias clínicas que requieran imperiosamente su traslado. La clave para un traslado satisfactorio de estos pacientes es la comunicación eficaz entre miembros del personal. El personal del Clinical Center ha establecido procedimientos para usar un dispositivo de aislamiento con filtro de aire de alta eficiencia (HEPA) (Demistifier, Peace Medical, Orange, NJ; fig. 16-6) para el traslado de pacientes con una infección o posible infección por patógenos contagiosos y con la posibilidad de una propagación a través de aerosoles o de gotitas respiratorias. Aunque la eficacia de estos dispositivos en la reducción del riesgo de transmisión aérea de patógenos no se ha demostrado, parecen proporcionar una medida adicional de contención de microorganismos muy contagiosos.
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Figura 16-6 Dispositivo de aislamiento móvil con filtración de partículas de aire (HEPA) de alta eficiencia, destinado al traslado de pacientes con enfermedades contagiosas.


(Demistifier, Peace Medical Inc., Orange, NJ.)
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Las decisiones sobre la estrategia institucional para los visitantes deben tomarse acontecimiento por acontecimiento. Entre los factores que han de considerarse en el establecimiento de normas hospitalarias se encuentran la influencia psicológica de limitar las visitas al paciente y a la familia, la facilidad de propagación de la infección, los riesgos para otros pacientes del hospital, los riesgos para el personal hospitalario que puede exponerse accidentalmente y los riesgos de acelerar la propagación comunitaria de la infección. En función de éstos y otros factores, el NIH Clinical Center ha adoptado la norma de «prohibidas las visitas» para pacientes infectados por el coronavirus del SRAG y probablemente adoptaría una norma similar para cualquier otra enfermedad infecciosa contagiosa con la posibilidad de propagarse por vía aérea, como mínimo, mientras los pacientes estén infectados y sean potencialmente contagiosos. Otros hospitales han adoptado una estrategia similar y la consideran eficaz47. Nunca se pueden subestimar los efectos psicológicos de esta norma para los pacientes, como los asociados a someterse a un aislamiento para una enfermedad infecciosa, haberse expuesto a una enfermedad contagiosa epidémica y a experimentar una enfermedad con pocas opciones de tratamiento, por no mencionar la dramáticamente alta tasa de mortalidad. Se harán los mayores esfuerzos posibles para proporcionar apoyo psicológico al paciente y al personal que participa en su asistencia. La experiencia de la epidemia de SRAG nos ha enseñado que la influencia psicológica de estas enfermedades, incluido el miedo, la depresión, los sentimientos de soledad, aburrimiento, remordimientos, resentimiento y preocupación por los efectos de la cuarentena y el contagio a miembros de la familia y amigos, puede ser devastadora54,74.


Si en un hospital se toma la decisión de permitir las visitas durante una epidemia en curso, deberá tomar medidas para el cribado y la selección cuidadosa de estas visitas en el momento de su llegada al centro72,73.
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Merece la pena destacar con más detalle algunos aspectos relacionados con la provisión de asistencia en el contexto de una epidemia de una enfermedad infecciosa muy contagiosa, incluidos los relacionados directamente con la asistencia ambulatoria o el servicio de urgencias y con la estrategia del hospital ante los medios de comunicación cuando acontece una epidemia.






Aspectos del servicio de urgencias y de la asistencia ambulatoria


Debido a las dificultades para ejercer un control estricto sobre los entornos respectivos, los servicios de urgencias y de asistencia ambulatoria plantean problemas específicos con respecto a la contención de la propagación de las enfermedades infecciosas a través de aerosoles o de gotitas respiratorias. Por consiguiente, los hospitales han de establecer criterios de cribado y de selección de pacientes en presencia de un riesgo de transmisión72,73. En el contexto de una epidemia en curso es preciso solicitar un autoexamen de cribado de los individuos que entren en el hospital (v. fig. 16-3), pero el personal también debe someterse a un cribado estricto con cada nuevo paciente o visitante que entre en el hospital.


Durante la epidemia de SRAG, numerosos hospitales de todo el mundo colgaron en lugares visibles carteles de advertencia fuera de los servicios de urgencias y de las áreas de asistencia ambulatoria donde se notificaba la epidemia a los pacientes, se citaban los criterios de cribado y se animaba a los individuos con criterios positivos (p. ej., fiebre o síntomas respiratorios) a usar una mascarilla quirúrgica antes de entrar en el centro. Algunos hospitales proporcionaban mascarillas antes de la entrada en el centro para aumentar la eficacia de esta estrategia. Para el proceso de cribado es necesario establecer criterios que sean lo más sensibles posible72,73. La mejor defensa contra la propagación de una epidemia es un elevado índice de sospecha de las enfermedades epidémicas. La contención de la epidemia depende sobre todo de la precoz identificación e implementación de medidas de control pertinentes de la infección.


Numerosos servicios de urgencias y de asistencia ambulatoria carecen de medios de aislamiento adecuados. El personal de estos servicios debe colaborar con el programa de epidemiología del hospital para definir los patrones de la circulación del aire en sus servicios respectivos. Una vez se conozcan, debe designarse la mejor área disponible de aislamiento y se debe formar al personal para que someta a aislamiento a los pacientes que cumplan los criterios del cribado. Durante la epidemia de SRAG de 2002-2003, aunque la infraestructura no era la ideal, el inicio de medidas de aislamiento y el uso de estrategias adecuadas de control de la infección en último término se tradujeron en la contención de la enfermedad en los hospitales de todo el mundo.


Los hospitales también han de establecer procesos para el tratamiento sin riesgos de los pacientes con pruebas positivas del cribado y sometidos a aislamiento. Los profesionales sanitarios deben usar indumentaria apropiada para la infección que están tratando de contener. Deben establecer procedimientos que aborden el tratamiento de estos pacientes, con independencia de que sean dados de alta y puedan recibir un seguimiento a distancia, puedan ser tratados brevemente en el servicio de urgencias, trasladados a otro centro, o ser ingresados en una sala de aislamiento del hospital.









Atención de los medios de comunicación


La atención de los medios de comunicación es un importante reto para el personal hospitalario cuando la institución participa en la asistencia de pacientes con enfermedades infecciosas fácilmente transmisibles o mal definidas. Los aspectos importantes de la atención de los medios de comunicación son los siguientes: 1) decidir cuáles son los dos o tres componentes más importantes del mensaje principal que el hospital debe transmitir al público, es decir, qué partes de los datos transmiten la información más importante al público general; 2) idear un plan de atención de los medios de comunicación que garantice que un número limitado de portavoces (de preferencia uno) presenten el mensaje del hospital del modo más sistemático y constructivo posible, y 3) garantizar que, cuando surjan problemas y cuestiones difíciles, el portavoz reanudará el mensaje tras proporcionar la respuesta más equilibrada posible a la pregunta difícil. La persona que interaccione con los medios de comunicación debe contestar de forma breve y clara, ser lo más sincera posible, tratar de enmarcar el riesgo desde una perspectiva que el público general pueda entender, y ser capaz de identificar a otros expertos que puedan corroborar su descripción de los problemas75. El desarrollo de una relación antagónica con los medios de comunicación o hacerles caso omiso carecerá de utilidad, para los medios de comunicación y para el hospital.
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El clínico y el microbiólogo han de trabajar juntos de modo activo para realzar al máximo el valor clínico de las pruebas de microbiología diagnóstica. Lamentablemente, la tendencia actual de consolidar los servicios de laboratorio y de trasladarlos fuera ha hecho que sea más difícil una comunicación oportuna en el tiempo entre el personal del laboratorio y los médicos que atienden a los pacientes1. Además, estos cambios han aumentado el tiempo entre la recogida de la muestra y el procesamiento en el laboratorio, con lo que posiblemente compromete la integridad de la muestra y retrasa la disponibilidad de los resultados críticos de las pruebas. Estos cambios, junto con las medidas de reducción de gastos, hacen más importantes si cabe que trabajen en colaboración el médico de enfermedades infecciosas y el microbiólogo. Se deben reconocer y considerar las siguientes expectativas en relación con las responsabilidades del microbiólogo y del clínico (tabla 17-1).


Tabla 17-1 Alianza entre el microbiólogo y el clínico






	
Responsabilidades del microbiólogo:



• Establecer un laboratorio que se ajuste a los estándares reguladores



• Mantener una relación de pruebas que responda a las necesidades de los médicos



• Establecer una relación con un laboratorio externo para la realización de pruebas infrecuentes, caras o sofisticadas que no pueden realizarse en el laboratorio



• Mantener un programa de control de calidad que asegure la exactitud de todas las pruebas ofrecidas



• Proporcionar una relación de pruebas apropiadas y accesibles que incluya los tiempos límite y los tiempos de procesamiento hasta la obtención del resultado analítico, así como unas directrices sobre recogida y traslado de muestras



• Mantener un sistema informático efectivo para reconocer la recepción de muestras, las pruebas en marcha y el informe de resultados; la notificación inmediata al médico de los resultados críticos debe ser un componente de un sistema de comunicación global



• Publicación periódica de los patrones de sensibilidad antimicrobiana en relación con las bacterias aisladas más comúnmente en el centro



• Debe establecer un sistema de almacenamiento a corto plazo de todas las muestras y de almacenamiento a largo plazo de los aislados importantes para facilitar pruebas adicionales en caso necesario









	
Responsabilidades del clínico:



• Mantener el conocimiento de la relación de las pruebas del laboratorio y de las directrices de la recogida y traslado de muestras al mismo



• Alertar al laboratorio cuando se busca un microorganismo específico (p. ej., microorganismo de difícil crecimiento o muy patógeno)



• Dar prioridad a peticiones de pruebas cuando se recoge una cantidad limitada de muestra



• Establecer una comunicación abierta con el director del laboratorio cuando no quedan satisfechas las necesidades por la relación de pruebas existente










El laboratorio tiene que garantizar que en su funcionamiento cumple con todos los requerimientos reguladores actuales (Clinical Laboratory Improvement Amendments [CLIA]), incluidas la comprobación inicial y la validación continua de los procedimientos que utiliza el laboratorio2-4. La participación en los estudios de auditoría externa, programa eficaz de control de calidad, y el empleo de referencias establecidas de control de calidad pueden garantizar la exactitud de los resultados de las pruebas de laboratorio. Es esencial reducir al mínimo los costes de las pruebas para conseguir un funcionamiento eficiente del laboratorio, pero ha de hacerse sin compromiso significativo de la calidad de los resultados. La relación de pruebas ofrecidas por el laboratorio debe ser suficiente para satisfacer las necesidades en la atención al paciente. La selección de estas pruebas y la disponibilidad de pruebas infrecuentes deben quedar determinadas después de comentarlas con los miembros clave del personal médico, y deben ser revisadas a medida que cambien las necesidades en la atención al paciente. Si se desvía la realización de pruebas infrecuentes, caras o sofisticadas a un laboratorio externo, el microbiólogo debe asegurar que se mantiene una supervisión apropiada de estas pruebas remitidas fuera de modo que no quede comprometida su precisión. El microbiólogo debe proporcionar al personal médico una relación de las pruebas ofrecidas, incluidos los tiempos límite para recepción de muestras y tiempos hasta la obtención del resultado analítico de las pruebas. Debe disponerse de normas para la recogida de muestras adecuadas, traslado de las muestras hasta el lugar donde se efectúan las pruebas y políticas del laboratorio (p. ej., límites del número de muestras que pueden ser remitidas para una prueba específica; lista de patógenos investigados de modo habitual en los coprocultivos). Lo ideal es que pueda disponerse de la relación de pruebas y de las normas en el sistema informático del hospital e integrada con la solicitud de pruebas por medios electrónicos. El sistema informático debe documentar la recepción de muestras en el laboratorio, proporcionar un registro de las pruebas en marcha y notificar los resultados preliminares y finales. El microbiólogo debe coordinar con los miembros clave del personal médico una política de notificación telefónica inmediata de resultados críticos de las pruebas de laboratorio como hemocultivo positivo o cultivo de otros líquidos normalmente estériles y de cultivos de tejidos. Además, el microbiólogo y el personal médico deben elaborar normas para la notificación de los resultados de sensibilidad antibiótica en relación con bacterias, micobacterias y hongos. Se puede utilizar la publicación periódica de los patrones de sensibilidad antimicrobiana en relación con las bacterias más comunes para guiar el tratamiento empírico5. Por último, debe establecerse un sistema de almacenamiento a corto plazo de todas las muestras y otro a largo plazo de los aislados importantes para facilitar pruebas adicionales en caso necesario.


Las responsabilidades del clínico, particularmente del médico de enfermedades infecciosas, incluyen la adquisición de una comprensión sustancial de la relación de pruebas del laboratorio, de las normas de recogida y del traslado de muestras, y de los procedimientos de las pruebas. El clínico debe conocer las muestras adecuadas y las pruebas diagnósticas para la detección de patógenos específicos y estar preparado para alertar al personal del laboratorio cuando se considera un microorganismo específico de difícil crecimiento (p. ej., Corynebacterium diphtheriae, Bartonella spp.) o muy patógeno (p. ej., Francisella tularensis, Mycobacterium tuberculosis resistente, Coccidioides immitis). El clínico ha de estar también preparado para conceder prioridad a la solicitud de pruebas cuando sólo pueda recogerse una cantidad limitada de muestra. En esta situación, los comentarios con el director del laboratorio pueden facilitar la modificación de las prácticas que en él se realizan de forma habitual para optimizar el proceso de las pruebas (p. ej., selección de medios y de condiciones de las pruebas para optimizar la recuperación de bacterias y de hongos en un número limitado de medios). También es importante la comunicación con el director del laboratorio cuando no queden satisfechas las necesidades de pruebas clínicas por la relación de pruebas existente o por el tiempo de entrega de los resultados de éstas, cuando una norma del laboratorio causa problemas a la atención al paciente, o cuando los resultados de las pruebas no concuerdan con el cuadro clínico del paciente.


Una dificultad inevitable a la que se enfrentan tanto el microbiólogo como el clínico es la continua revisión de la nomenclatura taxonómica, particularmente en relación con las bacterias y los hongos. Gran parte de la reorganización taxonómica en la actualidad en marcha viene motivada por nuestra mayor capacidad para clasificar los microorganismos según la relación genética, que fue demostrada inicialmente por hibridación de ADN pero ha sido perfeccionada por los estudios avanzados de genética molecular evolutiva6,7. Las ventajas del empleo de procedimientos genómicos para clasificar e identificar los microorganismos son una mayor precisión que si se emplean las pruebas fenotípicas tradicionales y una mejor comprensión de la relación entre los microorganismos de reciente descripción y la enfermedad. Las desventajas de este enfoque son los retos prácticos de recordar una lista en rápida expansión de nuevos nombres (tabla 17-2) y las dificultades que ello significa para realizar investigaciones en la literatura médica. Afortunadamente, se puede acceder en Internet (http://www.bacterio.cict.fr/) a una lista actualizada de todos los nombres válidamente publicados de bacterias, así como de los nombres históricos de los microorganismos. El International Committee of Taxonomy of Viruses publica una base de datos similar en relación con los virus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm), pero no disponemos de listas similares en relación con hongos o parásitos.


Tabla 17-2 Cambios recientes en la taxonomía bacteriana






	Nueva clasificación

	Clasificación previa






	Acidovorax delafieldii

	Pseudomonas delafieldii






	Achromobacter denitrificans

	Alcaligenes denitrificans






	Achromobacter xylosoxidans

	Alcaligenes xylosoxidans






	Aggregatibacter actinomycetemcomitans

	Actinobacillus actinomycetemcomitans






	Aggregatibacter aphrophilus

	Haemophilus aphrophilus






	Burkholderia gladioli

	Burkholderia cocovenenans






	Capnocytophaga canimorsus

	Grupo DF-2 CDC






	Capnocytophaga ochracea

	Grupo DF-1 CDC






	Delftia acidovorans

	Pseudomonas (Comamonas) acidovorans






	Dysgonamonas capnocytophagoides

	Grupo DF-3 CDC






	Elizabethkingia meningoseptica

	Chryseobacterium (Flavobacterium) meningosepticum






	Helicobacter bilis

	Flexispira rappini (Flexispira taxón 8)






	Klebsiella granulomatis

	Calymmatobacterium granulomatis






	
Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae


	Klebsiella ozaenae






	
Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis


	Klebsiella rhinoscleromatis






	Pseudomonas luteola

	Chryseomonas (Pseudomonas) luteola






	Pseudomonas oryzihabitans

	Flavimonas (Pseudomonas) oryzihabitans






	Ralstonia pickettii

	Burkholderia (Pseudomonas) pickettii






	Raultella ornithinolytica

	Klebsiella ornithinolytica






	Rautella planticola

	Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena






	Streptococcus gallolyticus

	Streptococcus bovis







La epidemiología hospitalaria es otra área de interés compartido en relación con el servicio de microbiología y los médicos del control de infección hospitalaria. Aunque un programa de vigilancia hospitalaria puede monitorizar las tasas de infección y la falta de cumplimiento de las normas de prevención de la infección, el componente más efectivo en cualquier programa de control de la infección es la vigilancia —por parte del microbiólogo y del clínico. El microbiólogo tiene la perspectiva de ver todos los microorganismos aislados de los pacientes en todo el hospital y puede ser el primero en reconocer una pequeña agrupación de microorganismos. El clínico tiene también una perspectiva —la capacidad de valorar la probabilidad de que una infección en su paciente sea nosocomial. El trabajo en conjunto del microbiólogo y del clínico desempeña un papel importante para guiar la investigación de un brote potencial.


En las siguientes secciones se resumen las directrices para la selección, recogida y traslado de muestras, seguidas de una presentación de los procedimientos generales que se utilizan para procesar dichas muestras y detectar e identificar microorganismos con importancia médica.
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Consideraciones generales


La selección de la muestra y de pruebas apropiadas para la detección de un microorganismo responsable de la enfermedad del paciente es el objetivo final. Si se sospecha un patógeno específico, la selección de la muestra apropiada en relación con la prueba diagnóstica específica es sencilla; sin embargo, el diagnóstico diferencial no es tan sencillo. Generalmente se considera una variedad de patógenos, lo que aumenta los tipos de muestras que han de ser recogidas y el número de pruebas solicitadas. Aunque este hecho puede no plantear un problema si es suficiente la cantidad de la muestra (p. ej., orina, heces, esputo expectorado), sí puede presentar un problema significativo si la cantidad es limitada o si es difícil obtener la muestra (p. ej., biopsia de tejido). Así, el médico tiene la responsabilidad de considerar cuidadosamente los patógenos potenciales y las pruebas diagnósticas que deben ser solicitadas. El médico tiene también la responsabilidad de asegurar de que se recoge la muestra en el recipiente apropiado y se transporta al laboratorio rápidamente. El microbiólogo tiene la responsabilidad de proporcionar unas instrucciones apropiadas y fácilmente accesibles y materiales para la recogida y traslado de las muestras.


La selección de las muestras apropiadas depende de múltiples factores. Si la prueba diagnóstica es el aislamiento del microorganismo en cultivo, la muestra debe contener microorganismos viables y se deberá tener cuidado para evitar que cualquiera de los microorganismos puedan suprimir o crecer en exceso sobre el patógeno o confundir la interpretación del cultivo. Idealmente, las muestras deberán ser recogidas antes de la administración de antimicrobianos. Debe recogerse un volumen adecuado de muestra para aumentar al máximo la recuperación del patógeno, así como un número adecuado de muestras si el microorganismo se halla presente de modo transitorio (es decir, hemocultivos para la detección de bacteriemia o fungemia). La microscopia es un método rápido pero típicamente insensible e inespecífico para la detección de patógenos. Así, si la cantidad de la muestra es limitada, ha de sopesarse el valor de la microscopia con la necesidad de otras pruebas diagnósticas. Si la microscopia es la prueba diagnóstica primaria (p. ej., examen de extensiones de sangre periférica para plasmodios, babesia, borrelia), puede que haya que examinar múltiples muestras con técnicas de tinciones especificas o de microscopia. La selección de muestras apropiadas para la detección de antígenos microbianos viene determinada por el patógeno sospechado. Por ejemplo, el líquido cefalorraquídeo (LCR) sería apropiado para el diagnóstico de meningitis criptocócica, pero se debe recoger LCR y orina para el diagnóstico de meningitis neumocócica. Igualmente, las muestras óptimas para el diagnóstico de neumonía por Legionella son el líquido de lavado bronquial para cultivo y la orina para la prueba antigénica. Las pruebas serológicas son útiles si la extracción de sangre está bien programada en el tiempo para que coincida con el nivel máximo de anticuerpos o para demostrar un aumento significativo en los anticuerpos. Dado que estos niveles pueden variar según los diferentes patógenos, las recogidas de muestras deben ser coordinadas cuidadosamente para optimizar su utilidad y no como una ocurrencia tardía cuando nos veamos ante resultados negativos de pruebas iniciales.


El traslado de las muestras al laboratorio de microbiología ha de hacerse con rapidez, lo que es particularmente importante en el procesamiento de las peticiones urgentes. El laboratorio ha de determinar de qué modo y con qué frecuencia se deben entregar las muestras y debe monitorizar periódicamente este proceso para asegurarse de que la entrega se produce del modo esperado. Es importante incluir en el tiempo requerido para transportar una muestra al laboratorio los retrasos habidos entre la recogida de la muestra y el envío al laboratorio y el tiempo entre la recepción de la muestra en el laboratorio y el procesamiento de dicha muestra. Los esfuerzos para reducir al mínimo el tiempo de traslado (p. ej., empleo de sistemas de tubos neumáticos) se pierde si ha habido retrasos significativos después de la recogida o recepción en el laboratorio. El médico tiene la responsabilidad de reducir al mínimo los primeros y el microbiólogo los segundos. También es importante el tiempo de la recogida y el traslado de las muestras para asegurarse de que llegan al laboratorio antes del tiempo límite establecido para la realización de las pruebas que se hacen una vez al día o con menor frecuencia.


La tabla 17-3 resume las directrices generalmente aceptadas para la recogida y traslado de muestras de los tipos comunes. No todas las situaciones pueden quedar cubiertas bajo unas recomendaciones generales. En estos casos, el médico debe ponerse en contacto con el personal del laboratorio para comentar los procedimientos mejores para garantizar el procesamiento óptimo de la muestra. En relación con unas normas más extensas o recomendaciones que quedan fuera del ámbito de este capítulo, se puede acceder a otras fuentes8.


Tabla 17-3 Normas para la recogida y traslado* de las muestras remitidas para tinciones y cultivos bacterianos y fúngicos






	Muestra

	Directrices de recogida

	Otros comentarios






	Absceso

	Se prefiere un aspirado de pus o líquido en vial de transporte anaeróbico; las torundas suelen tener un material insuficiente para tinción de Gram y cultivo.
Limpie la superficie del absceso cerrado con alcohol al 70%; recoja las muestras en los bordes del absceso.
Los aspirados en tubos de transporte anaeróbico son aceptables para cultivo de bacterias aerobias y anaerobias, hongos y micobacterias.

	También es aceptable una muestra remitida inmediatamente en una jeringa con tapón después de haber eliminado el aire.
Especifique la localización del absceso para un procesamiento óptimo; aporte toda información extra pertinente (p. ej., infección quirúrgica, traumatismo, herida por mordedura).






	Catéter






	Intravascular

	Retirar asépticamente, cortar un segmento de al menos 5,5 cm desde la punta y colocar el segmento en un recipiente estéril.

	Trasladar rápidamente para prevenir que se seque.






	Foley

	No aceptable para cultivo.

	 






	Drenaje

	No se recomienda el cultivo del catéter de drenaje.

	Los catéteres de drenaje pueden estar contaminados en la superficie.






	Heces

	Recoger la muestra directamente en un recipiente estéril y remitir inmediatamente al laboratorio; remitirla en medio de transporte Cary-Blair si hay retraso en el traslado.

	No procesar para patógenos bacterianos si el paciente ha estado hospitalizado durante más de 3 días a menos que esté aprobado por el director del laboratorio; considere Clostridium difficile en el caso de los pacientes hospitalizados con diarrea; no está indicado remitir múltiples muestras por día.
Notificar al laboratorio si se sospecha un patógeno específico (p. ej., Vibrio, Yersinia, Aeromonas, Escherichia coli enterohemorrágico).






	
Herida
(v. absceso, lesión cutánea)


	Hay que descontaminar la lesión abierta primero. Aspire si es posible; en caso de tener que utilizar torundas, asegúrese de que la cantidad es suficiente para realizar las tinciones y cultivos. Las heridas abiertas superficiales no son adecuadas para el cultivo anaerobio. Identificar el tipo/localización de la herida.

	Traslado en medio de transporte anaeróbico.






	Lesión cutánea

	Raspar la piel en el borde activo de la lesión; evitar la sangre. Depositar en una placa de Petri estéril; la biopsia puede ser más definitiva que pasar torundas por la lesión.

	Trasladar las torundas en medio de transporte para prevenir que se deshidraten; especificar el microorganismo específico si se sospecha alguno (p. ej., dermatofito, Sporothrix, Mycobacterium, etc.).






	Líquidos (líquidos orgánicos distintos a la sangre y orina)






	Pericárdico
Peritoneal
Pleural
Sinovial

	Remitir al menos 2-5 ml para bacterias, >10 ml para hongos y/o micobacterias; transportar en un sistema de recogida anaerobio.

	Si se puede recoger material suficiente, inocular frascos de hemocultivo aerobio y anaerobio para cultivos de bacterias y de levaduras.






	Cefalorraquídeo

	1-2 ml para bacterias.
5-10 ml óptimo para micobacterias u hongos; más en caso de enfermedad crónica.

	Remitir inmediatamente; notificar al laboratorio si se requiere cultivo anaerobio o tinciones para microorganismos ácido-alcohol resistentes.






	Médula ósea

	Recoger 1-2 ml asépticamente; inocular en un frasco de hemocultivo o en tubo de lisis-centrifugación de 1,5 ml.

	Obtener para Histoplasma, micobacterias, Brucella, Salmonella typhi; la aspiración de más de 2 ml diluye la médula ósea con sangre periférica.






	Oído






	Interno

	Si el tímpano está intacto, limpiar el conducto auditivo con una solución jabonosa o alcohol al 70%, luego aspirar con jeringa.
Si el tímpano está perforado, recoger el drenaje con una torunda sin algodón.

	Si se recoge la muestra por aspiración, inocular los medios en el momento de la recogida o trasladar inmediatamente la jeringa al laboratorio.
El drenaje recogido de un tímpano perforado no debe ser cultivado para anaerobios.






	Externo

	Eliminar los restos con costra y a continuación raspar firmemente o pasar una torunda por el oído externo.

	 






	Ojo






	Conjuntiva

	Haga rodar una torunda prehumidificada sobre la conjuntiva; se deben preparar tinciones e inocular los medios en el momento de la recogida.

	El número de tinciones preparadas y de los medios inoculados debe ser limitado por la pequeña cantidad de material recogido.






	Córnea

	Debe utilizarse una espátula estéril para raspar la superficie de la córnea; se deben preparar las tinciones e inocular los medios en el momento de la recogida.

	El número de tinciones preparadas y de los medios inoculados debe ser limitado por la pequeña cantidad de material recogido.






	Humor vítreo y líquido de la cámara anterior del ojo

	Por la cantidad limitada de líquido que puede recogerse por aspiración, debe ser trasladada inmediatamente al laboratorio en una jeringa de recogida apropiadamente sellada.

	El número de tinciones preparadas y de los medios inoculados debe ser limitado por la pequeña cantidad de material recogido.






	Orina






	Porción media del chorro de orina

	Instruir a las mujeres para que separen los labios, desechar la primera porción de la micción y recoger la porción media del chorro de orina en un recipiente estéril.
Instruir a los hombres para que retraigan el prepucio, desechar la primera porción de la micción y recoger la porción media del chorro de orina en un recipiente estéril.
Recoger la primera micción de orina para pruebas de Chlamydia trachomatis y N. gonorrhoeae.
Mantener la muestra refrigerada y transportarla al laboratorio rápidamente, o remitir en un tubo de orina con ácido bórico para prevenir el crecimiento excesivo de microorganismos contaminantes.

	Limpiarse antes de realizar la micción no mejora de modo importante la calidad de la muestra; sin embargo, si el paciente no puede aportar una muestra apropiada, puede requerir limpieza y una recogida supervisada.






	Sondada

	Desechar la primera porción de la orina que probablemente está contaminada con microbiota uretral o microorganismos que han colonizado la sonda permanente.
Transportar como si fuera una muestra del chorro medio.

	El sondaje puede dar lugar a una infección urinaria iatrogénica.






	Aspirado suprapúbico

	Trasladar la orina aspirada rápidamente al laboratorio.

	Se trata de la única muestra de orina aceptable para el cultivo anaerobio.
La orina suele ser estéril, aunque puede darse una colonización transitoria de la vejiga urinaria.






	Respiratorio superior






	Nariz

	Insertar una torunda prehumidificada 1-2 cm en el interior de las fosasnasales y rotar frente a la mucosa nasal.

	Utilizado generalmente para la detecció n del estado de portador deStaphylococcus aureus; especificar al laboratorio.






	Nasofaringe

	Lavados nasofar ngeos y torundas apropiadas para Bordetella pertussis,Corynebacterium diphtheriae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseriameningitidis.

	Notificar al laboratorio si se sospecha una bacteria de difí cilcrecimiento.






	Senos paranasales

	Recoger por aspiració n; si se sospecha bacterias, remitir en sistema detransporte anaeró bico.

	Si se sospecha una causa bacteriana se deben realizar cultivosaerobios y anaerobios; si se sospecha una infeccin por hongosse deben realizar una tinci n y cultivo para hongos.






	Garganta o faringe

	Se pasa una torunda por la parte posterior de la faringe, evitando la saliva,para la recuperaci ón de Streptococcus pyogenes; apropiado para B.pertussis, C. diphtheriae, N. gonorrhoeae, N. meningitidis.La detecció n de levaduras queda restringida generalmente a microscopia(p. ej., tincin de Gram, tinció n blanco de calcoflUú or).

	Notificar al laboratorio si se considera un paó geno bacteriano dedifí cil crecimiento.






	Respiratorio inferior






	Lavado broncoalveolar

	Puede recogerse una gran cantidad de lí quido; transportar en un recipiente esté ril

	No remitir para cultivo anaerobio a menos que se utilice un cepillobroncoscó pico enfundado; el lí quido debe ser concentrado paraun rendimiento ó ptimo de las tinciones y cultivos; algunoslaboratorios efectú an cultivos bacterianos cuantitativos paraguiar la interpretació n. Es la muestra preferida para la detecció nde Pneumocystis.






	Cepillado o biopsiabronquial

	Transportar la muestra en recipiente estril o 1 ml de solució n salina estéril;no dejar que se seque la muestra.

	Generalmente se recoge un volumen pequeń o de muestra y elnú mero de pruebas debe limitarse para maximizar lasensibilidad.






	Esputo expectorado

	El paciente debe aclararse o hacer g´ rgaras con agua para eliminar elexceso de microbiota oral; se instruye al paciente para que tosaprofundamente y expectore las secreciones de las vías respiratoriasinferiores; se recoge y traslada en un recipiente esté ril. Recoger 1 ml para cultivo bacteriano; 5 ml o m s para cultivo demicobacterias y hongos.

	La presencia de abundantes células epiteliales indica contaminació ncon microbiota oral; una muestra contaminada es inaceptable para el cultivo bacteriano de rutina, pero puede procesarse paramicobacterias u hongos. Algunos laboratorios no procesan estas muestras para hongos apartede los dimó rficos.






	Esputo inducido

	Inducido con solució n salina este ril con empleo de un nebulizador

	Es comó n la contaminació n con bacterias orales; se procesa lamuestra para bacterias a pesar de la presencia de cé lulasepiteliales. Puede procesarse la muestra para Pneumocystis.


 

	Aspirado traqueal

	Aceptable para las mismas pruebas que el esputo aspirado; no seleccionadoen cuanto a aceptabilidad como los esputos inducidos

	Es comú n la contaminaciú n con bacterias orales; se procesa lamuestra para bacterias a pesar de lapresencia de cé lulasepiteliales.






	Sangre para cultivo






	Bacterias aerobias yanaerobias derutina

	Desinfectar los tapones de los frascos con alcohol isopropúlico al 70%;desinfectar el sitio de flebotomý a con alcohol seguido de aplicación detintura de yodo o clorhexidina; esperar a que se sequen los antisépticos.Extraer 10-20 ml/adultos y 1-3 ml/nińo en cada frasco de hemocultivo;dividir la sangre en dos frascos de hemocultivo, preferiblemente un frasco para aerobios y otro para anaerobios; recoger 2-3 cultivos porcada perý odo de 24 horas.

	Todos los frascos de hemocultivos deben ser remitidosinmediatamente para que comience la incubacio n o elprocesamiento






	Bacteria,micobacterias yhongos de cultivodifý cil

	Remý tase a la tabla 17-5.

	Remý tase a la tabla 17-5.






	Sangre para examen microscó pico






	Anaplasma,Ehrlichia

	Preparar extensiones gruesas y finas de un pinchazo en el pulpejo de undedo o sangre con EDTA.

	Traslado rá pidamente para preparacioń de las extensiones; pruebainespecý fica para especies de Ehrlichia.






	Borrelia

	Preparar extensiones gruesas y finas de un pinchazo en el pulpejo de undedo o sangre con EDTA.

	Traslado rá pidamente para preparació n de las extensiones; pruebainespecý fica para Borrelia burgdorferi.






	Tejidos y biopsias

	Mantener humedecidas las muestras y transportarlas rá pidamente allaboratorio. No utilizar solució n salina bacteriostá tica o formalina.Las biopsias son adecuadas para los cultivos habituales, de hongos,micobacterias y anaerobios, dependiendo del sitio de la biopsia.

	Especificar siempre el tipo de tejido e indicar el pató geno especý ficobuscado, si es distinto a las bacterias de rutina (p. ej., Nocardia, Bartonella, Histoplasma).






	Tracto genital (muestras remitidas comú nmente)






	Cervical, uretral

	Eliminar el moco y secreciones del introito cervical; con empleo de unatorunda hú meda, muestrear el conducto endocervical.Recoger material al exprimir la uretra sobre una torunda esté ril.

	Las muestras recogidas para cultivo o tinciones deben ser inoculadasen medios en el momento de la recogida o ser trasladadasinmediatamente al laboratorio; no dejar que se seque la muestra.Si se procesa la muestra por té cnica de amplificació n de á cidosnucleicos, utilice el dispositivo de recogida especýfico ideadopara este sistema.






	Vaginal

	Obtener secreciones de la pared vaginal con una torunda esté ril.

	Efectuar una tinció n de Gram en busca de cé lulas indicadoras y nose recomienda el cultivo para el diagnó stico de la vaginosis bacteriana.






	ú lcera

	Recoger exudado para microscopia (Treponema pallidum: campooscuro; Klebsiella [Calymmatobacterium] granulomatis, Haemophilusducreyi: tinció n de Gram; Chlamydia trachomatis: DFA) y cultivo(H. ducreyi, C. trachomatis).

	Comentar el sistema de traslado apropiado con el laboratorio antes de recoger la muestra






	Uń as y pelo

	Cortar las á reas afectadas; transportar al laboratorio en un sobre o en unrecipiente seco y esté ril.

	Cultivar para levaduras y dermatofitos.







* DFA, prueba de tinció n de anticuerpos fluorescentes directos; EDTA, ácido etilendiamino tetraacético.









Directrices específicas de las muestras y procesamiento inicial en el laboratorio


Esta sección es un resumen de las directrices generales para la recogida, traslado y procesamiento inicial de las muestras en el diagnóstico de las infecciones bacterianas y fúngicas. Las directrices en relación con las infecciones víricas y parasitarias figuran en secciones aparte.






Muestras de sangre


Se considera que los hemocultivos en busca de bacterias y hongos es uno de los tipos de muestras más importantes procesadas por el laboratorio de microbiología. Históricamente, la sangre se cultivaba ya fuera mezclándola con un medio de agar nutritivo fundido y vertiéndolo en una placa de Petri («placas con agar vertido») o inoculando la sangre en frascos de caldo nutritivo. Las placas con agar vertido o los frascos se examinaban diariamente durante 1 a 2 semanas en busca de indicios de crecimiento bacteriano. En la década de 1970 (siglo xx) estos métodos manuales fueron sustituidos por el primer sistema automatizado que detectaba cultivos positivos al monitorizar el caldo en busca de productos de degradación del metabolismo bacteriano (es decir, dióxido de carbono marcado de modo radiactivo) del crecimiento microbiano. En años posteriores se produjo una serie de modificaciones de este sistema. Los sistemas actuales totalmente automatizados monitorizan los frascos de hemocultivo en busca de crecimiento microbiano cada 10-20 minutos. Dado que este proceso puede ser realizado sin entrar en los frascos, la contaminación de los cultivos debida al procesamiento en el laboratorio ha sido eliminada de forma importante. Se dispone de una variedad de medios de cultivo para estos sistemas que incluyen caldos aerobios y anaerobios, caldos suplementados con reactivos para unirse a los antibióticos y eliminarlos, y caldos para cultivos pediátricos y medios para hongos. Es controvertida la necesidad de medios anaerobios específicos. Dado que el número de anaerobios estrictos responsables de septicemia ha disminuido de modo importante en los últimos 25 años y de que el número de aerobios estrictos (p. ej., Pseudomonas, Acinetobacter, Burkholderia, Stenotrophomonas, Candida) ha aumentado, algunos microbiólogos han recomendado el empleo de dos cultivos en caldo aerobio de modo habitual y el empleo selectivo de caldos anaerobios (p. ej., en pacientes traumatizados). Igualmente, es controvertido el empleo de medios suplementados para inactivar antibióticos o de medios especializados para la recuperación de hongos, micobacterias o patógenos responsables principalmente de infecciones pediátricas. Las decisiones sobre qué medios deben ser utilizados de modo habitual o selectivo deben tomarse después de que el microbiólogo y los especialistas en enfermedades infecciosas consideren cuidadosamente las ventajas y los inconvenientes de cada medio.


Se puede utilizar sistemas suplementarios, como el sistema de lisis-centrifugación (Isolator, Wampole Laboratories, Cranbury, NJ), para la recuperación de microorganismos de difícil crecimiento (tabla 17-4). Aunque la lisis-centrifugación ofrece ventajas tales como cultivos cuantitativos y colonias aisladas para una rápida identificación, sigue siendo un método laborioso que tiene tasas de contaminación superiores a las de los sistemas de frascos y, por consiguiente, no debe utilizarse para los hemocultivos de rutina.


Tabla 17-4 Métodos especiales para hemocultivos






	Microorganismo

	Método

	Comentarios






	
Abiotrophia y Granulicatella


	Sistemas de frascos

	Subcultivo en agar-sangre con piridoxal o agar-chocolate






	Bartonella

	Lisis-centrifugación

	Más sensible y rápida que los sistemas de frascos. Utilizar agar-sangre fresca; incubar 2-4 semanas en cámara humidificada






	Brucella

	Lisis-centrifugación

	Puede ser el sistema más sensible






	Sistemas de frascos

	Puede requerirse un subcultivo ciego; incubar durante 10-14 días






	
Campylobacter y Helicobacter


	Lisis-centrifugación

	Subcultivo en agar-sangre y agar Campy; incubar en atmósfera microaerofílica






	Sistemas de frascos

	Ampliar la incubación durante 10-14 días; pueden no detectarse por el sistema de monitorización de los analizadores de hemocultivos automatizados; teñir el caldo con naranja de acridina






	Francisella

	Lisis-centrifugación

	Subcultivo en medios con compuestos sulfhidrilo (p. ej., agar-chocolate, agar BCYE)






	Sistemas de frascos

	Puede requerirse un subcultivo ciego; incubar durante 10-14 días






	Hongos dimórficos y hongos

	Lisis-centrifugación

	Subcultivo en medios para recuperación de hongos; ampliar la incubación durante 4 semanas






	Legionella

	Lisis-centrifugación

	Subcultivo en agar BCYE






	Leptospira

	Medio semisólido de Fletcher o medio EMJH

	Incubar en aire a 28-30 °C hasta 3 meses; examinar el caldo semanalmente por campo oscuro o microscopia de contraste de fases






	Mycobacterium

	Lisis-centrifugación

	Subcultivo en caldo y medio sólido para aislamiento de micobacterias






	Sistemas de frascos

	Utilice medios específicamente ideados para el aislamiento de micobacterias






	Nocardia

	Lisis-centrifugación o sistema de frascos

	Incubar placas de agar-sangre primarias o frascos durante 10-14 días







 BCYE, agar tamponado de carbón vegetal y extracto de levadura; EMJH, medio de Elinghausen, McCullough, Johnson y Harris para leptospirosis.


En relación con los patógenos más comunes de crecimiento no exigente, el tipo de sistema de hemocultivo automatizado no constituye un factor significativo. Lo que es importante es el volumen de sangre recogida. Típicamente, el número de microorganismos en un paciente séptico es bajo (promedio de menos de 1 microorganismo/ml). El éxito en la obtención de un hemocultivo positivo se relaciona directamente con el volumen de sangre que se cultiva9. La recomendación actual en relación con los pacientes adultos es que se deben recoger 20 ml de sangre y distribuirlos en dos frascos de hemocultivo. El empleo de rutina de un único frasco de hemocultivo nunca es aceptable. En los neonatos y niños se deben recoger volúmenes de sangre proporcionalmente menores. Lo ideal es recoger dos o tres frascos de hemocultivo en un período de 24 horas. Frascos de hemocultivo adicionales de «rutina» no son generalmente útiles en los pacientes sépticos con hemocultivos negativos y se deberán considerar métodos de cultivo alternativos (v. tabla 17-4). Se reconoce que hay límites prácticos sobre el volumen de sangre que puede recogerse de algunos pacientes, lo cual deberá tenerse en cuenta al interpretar la significación de unos hemocultivos negativos.


Los hemocultivos comienzan con una antisepsia cutánea apropiada antes de la venopunción: lo primero es limpiar la superficie de la piel con alcohol al 70%, seguido de gluconato de clorhexidina al 0,5% (30 segundos), tintura de yodo (1 minuto), o povidona yodada al 10% (2 minutos). La clorhexidina es el antiséptico más rápido y efectivo10,11. También se deberá limpiar el tapón del frasco de hemocultivo o tubo con alcohol al 70% y dejarse secar al aire. Puede recogerse la sangre con una aguja y jeringa o directamente en el interior de los frascos de cultivo con un sistema de recogida. Si se utiliza una aguja y jeringa, no debe cambiarse la aguja entre el momento de recogida y la inoculación del sistema de hemocultivo porque este procedimiento representa un riesgo innecesario de un pinchazo con la aguja y no se ha demostrado que reduzca de modo significativo los hemocultivos contaminados12. Si se utiliza un sistema de recogida, hay que tener cuidado de evitar llenar en exceso los frascos de cultivo. Para reducir el riesgo de contaminación con bacterias de la superficie cutánea (p. ej., Staphylococcus epidermidis, especies de Corynebacterium, Propionibacterium acnes) se deben realizar venopunciones distintas para cada cultivo. Las infecciones verdaderas por estos microorganismos se asocian comúnmente con catéteres intravasculares. En este marco se produce una bacteriemia persistente, de modo que todos los hemocultivos deben ser positivos. Si sólo es positivo uno de dos o tres frascos, lo más probable es que represente contaminación del cultivo durante la recogida y no una sepsis adquirida por el catéter.


Los pacientes tienen con frecuencia catéteres intravenosos, que incluyen los catéteres percutáneos de larga duración y los dispositivos implantados subcutáneamente y los catéteres de corta duración utilizados para una variedad de necesidades limitadas de acceso vascular. Aunque los microbiólogos han recomendado que no se debe extraer la sangre para hemocultivos a través de los catéteres, la realidad es que es una práctica realizada con frecuencia y en muchos casos representa el único acceso práctico en los pacientes críticamente enfermos. Si se recoge un cultivo a través de un catéter, el sitio de acceso debe ser desinfectado con alcohol al 70% antes de la extracción de la sangre. Los catéteres intravasculares representan una fuente de bacteriemia y fungemia tanto con microorganismos de la superficie de la piel como con bacilos gramnegativos oportunistas (p. ej., Pseudomonas spp., Stenotrophomonas, Ochrabactrum, Methylobacterium) y microorganismos ácido-alcohol resistentes (p. ej., micobacterias de crecimiento rápido, Tsukamurella, Gordonia). Típicamente, los hemocultivos extraídos a través de una línea contaminada tienen un mayor inóculo que la sangre recogida de una vena periférica. Puede documentarse este hecho ya sea utilizando un sistema de hemocultivo cuantitativo, como el sistema de lisis-centrifugación, o bien demostrando una detección más temprana de un cultivo positivo extraído del catéter en comparación con vena periférica13. Así, cuando sea posible, todos los hemocultivos extraídos a partir de un catéter deben incluir también un hemocultivo a partir de una vena periférica sin catéter.


Los hemocultivos deben ser incubados de modo rutinario durante un mínimo de 5 días. En los últimos años numerosos estudios han documentado que la mayoría de los hemocultivos positivos se detectan durante los 2 primeros días de incubación y que la ampliación de la incubación más allá de 5 días da lugar generalmente a la recuperación de más contaminantes cutáneos de crecimiento lento14. El esfuerzo por reducir aún más el período de incubación se basa en la limitada capacidad que tienen los sistemas automatizados para los frascos de hemocultivo. Si se incuban los frascos de hemocultivo durante un período mayor de tiempo, menos cultivos podrán ser procesados en cada incubador, con lo que se aumenta la necesidad de más incubadores. Creemos que la incubación durante menos de 5 días no está justificada porque probablemente no se detecte un pequeño número de patógenos significativos (p. ej., Aggregatibacter, Bartonella, Francisella, Campylobacter, Cryptococcus, Candida glabrata, micobacterias de crecimiento rápido). Además, el microbiólogo debe mostrarse dispuesto a ampliar el período de incubación en el caso de cultivos seleccionados a petición del especialista en enfermedades infecciosas.


También se han empleado los sistemas de hemocultivo para verificar la esterilidad de las plaquetas y de los productos de terapia celular (es decir, células y tejidos humanos procesados in vitro y después suministrados para fines terapéuticos). El sistema BacT/Alert 3D (bioMerieux, Hazelwood, MO) es el único sistema aprobado en la actualidad para comprobar la esterilidad de las plaquetas15, pero los estudios de validación han sido realizados con otros sistemas de cultivo; tanto el sistema Bactec 9240 (Becton Dickinson, Sparks, MD) como el sistema BacT/Alert 3D han sido validados en relación con productos de terapia celular16,17.









Puntas de catéter intravenoso


Lo más común es efectuar cultivos semicuantitativos de las puntas de catéter rodando la punta por la superficie de una placa de agar-sangre. La presencia de 15 o más colonias es indicativa de una infección del catéter18, aunque otros investigadores sugieren que un valor crítico más bajo, como 5 colonias, puede identificar la infección de modo más exacto19. Otros métodos incluyen el cultivo de sonicados de segmentos o puntas, o el lavado intraluminal de la punta del catéter con caldo nutritivo por el interior del segmento del catéter. El cultivo cuantitativo llevado a cabo por lavado, sonicado o agitación en vórtex del segmento del catéter y luego preparando y sembrando en placas diluciones para recuento de colonias es más laborioso pero puede ser un predictor más exacto de la sepsis relacionada con el catéter20. No debe hacerse el cultivo de la punta en caldo nutritivo porque da lugar a cultivos falsamente positivos debido a contaminación del catéter durante la retirada o manejo antes del cultivo. Se han establecido unas pautas para la prevención de la infección relacionada con el catéter; comprenden estas definiciones los diferentes tipos de infecciones relacionadas con el catéter21. El empleo de estas definiciones debe ayudar a la estandarización y mejora de los análisis de las infecciones relacionadas con el catéter.









Líquidos cefalorraquídeo, peritoneal, pleural, sinovial y pericárdico


Se considera que el procesamiento por el laboratorio de los líquidos corporales normalmente estériles tiene una importancia crítica. Las muestras deben ser recogidas de modo que se evite la contaminación y trasladadas inmediatamente al laboratorio. Cuando son recibidas las muestras en el laboratorio, su procesamiento debe recibir prioridad y los resultados de las pruebas de microscopia y de antígenos deben ser notificados directamente al clínico. Debe recogerse una cantidad adecuada de líquido en relación con las pruebas solicitadas. Generalmente no constituye problema con el líquido pleural y el líquido peritoneal, pero sí puede ser un problema con el LCR, líquido sinovial y líquido pericárdico. La tinción de Gram y el cultivo de rutina puede requerir sólo 1-2 ml de líquido; sin embargo, en el caso de sospecha de infección por hongos o micobacterias, unos volúmenes mayores de líquido, preferiblemente más de 5 ml para cada prueba, aumentan la probabilidad de un cultivo satisfactorio. Si se recoge una gran cantidad de líquido pleural o peritoneal, se deberá inocular frascos de hemocultivo aerobios y anaerobios22, y se remitirá al laboratorio en un recipiente estéril una cantidad adicional de líquido para microscopia, pruebas antigénicas y pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (PAAN). Puede mejorarse la sensibilidad de la microscopia concentrando la muestra por centrifugación cuando se recibe en el laboratorio. Aunque la microscopia es generalmente positiva en los pacientes con meningitis bacteriana (la infección por Listeria es la excepción), la exposición previa a los antibióticos puede eliminar rápidamente los microorganismos en el LCR o alterar sus propiedades en la tinción de Gram. El empleo de pruebas antigénicas directas para bacterias en el LCR ha decaído en los últimos años porque la incidencia de meningitis por Haemophilus influenzae en niños jóvenes ha disminuido de modo significativo con la introducción de la vacuna conjugada del H. influenzae tipo b y la ausencia de una prueba antigénica fiable para el serotipo B de Neisseria meningitidis. Es preciso que los laboratorios determinen el beneficio real, en caso de haber alguno, de mantener estas pruebas en su ámbito hospitalario porque rara vez influyen sobre el tratamiento del paciente en la meningitis bacteriana aguda23,24. Si es negativa la tinción de Gram directa, comenzar tratamiento antibiótico con la cobertura empírica más apropiada en vez esperar los resultados de la prueba antigénica es más seguro en situaciones graves. A diferencia de las pruebas bacterianas, las pruebas antigénicas a Cryptococcus neoformans son sensibles y específicas. Los cultivos de los microorganismos más comunes causantes de meningitis (p. ej., Streptococcus agalactiae [grupo B], Streptococcus pneumoniae, N. meningitidis, Listeria monocytogenes, C. neoformans) son generalmente positivos en 1-2 días; sin embargo, puede verse disminuida significativamente la sensibilidad del cultivo por la exposición previa a antibióticos. La detección de otros microorganismos en cultivo puede requerir incubación prolongada (p. ej., Nocardia, Mycobacterium) o medios especializados (p. ej., Leptospira). Las pruebas serológicas o las PAAN son de elección para Treponema pallidum (neurosífilis) y Borrelia burgdorferi (neuroborreliosis). Aunque el empleo de PAAN con múltiples objetivos para la detección de todos los patógenos bacterianos en el LCR aportaría un diagnóstico rápido y específico de la meningitis25, no se dispone en la actualidad de modo generalizado de estas pruebas.


El procesamiento del líquido sinovial o del líquido pericárdico es similar al del LCR; generalmente sólo se dispone de un pequeño volumen de líquido y la infección está causada por un único microorganismo. En contraste, se pueden recoger unos volúmenes grandes de líquido pleural y de líquido peritoneal y puede haber en la muestra múltiples microorganismos. Bajo ninguna circunstancia debe remitirse al laboratorio una torunda con estos líquidos. Si se sospecha un microorganismo específico, debe notificarse al laboratorio de modo que puedan optimizarse las pruebas. Además, si sólo puede obtenerse una cantidad de muestra limitada, las pruebas solicitadas deben ser cuidadosamente seleccionadas y clasificadas por prioridad para conseguir el máximo rendimiento posible. Aunque debe considerarse significativo cualquier crecimiento de estos líquidos y ser notificado inmediatamente, se requiere juicio clínico para valorar la significación real porque en ocasiones se produce contaminación durante la recogida y procesamiento de la muestra.









Muestras del tracto respiratorio


Los laboratorios dividen típicamente las muestras respiratorias en dos categorías principales: las del tracto respiratorio superior y las del tracto respiratorio inferior. Las muestras comunes del tracto respiratorio superior incluyen torundas faríngeas, torundas o lavados nasofaríngeos y torundas o raspados de la boca o cavidad oral. Sólo de modo ocasional se remiten aspirados de los senos paranasales o del oído medio en relación con casos problemáticos específicos, porque por lo general es eficaz un tratamiento empírico sin cultivo. Las torundas o lavados nasofaríngeos son sustitutos no fiables de los aspirados paranasales y no deben ser remitidos para el diagnóstico de sinusitis. Las muestras remitidas para el diagnóstico de infecciones del tracto respiratorio inferior incluyen esputos expectorados e inducidos, aspirados traqueales y lavados, cepillados y biopsias bronquiales. También se pueden extraer aspirados pulmonares con aguja fina o biopsias a pulmón abierto.


Las torundas faríngeas remitidas de pacientes con faringitis bacteriana sólo se procesan para Streptococcus pyogenes (Streptococcus grupo A), a menos que se remita una solicitud específica para investigar otros agentes26. Aunque se reconoce que Streptococcus dysgalactiae (miembro de estreptococos β-hemolíticos del grupo C o del grupo G) pueden causar también faringitis, la ausencia de secuelas reumáticas demostradas, así como sólo unos pocos casos descritos de glomerulonefritis postestreptocócica asociada, ha disuadido a los laboratorio de cribar e informar estos aislados. Igualmente, Arcanobacterium haemolyticum puede causar faringitis y una erupción de tipo escarlatiniforme, pero la mayoría de los laboratorios no realizan cribado de este microorganismo infrecuente. Se utilizan los análisis de ácidos nucleicos (AAN) y pruebas antigénicas directas para la rápida detección de S. pyogenes en las torundas faríngeas. Los AAN son muy exactos27 en comparación con los métodos de cultivo y se dispone de los resultados en aproximadamente 1 hora. Se utilizan ampliamente las pruebas antigénicas (enzimoinmunoanálisis [EIA]) porque son específicos, relativamente baratos y rápidos, se dispone de los resultados en 15-20 minutos; sin embargo, estas pruebas varían en su sensibilidad, especialmente en la detección de unas concentraciones bajas de microorganismos28. Aunque sería de esperar que se recuperase una concentración alta de microorganismos en los pacientes con enfermedad, la calidad de la muestra varía según la efectividad del proceso de obtención de muestras; por consiguiente, unas concentraciones muy bajas de microorganismos pueden ser aún significativas. Una prueba antigénica negativa debe ser confirmada con un cultivo tradicional. Un planteamiento alternativo sería cribar las muestras faríngeas con una prueba antigénica, aceptar todas las pruebas positivas como definitivas, y confirmar todas las pruebas negativas con el análisis muy sensible basado en los ácidos nucleicos. No se hace de modo habitual la prueba de sensibilidad antibiótica con S. pyogenes porque todos los aislados siguen siendo universalmente sensibles a la penicilina.


Si se investiga otros agentes de faringitis (p. ej., S. dysgalactiae, A. haemolyticum, N. gonorrhoeae, C. diphtheriae, Francisella tularensis, Mycoplasma pneumoniae) el laboratorio debe haber recibido la notificación al respecto porque no se realizan de modo habitual pruebas diagnósticas para otros agentes excepto S. pyogenes. En relación con algunos microorganismos (es decir, S. dysgalactiae, A. haemolyticum) no se requiere un procedimiento de pruebas específicas; en relación con otros microorganismos se utilizan medios de cultivo especiales o métodos de pruebas alternativas. Por ejemplo, se deben utilizar medios selectivos para la recuperación de C. diphtheriae y se requiere la prueba de la toxina para demostrar la toxina diftérica. Igualmente, aunque puede cultivarse B. pertussis en medios específicos, la AAN es la prueba de elección. Se pueden utilizar torundas de dacrón, rayón o alginato de calcio para recoger muestras para cultivo de Bordetella, pero debe evitarse el empleo de torundas de alginato de calcio si se remite la muestra para AAN29.


Algunos laboratorios realizan cribado en los pacientes de alto riesgo en busca de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) con empleo de torundas de las fosas nasales. Se ha elaborado una variedad de medios selectivos diferenciales para este fin, aunque todos ellos son relativamente insensibles, a menos que se incube la torunda en un caldo de enriquecimiento antes de inocular los medios con agar. También se dispone de pruebas comerciales de AAN para la detección rápida de este microorganismo30,31.


Los esputos expectorados e inducidos y los aspirados traqueales son las pruebas más comunes remitidas para el diagnóstico de las infecciones del tracto respiratorio inferior. Aunque estas muestras se obtienen fácilmente, en ocasiones es difícil valorar la significación de la detección de los patógenos potenciales que se aíslan porque los patógenos que colonizan las vías respiratorias superiores pueden contaminar la muestra. Es difícil evitar la contaminación de los esputos inducidos y de los aspirados traqueales; sin embargo, puede reducirse al mínimo en los esputos expectorados instruyendo al paciente para que tosa profundamente y que expectore las secreciones de la parte inferior del tórax directamente en un recipiente limpio. Es suficiente una muestra de esputo para los cultivos bacterianos y nuevas muestras de esputo expectorado aumentarán sólo el riesgo de contaminación. Hay que tener cuidado de remitir la muestra adecuada porque se requiere a los laboratorios que detecten y rechacen las muestras expectoradas remitidas para cultivo bacteriano que estén contaminadas con secreciones orales (identificadas por la presencia de células epiteliales escamosas). Aunque no es lo ideal, se pueden procesar las muestras del tracto inferior contaminadas para Legionella, Nocardia, Mycobacterium y hongos porque se puede utilizar medios selectivos para suprimir el crecimiento de contaminantes.


Las muestras respiratorias inferiores obtenidas por procedimientos broncoscópicos (lavado, cepillado) o por biopsia pulmonar son muestras importantes que requieren un traslado rápido al laboratorio para su procesamiento. Los diagnósticos obtenidos mediante el lavado broncoalveolar y la biopsia transbronquial han sustituido a la aspiración transtraqueal y disminuido de modo significativo la necesidad de biopsias de pulmón abierto. Algunos laboratorios emplean cultivos cuantitativos de muestras de lavado broncoalveolar para valorar la significación de un patógeno aislado32. Es controvertido el valor de estos cultivos en comparación con los cultivos semicuantitativos tradicionales (es decir, la presencia de un número escaso, moderado o abundante de colonias de un patógeno), de modo que el empleo de cultivos respiratorios cuantitativos debe quedar determinado después de haber comentado estos aspectos con el médico de enfermedades infecciosas y de los neumólogos. El aislamiento de patógenos respiratorios en muestras de biopsia o de aspirados con aguja fina de los pulmones se considera casi siempre significativo. Igualmente, con independencia del método de recogida o del número de microorganismos presentes, algunos patógenos respiratorios no se encuentran nunca colonizando las vías respiratorias superiores o inferiores y su detección deberá ser considerada siempre significativa (p. ej., Legionella, M. pneumoniae, Chlamydia y Chlamydophila, Nocardia, M. tuberculosis, Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus).


Las infecciones por algunos patógenos respiratorios (p. ej., S. pneumoniae, Legionella) pueden ser diagnosticadas por la detección de antígenos específicos en orina; sin embargo, estas pruebas son insensibles y deben ser suplementadas con el cultivo. Las pruebas de microscopia (p. ej., tinción de Gram, tinciones para microorganismos ácido-alcohol resistentes, tinción con blanco de calcoflúor, prueba de anticuerpos fluorescentes específicos) pueden mejorar un diagnóstico rápido si son positivas, pero son insensibles y se deben utilizar también métodos de pruebas alternativas. El empleo de pruebas de AAN específicas se está convirtiendo rápidamente en la mejor opción en relación con algunos patógenos y como importante prueba suplementaria en relación con otros patógenos (v. tabla 17-5). Estas pruebas son particularmente importantes cuando se considera un microorganismoxht específico en el diagnóstico diferencial (p. ej., M. tuberculosis, Pneumocystis jirovecii, M. pneumoniae, Legionella pneumophila)33,34.




Tabla 17-5 Métodos para la detección de bacterias seleccionadas en muestras clínicasa
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Muestras del tracto urinario


Las muestras de orina, que incluyen las muestras obtenidas en la mitad de la micción y las obtenidas por sonda, son las muestras que se procesan más comúnmente en el laboratorio de microbiología. Unos resultados fiables de la prueba vienen determinados por la calidad de la muestra y por el modo en que se traslada al laboratorio. Aunque la orina es típicamente estéril o colonizada de modo transitorio con pequeñas cantidades de microorganismos, la uretra se halla colonizada por concentraciones elevadas de microorganismos (p. ej., Lactobacillus, estreptococos, estafilococos). La introducción de estos microorganismos en la muestra durante la recogida o la contaminación de la muestra con microorganismos vaginales o fecales pueden alterarla. Este hecho constituye particularmente un problema si no se traslada rápidamente la orina al laboratorio. Deben darse unas instrucciones específicas y detalladas a cada paciente en el momento de la recogida de la orina para reducir al mínimo la contaminación con bacterias. Entre estas instrucciones figura desechar la primera porción de la muestra por micción o por sonda que estaría contaminada con la microbiota uretral. La única excepción a esta regla es la recogida de orina para el diagnóstico de la uretritis causada por Neisseria gonorrhoeae o Chlamydia trachomatis. En esta situación debe remitirse al laboratorio la primera porción de la orina miccionada. Los laboratorios deben asegurarse de que la entrega de la muestra se produce en las 2 primeras horas después de la recogida o, si esto no es posible, la orina se debe transferir a tubos específicos con agentes que inhiban el crecimiento bacteriano excesivo (p. ej., ácido bórico). También puede refrigerarse la muestra, aunque esta medida no es práctica si la muestra va a ser remitida a un laboratorio exterior para su procesamiento. Los aspirados suprapúbicos, realizados principalmente en lactantes u otros pacientes en los que sea difícil orina de micción limpia o se sospeche una infección por anaerobios, deben ser claramente etiquetados para que se identifique e informe todo crecimiento observado. Esta recomendación se aplica igualmente a las muestras obtenidas por cistoscopia o por otros procedimientos invasivos.


Las técnicas de cribado rápido en relación con la infección del tracto urinario incluyen las tinciones de Gram directas y una variedad de productos comerciales tales como los métodos de la tira reactiva por inmersión en la muestra, bioluminiscencia y dispositivos de filtración. Se prepara una tinción de Gram depositando una gota de orina bien mezclada no centrifugada sobre un portaobjetos, se deja secar al aire y luego se tiñe. Se lee el portaobjetos con lente con aceite de inmersión; 1 o más microorganismos por campo de aceite de inmersión es equivalente a 105 o más unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro. La presencia de tipos bacterianos mixtos o de una moderada cantidad de células epiteliales suele ser indicativa de contaminación con microbiota genital normal. El número de microorganismos en una muestra de orina disminuye 1.000 o más veces de la primera micción matutina a las recogidas por la tarde35. Dado que las muestras recogidas de modo aleatorio de un paciente infectado tienen con frecuencia 104 UFC/ml o menos, la tinción de Gram es un método de cribado relativamente insensible para estas muestras. Igualmente, el empleo de otros métodos de cribado rápido suele ser insensible con las muestras recogidas de modo aleatorio.


Afortunadamente, los patógenos más frecuentes del tracto urinario crecen rápidamente. Estos microorganismos incluyen Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Enterococcus y Staphylococcus. Los contaminantes que se descartan generalmente incluyen lactobacilos, difteroides, estreptococos α-hemolíticos no enterococos y estafilococos coagulasa-negativos distintos de Staphylococcus saprophyticus. En algunas poblaciones de pacientes, unos recuentos elevados de colonias de S. epidermidis pueden ser también considerados significativos. Se pueden aislar levaduras, sobre todo especies de Candida, de los cultivos de orina rutinarios. La cuantificación de las levaduras no es de utilidad para valorar la significación del aislado, por lo que la determinación de una verdadera infección urinaria puede precisar muestras obtenidas de modo más invasivo. La orina recogida para cultivo de micobacterias debe ser mayor de 50 ml de la primera micción, y un volumen similar o mayor para la recuperación de Cryptococcus, Blastomyces, Histoplasma o Coccidioides.









Muestras del tracto gastrointestinal


La diarrea aguda puede tener una amplia variedad de causas, entre ellas bacterias, virus y parásitos. Se prefieren las muestras de heces a las torundas rectales y deben ser transportadas rápidamente al laboratorio. Las recomendaciones para reducir al mínimo unos coprocultivos innecesarios incluyen el rechazo de coprocultivos bacterianos de rutina en pacientes que llevan hospitalizados al menos 3 días36. La mayoría de los laboratorios tienen también directrices que limitan la remisión de muestras a una al día y a no más de tres (en días sucesivos) para el cribado inicial de la gastroenteritis aguda.


El espectro de patógenos diarreicos bacterianos está relativamente bien definido y todos los laboratorios tienen una organización de «rutina» para investigar los agentes comunes que debe incluir, como mínimo, Campylobacter, Salmonella y Shigella. El laboratorio deberá ser notificado en caso de sospecha de otros patógenos porque puede requerirse el empleo de métodos de cultivo selectivos o el empleo de pruebas antigénicas o de AAN. Una labor diagnóstica completa de las muestras fecales requiere el empleo de una variedad de medios de cultivo selectivos diferenciales, así como de la microscopia, pruebas antigénicas y de AAN. Se pueden utilizar o no caldos de enriquecimiento para detectar pequeñas cifras de microorganismos. Así, las torundas rectales proporcionan una cantidad de muestra insuficiente y no deben ser remitidas. Las heces deben ser remitidas inmediatamente al laboratorio o mezcladas en medio de transporte de Cary-Blair después de haber recogido la muestra.


Algunos médicos han observado que es útil la presencia de leucocitos para diferenciar entre la enfermedad diarreica invasiva inflamatoria (p. ej., Campylobacter, Shigella, E. coli enteroinvasiva) y la diarrea secretoria (p. ej., bacterias productoras de toxinas, virus, parásitos). Aunque se puede utilizar la tinción de Gram para detectar leucocitos, una prueba más fiable es de detección de lactoferrina como marcador de leucocitos. Las células, pero no la lactoferrina, son degradadas durante los retrasos entre la recogida de la muestra y el examen en el laboratorio.


E. coli enterohemorrágico productor de la toxina Shiga, de los cuales el más común es E. coli O157:H7, es una causa importante de colitis, frecuentemente con sangre macroscópica en la muestra de heces. La detección de este microorganismo puede ser por cultivo en medios selectivos (es decir, agar sorbitol-MacConkey) o por detección de la toxina Shiga. Se puede utilizar enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA) comerciales directamente en las muestras de heces o sobre los aislados obtenidos por cultivo. No están muy extendidas las pruebas de laboratorio para otras cepas de E. coli responsables de gastroenteritis (incluidos E. coli enterotoxigénico, E. coli enteroinvasivo, E. coli enteropatógeno, E. coli enteroagregante).


Clostridium difficile es la causa más común de gastroenteritis bacteriana adquirida en el hospital. También se encuentran en la actualidad cepas virulentas de este microorganismo en la comunidad, de modo que la enfermedad diarreica y la colitis causada por este microorganismo están más extendidas de lo que se reconocía previamente37. Es complicado documentar la enfermedad por C. difficile. El cultivo en medios selectivos es sensible pero requiere incubación de hasta 5 días, y a continuación ha de demostrarse la producción de toxina por las bacterias aisladas. El análisis de detección de toxina es lento y técnicamente laborioso. Hay comercializados diversos inmunoanálisis para la detección de la enterotoxina y de la citotoxina de C. difficile, pero estudios recientes han documentado que estos análisis son insensibles y en algunos casos inespecíficos. Un planteamiento alternativo utilizado en algunos laboratorio es cribar muestras de heces en busca de glutamato deshidrogenasa, enzima citoplásmica presente en C. difficile así como en otras bacterias, y a continuación confirmar la presencia de C. difficile productor de toxina con empleo del análisis de citotoxicidad o de la prueba de AAN para las toxinas. Está claro que está aún por elaborar una prueba ideal en relación con este patógeno importante38,39.


Algunos hospitales han establecido un programa de cribado de pacientes de alto riesgo en relación con la colonización fecal con enterococos resistentes a vancomicina (ERV). Son efectivos medios selectivos tales como el agar-azida-bilis-esculina (agar Enterococcosel) suplementado con 6 μg/ml de vancomicina. De modo alternativo, se dispone de pruebas de AAN comerciales para la detección de los genes responsables de esta resistencia (vanA, vanB)40. Aunque las pruebas de AAN son muy específicas, puede mejorarse la sensibilidad realizándolas después de una preincubación de las torundas rectales en un caldo de enriquecimiento durante 8-24 horas.


El descubrimiento de Helicobacter pylori y su asociación con gastritis ha dado lugar a la necesidad de la comprobación diagnóstica en relación con la presencia o ausencia de este microorganismo. Aunque la microscopia y el cultivo fueron importantes en los estudios originales que demostraron este microorganismo en las biopsias gástricas, el diagnóstico en la actualidad se realiza por pruebas antigénicas y serología. Se dispone de inmunoanálisis comerciales para detectar antígenos de H. pylori en muestras fecales y tienen una elevada sensibilidad y especificidad (>90%)41. También se emplea ampliamente la detección de anticuerpos IgG séricos frente a H. pylori para evidenciar infección pasada o reciente.









Muestras genitales


El tracto genital contiene normalmente muchos microorganismos, como son estafilococos coagulasa-negativos, lactobacilos, corinebacterias, estreptococos, anaerobios y levaduras. La infección del tracto genital puede estar causada por miembros de esta población endógena (p. ej., S. agalactiae) o patógenos de transmisión sexual exógena (p. ej., N. gonorrhoeae, C. trachomatis, Haemophilus ducreyi, T. pallidum, Klebsiella [Calymmatobacterium] granulomatis). Las muestras remitidas comúnmente incluyen exudados vaginales o peneanos, orina, úlceras genitales y torundas uretrales, cervicales y anorrectales. Se sabe que ciertos patógenos están asociados con tipos específicos de infección genital; así, el médico debe seleccionar las muestras y pruebas diagnósticas apropiadas a tenor del probable patógeno.


La vaginitis con exudado acompañante puede estar causada por Trichomonas vaginalis, Candida, o bacterias. Más adelante en este capítulo se comenta el papel de T. vaginalis. La candidiasis vaginal se diagnostica más frecuentemente por extensiones directas que muestran muchas levaduras gemantes y seudohifas. Aunque el cultivo de Candida puede realizarse rápida y fácilmente, su crecimiento no es necesariamente diagnóstico de infección candidiásica porque muchas mujeres asintomáticas albergan Candida spp. La etiología de la vaginitis inespecífica (vaginosis bacteriana) es controvertida, con microorganismos tales como Mobiluncus, Mycoplasma hominis y otras bacterias que se piensa desempeñan un papel, muy probablemente por la desestructuración del equilibrio del ecosistema microbiano vaginal. El diagnóstico de la vaginosis bacteriana no se basa en el cultivo bacteriano porque el crecimiento e identificación de estos presuntos patógenos es difícil, lento e innecesario. La tinción de Gram de las secreciones vaginales sugiere la vaginosis bacteriana cuando faltan los bacilos grampositivos normalmente predominantes (es decir, lactobacilos) y se ven sustituidos por un predominio de bacterias gramnegativas finas y de bacterias curvas o fusiformes con variabilidad al Gram (es decir, Mobiluncus) y cocobacilos variables al Gram en las células epiteliales (Gardnerella vaginalis en las «células indicadoras»). El exudado vaginal acuoso, un pH mayor de 4,5 y el olor a aminas de pescado característico después de haber añadido hidróxido potásico (KOH) se utilizan también para apoyar este diagnóstico42.


N. gonorrhoeae es un patógeno importante en las infecciones genitales tales como cervicitis, salpingitis, uretritis y epididimitis. Este microorganismo es lábil; por consiguiente, si se lleva a cabo el cultivo, la muestra debe ser remitida rápidamente al laboratorio en un medio de transporte apropiado y nunca debe ser refrigerado. Las muestras no deben ser trasladadas al laboratorio en torundas. Las pruebas de AAN han sustituido al cultivo en la mayoría de los laboratorios porque son más sensibles y no se ven influidas por los retrasos en el traslado. Las muestras anorrectales u orofaríngeas pueden ser cultivadas para N. gonorrhoeae, pero no se pueden efectuar pruebas de AAN por la reactividad con especies no patógenas de Neisseria que colonizan el tracto gastrointestinal y la boca. Los intentos para cultivar C. trachomatis han sido sustituidos también por las pruebas de AAN, y se pueden efectuar las pruebas en relación con N. gonorrhoeae y C. trachomatis en la misma muestra. Puede realizarse un diagnóstico presuntivo rápido de gonorrea en hombres sintomáticos al examinar una tinción de Gram del exudado uretral. La sensibilidad y especificidad de las extensiones uretrales en este marco son tan elevadas como del 95%. La sensibilidad disminuye cuando se examinan muestras uretrales de hombres asintomáticos, aunque la especificidad sigue siendo buena. Se piensa que las tinciones de Gram del exudado cervical son menos fiables por la presencia de otros microorganismos, lo que puede disminuir la especificidad de la prueba.


La detección de H. ducreyi requiere el empleo de medios específicos y de una incubación prolongada. El laboratorio ha de ser advertido en caso de sospecha de este microorganismo. K. granulomatis es un microorganismo que no crece en medios convencionales. El diagnóstico se efectúa observando el microorganismo en el tejido con empleo de la tinción de Giemsa. Es una prueba que se lleva a cabo más comúnmente en el laboratorio de anatomía patológica más que en el de microbiología. El diagnóstico de la infección por T. pallidum puede ser hecho examinando una muestra recogida recientemente por microscopia de campo oscuro (ha de ser examinada inmediatamente después de la recogida mientras las espiroquetas son aún móviles), una prueba de anticuerpos fluorescentes directos (no se dispone fácilmente de los reactivos), o más comúnmente por serología.









Muestras de piel, esqueleto y tejidos blandos


Las muestras remitidas al laboratorio incluyen biopsias tisulares, aspirados o torundas de abscesos, torundas de heridas, material obtenido por desbridamiento quirúrgico y muestras de drenaje. La utilidad del procesamiento de estas muestras por microscopia y cultivo está limitada por el sitio de la lesión. Las lesiones que se comunican directamente con la piel o las superficies mucosas están contaminadas comúnmente con una población mixta de microorganismos. Para obtener unos resultados significativos en las pruebas los laboratorios prefieren las muestras de tejido obtenidas quirúrgicamente, aspirados de abscesos cerrados y una alícuota de pus o de líquido en vez de muestras por torunda. Cuando se esperan bacterias anaerobias, la muestra debe ser inoculada en un recipiente para transporte anaeróbico y ser entregada rápidamente en el laboratorio. Las torundas de úlceras cutáneas superficiales, de la superficie de la piel de un tracto sinusal o de abscesos abiertos dan lugar comúnmente a una población bacteriana mixta y con frecuencia no reflejan los microorganismos de las infecciones verdaderas, por lo que deben evitarse.


Las infecciones de heridas y los abscesos están causados por muchos microorganismos diferentes, que incluyen bacterias aerobias, anaerobias facultativas y anaerobias estrictas, micobacterias y hongos. No es de utilidad una lista larga de estos microorganismos, pero es importante que el clínico y el técnico de laboratorio reconozcan que ciertos microorganismos se asocian con frecuencia con unos tipos particulares de heridas o de abscesos. Una herida infectada por mordedura de animal puede dar Pasteurella multocida o Capnocytophaga; una infección postraumática de la mano puede dar S. aureus, Mycobacterium marinum o Sporothrix schenckii, dependiendo del origen del traumatismo; una infección postoperatoria de la herida podría dar Pseudomonas o Acinetobacter spp., entre otras. Los cultivos para hongos, micobacterias y anaerobios deben ser solicitados de modo específico en el caso de sospecha de estos microorganismos. Cuando se buscan microorganismos de difícil crecimiento Francisella, Brucella o Bartonella, el laboratorio debe ser advertido de modo que pueda organizarse la realización de dichos cultivos de modo apropiado y mantenerse una incubación prolongada según las necesidades. Con frecuencia es útil informar al laboratorio de la localización o tipo de herida, absceso, o tejido porque puede acelerar el reconocimiento de los patógenos específicos que se sabe están asociados con un tipo de infección particular (p. ej., mordedura de gato, absceso cerebral) o localización anatómica.


Cuando se disponga de una gran cantidad de muestra, se debe efectuar la microscopia para obtener alguna indicación preliminar del microorganismo(s) infectante(s). Si se ha comenzado un tratamiento antibiótico, la extensión directa puede ser la única guía disponible sobre la causa porque el crecimiento puede estar inhibido. Se realizan extensiones por impresión presionando con suavidad una superficie de corte fresca del tejido sobre portaobjetos que a continuación puedan ser teñidos para bacterias, micobacterias y hongos. El examen directo de las muestras por microscopia puede aportar una información preliminar sobre la calidad de la muestra (p. ej., muchas células epiteliales en una muestra de herida indica contaminación por microbiota de la piel), guía el tratamiento empírico al médico y dirige las estrategias de cultivo al microbiólogo. Por ejemplo, si se observan microorganismos que se asemejan a nocardia o micobacterias en una muestra teñida con la técnica de Gram remitida para cultivo de rutina, puede efectuarse un procesamiento adicional para recuperar estos microorganismos. Los microorganismos observados por microscopia deben correlacionarse con los resultados de los cultivos. Las discrepancias pueden ayudar a identificar un microorganismo que de otro modo no sería detectado. Por ejemplo, unos bacilos gramnegativos que se tiñen débilmente y que no crecen en placas de cultivo habituales deben sugerir la posibilidad de un microorganismo anaerobio como Bacteroides.


En algunos hospitales se han empleado los cultivos cuantitativos de heridas, escaras de quemaduras o biopsia de tejido para ayudar a predecir la probabilidad de una sepsis de la herida, infección por quemadura o éxito de un injerto cutáneo. El cultivo cuantitativo requiere pesar y preparar cuidadosamente la muestra para realizar diluciones seriadas con el fin de determinar si el recuento de colonias es mayor de 105 UFC por gramo de tejido. Tales recuentos de colonias se correlacionan con una mayor probabilidad de infección asociada al cierre de la herida. También se pueden emplear las extensiones directas teñidas con Gram de cantidades conocidas de la muestra para proporcionar una valoración inmediata de la carga del microorganismo. Dado que los cultivos cuantitativos son laboriosos, no todos los laboratorios tienen procedimientos para llevar a cabo estos estudios; debe comprobarse la disponibilidad de cultivos cuantitativos de herida por medio de la consulta con el laboratorio antes de solicitar las pruebas.















[image: image] Métodos de detección de bacterias


Se utilizan cinco planteamientos generales para detectar infecciones bacterianas: microscopia, cultivo, detección de antígenos, detección de ácidos nucleicos bacterianos y detección de anticuerpos dirigidos contra el microorganismo (v. tabla 17-5). En esta sección se resume una visión de conjunto de los métodos de detección de bacterias.






Microscopia


La tabla 17-6 es un resumen de las tinciones utilizadas para detectar bacterias, hongos y parásitos. Las bacterias son detectadas más comúnmente por medio de colorantes diferenciales (p. ej., Gram, ácido-alcohol resistencia, Giemsa) y fluorescentes (naranja de acridina, auramina-rodamina). La tinción de Gram es una tinción sencilla pero fiable que puede proporcionar una información preliminar importante en relación a si la infección bacteriana está causada por un microorganismo gramnegativo o grampositivo y si el microorganismo es un bacilo o un coco. Un microscopista experimentado puede clasificar aún mejor los microorganismos a tenor de diferencias sutiles en la morfología o disposiciones espaciales. Por ejemplo, los estafilococos son cocos grampositivos dispuestos en agrupaciones; los estreptococos son cocos grampositivos dispuestos en cadenas; S. pneumoniae y Enterococcus son cocos grampositivos dispuestos en parejas; las enterobacterias son bacilos gramnegativos que se tiñen más intensamente en los extremos que en el centro (tinción bipolar); Pseudomonas, Stenotrophomonas y Burkholderia son pequeños bacilos gramnegativos frecuentemente dispuestos en parejas; Acinetobacter son cocobacilos gruesos que retienen el cristal violeta cuando se tiñen y se asemejan a cocos grampositivos. Nocardia, micobacterias, levaduras y hongos se tiñen también con la tinción de Gram.


Tabla 17-6 Tinciones microscópicas para bacterias, hongos y parásitos






	Tinción

	Aplicación






	Preparación en fresco y tinciones de contraste






	Preparación en fresco

	Utilizada para examinar aspirados, heces, exudado vaginal, sedimento de orina para hongos y parásitos; pueden observarse bacterias con empleo de la microscopia de campo oscuro






	Hidróxido de potasio (KOH)

	El KOH digiere los componentes de la célula hospedadora (p. ej., células de la piel) y permite la detección de hongos






	Tinta china

	Colorante de contraste para detectar bacterias encapsuladas (p. ej., Bacillus anthracis) y hongos (p. ej., Cryptococcus)






	Yodo de Lugol

	Colorante de contraste para la detección de protozoos en heces






	Azul de metileno

	Colorante de contraste para la detección de bacterias y hongos






	Tinciones diferenciales






	Tinciones para ácido-alcohol resistentes (Ziehl-Neelsen, Kinyoun, modificado de Kinyoun)

	Utilizadas para detectar bacterias ácido-alcohol resistentes y parcialmente resistentes (p. ej., Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella, Gordonia, Legionella micdadei) y parásitos (Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora, microsporidios, Sarcocystis)






	Tinciones de Giemsa y Wright-Giemsa

	Tinción diferencial para la detección de inclusiones bacterianas (p. ej., Borrelia, Ehrlichia, Anaplasma, Chlamydia), hongos (Toxoplasma, Pneumocystis) y parásitos (p. ej., microfilarias, Babesia, Plasmodium) en la sangre






	Tinción de Gram

	Tinción diferencial para bacterias y levaduras; las micobacterias y Nocardia se tiñen parcialmente






	Tinción de hierro-hematoxilina (de Delafield)

	Tinción diferencial para la detección de microfilarias en sangre






	Tinción de hierro-hematoxilina (método de Tompkins-Miller)

	Tinción diferencial para la detección de quistes y trofozoítos protozoarios intestinales






	Tinción de esporas

	Tinción para la detección de esporas en Clostridium y Bacillus







	Tinciones de tricrómico y de tricrómico modificada

	Tinción diferencial para la detección de quistes y trofozoítos protozoarios intestinales y de microsporidios






	Tinciones fluorescentes






	Tinción de naranja de acridina

	Utilizada para detectar bacterias, sobre todo las delgadas (p. ej., Helicobacter, Campylobacter) y hongos






	Tinción de auramina-rodamina

	Utilizada para detectar bacterias ácido-alcohol resistentes y parcialmente resistentes






	Tinción de blanco de calcoflúor

	Tinción fluorescente inespecífica para hongos (incluido Pneumocystis) y parásitos (p. ej., microsporidios, quistes de protozoos)







Se utiliza la tinción de ácido-alcohol resistencia para detectar bacterias con ácidos micólicos de cadena media y de cadena larga en la pared bacteriana. Incluye un número limitado de géneros que se aíslan en muestras clínicas: Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella y Gordonia. Los géneros distintos a Mycobacterium se tiñen por lo general débilmente con colorantes para ácido-alcohol resistencia y reciben la denominación de parcial o débilmente ácido-alcohol resistentes. Las tinciones de Giemsa y Wright-Giemsa son tinciones diferenciales utilizadas principalmente para detectar bacterias (Borrelia) o inclusiones bacterianas (Anaplasma, Ehrlichia), así como hongos y parásitos, en muestras de sangre. Aunque las tinciones son poco sensibles, una tinción positiva es una confirmación rápida de la presencia del microorganismo. Las tinciones fluorescentes son generalmente las tinciones microscópicas más sensibles porque las bacterias teñidas con colorantes fluorescentes se detectan con facilidad sobre un fondo negro. Se emplean los colorantes de auramina y rodamina en vez de la tinción de ácido-alcohol resistencia para detectar micobacterias. Esta tinción es más sensible que las tinciones tradicionales de ácido-alcohol resistencia y tiene la misma especificidad. Se utiliza la tinción de naranja de acridina para detectar bacterias en hemocultivos positivos cuando la tinción de Gram es negativa y cuando ciertos microorganismos finos son difíciles de detectar con la tinción de Gram (p. ej., Campylobacter, Helicobacter). Se utilizan ciertas tinciones de anticuerpos fluorescentes con antisuero conjugado con una marca fluorescente tanto para la detección directa de bacterias en muestras de pacientes como para la identificación de microorganismos aislados. En el momento presente, las tinciones de anticuerpos fluorescentes directos (DFA) se emplean más comúnmente para la detección e identificación de virus más que de bacterias. Las pruebas de DFA se siguen empleando en algunos laboratorios en el caso de bacterias seleccionadas, específicamente S. pyogenes, T. pallidum, Legionella y B. pertussis; sin embargo, la prueba DFA para S. pyogenes (Streptococcus grupo A) ha sido sustituida principalmente por pruebas antigénicas; la prueba DFA para T. pallidum es sensible y específica en la sífilis primaria, pero los reactivos no se hallan disponibles de modo generalizado; la prueba DFA para Legionella tiene baja sensibilidad; y la prueba DFA para B. pertussis tiene baja sensibilidad y especificidad43.









Cultivo


La base de gran parte de lo que sabemos sobre bacterias tiene su origen en la capacidad de los microorganismos para crecer in vitro. Se ha elaborado una variedad de medios que incluyen medios en caldo y medios solidificados con agar para esta finalidad: medios generales enriquecidos, selectivos, diferenciales y específicos (tabla 17-7). El empleo de medios de cultivo líquidos permite la detección de pequeñas concentraciones de microorganismos o de microorganismos anaerobios a partir de una muestra de la que se recuperan anaerobios de modo infrecuente (p. ej., LCR). Los medios generales enriquecidos (p. ej., agar-sangre, agar-chocolate) están ideados para sustentar el crecimiento de la mayoría de los microorganismos. Los medios selectivos (p. ej., agar de MacConkey, agar de bifeniletil alcohol) están ideados para sustentar el crecimiento de ciertos microorganismos (p. ej., bacterias gramnegativas o grampositivas) y suprimir el crecimiento de otros. Estos medios son particularmente útiles en el caso de que haya en la muestra una población mixta de microorganismos. Los medios diferenciales son típicamente medios selectivos que contienen sustratos para facilitar el reconocimiento de microorganismos específicos (p. ej., bacilos gramnegativos fermentadores de lactosa que crecen en agar MacConkey; Salmonella o Shigella a partir de una muestra de heces sembrada en agar de xilosa-lisina-desoxicolato [XLD]). Algunos microorganismos tienen unos requerimientos de crecimiento muy específicos (p. ej., Legionella requiere hierro y cisteína; Bordetella pertussis requiere medios con inhibidores de ácidos grasos, sulfuros y peróxidos), por lo que se han elaborado medios concretos para la recuperación de estos microorganismos. Medios específicos particularmente importantes son los que se utilizan para llevar a cabo las pruebas de sensibilidad antimicrobiana. El éxito de los métodos de cultivo depende de las condiciones de incubación. El ejemplo obvio es que la recuperación de la mayoría de anaerobios requiere que las placas de agar sembradas deben ser incubadas en una atmósfera anaerobia. Igualmente, algunos microorganismos tales como Campylobacter y Helicobacter crecen sólo en una atmósfera microaerofílica. Algunos microorganismos crecen lentamente y requieren una incubación prolongada (p. ej., Bartonella, B. pertussis, Brucella, Francisella, Legionella). No es práctico ni necesario que el microbiólogo siembre todas las muestras en la gran variedad de medios disponibles y que incuben los cultivos en las numerosas condiciones de incubación. En efecto, el microbiólogo ha de tomar con frecuencia decisiones sobre el mejor modo de cultivar una cantidad limitada de una muestra. Así, es crítico que el clínico describa con claridad el origen de la muestra y los patógenos sospechados. Si se recoge una muestra, como una biopsia o un líquido normalmente estéril, y la recogida de material adicional no es práctica, es importante entonces que el clínico hable con el microbiólogo para evitar un tratamiento erróneo de la muestra. Todos los laboratorios deben disponer de procedimientos detallados en relación con el procesamiento de muestras a partir de una variedad de orígenes. Estos protocolos deben ser elaborados con manuales de referencia estándar8 y después de haberlos comentado con los clínicos.


Tabla 17-7 Medios seleccionados para la recuperación de bacterias, hongos y parásitos






	Microorganismo

	Medios

	Comentarios






	Bacterias






	
Aeromonas spp.

	Agar cefsulodina-irgasan-novobiocina (CIN)

	Selectivo, agar diferencial; crece en medios habituales






	Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis

	Medio de Regan-Lowe; medio de Bordet-Gengou

	Medio selectivo; los microorganismos no crecen en medios habituales






	Borrelia burgdorferi

	Medio de Barbour-Stoenner-Kelly

	Incubar entre 30 y 33 °C en atmósfera microaerofílica durante 6 semanas o más






	Burkholderia cepacia

	Agar selectivo de B. cepacia; agar de Pseudomonas cepacia (PC); medio oxidativo-fermentativo polimixina B-bacitracina-lactosa (OPBL)

	Agar selectivo y diferencial; crece en medio habituales






	
Campylobacter spp.

	Medio Campy-CVA, agar de carbón vegetal cefoperazona desoxicolato (CCDA)

	Medio selectivo; recuperación óptima con empleo de medios múltiples; incubación entre 37 y 42 °C en atmósfera microaerofílica






	Clostridium difficile

	Agar cicloserina-cefoxitina-fructosa (CCFA)

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	Corynebacterium diphtheriae

	Agar-sangre con cistina-telurito; agar de Tinsdale

	Medio selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	
Enterococcus resistente a vancomicina (ERV)

	Agar con bilis, esculina y azida (Enterococcosel) suplementado con 6 μg/ml de vancomicina

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	
Escherichia coli O157

	Agar sorbitol-MacConkey

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	Francisella tularensis

	Agar-chocolate; agar tamponado con carbón vegetal y extracto de levadura (BCYE)

	Requiere compuestos sulfhidrilo (cisteína, cistina, tiosulfato, IsoVitaleX)






	
Helicobacter spp.

	Múltiples medios enriquecidos

	Incubar en atmósfera microaerofílica






	
Legionella spp.

	Agar BCYE

	Requiere L-cisteína; el crecimiento se ve enriquecido por hierro; suplementado con antibióticos para suprimir la microbiota oral






	
Leptospira spp.

	Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), medio de Fletcher con suero de conejo

	Medio selectivo; incubación entre 28 y 30 °C hasta 3 meses; no crece en medios habituales






	
Mycobacterium spp.

	Caldo de Dubos; medio de Lowenstein-Jensen; agar Middlebrook y caldo 7H9

	Medios enriquecidos; crece lentamente en los medios habituales






	Neisseria gonorrhoeae

	Agar de Thayer-Martin modificado, agar de New York City

	Medio selectivo; crece en agar-chocolate pero no en agar-sangre






	
Nocardia spp.

	Agar BCYE

	Medio enriquecido; crece lentamente en medios habituales






	
Salmonella spp.

	Agar Hektoen enteric (HE); agar Salmonella-Shigella (SS); agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

	Agares selectivos y diferenciales; crece en medios habituales






	
Shigella spp.

	Agar Hektoen enteric (HE); agar Salmonella-Shigella (SS); agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

	Agares selectivos y diferenciales; crece en medios habituales






	Staphylococcus aureus

	Agar de manitol sal (MSA)

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	
S. aureus resistente a meticilina (SARM)

	MSA con 4 μg/ml meticilina (oxacilina)

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	
Streptococcus agalactiae (grupo B)

	Caldo de Lim; caldo StrepB con zanahoria

	Caldos selectivos y diferenciales; crece en medios habituales






	Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus

	Agar con tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa (TCBS)

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	Yersinia enterocolitica

	Agar CIN

	Agar selectivo y diferencial; crece en medios habituales






	Hongos






	Cryptococcus neoformans

	Agar de alpiste

	Agar selectivo y diferencial para identificación presuntiva






	Malassezia furfur

	Medio con agar suplementado con lípidos

	Requiere lípidos para su crecimiento (p. ej., leche entera, extracto de malta, bilis de buey, Tween 40, ácido oleico, aceite de oliva)






	Levaduras

	CHROMagar

	Agar selectivo y diferencial para identificación presuntiva






	Dermatofitos

	Medio de prueba de dermatofitos (DTM)

	Agar selectivo y diferencial; estimula la esporulación






	Parásitos






	Acanthamoeba

	Agar no nutritivo con una capa de cubierta con Escherichia coli o Enterobacter aerogenes


	La ameba digiere las bacterias al moverse por la superficie del agar






	Leishmania

	Medio de Novy-MacNeal-Nicolle (NNN)

	 






	Trichomonas

	Medio de Diamond completo; InPouch TV

	InPouch TV está comercializado






	Trypanosoma

	Medio de Novy-MacNeal-Nicolle (NNN)

	 














Detección antigénica


La tabla 17-8 resume las pruebas antigénicas existentes para la detección de bacterias, hongos, virus o parásitos en las muestras clínicas. Las ventajas de estas pruebas son que pueden ser efectuadas rápidamente y son relativamente baratas. Las desventajas son una sensibilidad o especificidad bajas en relación con ciertos microorganismos y la disponibilidad limitada de algunas pruebas (p. ej., pruebas para Yersinia pestis, Norovirus, Plasmodium falciparum). No se recomiendan como prueba de cribado las pruebas antigénicas para bacterias responsables de meningitis (es decir, Streptococcus agalactiae, S. pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae tipo b) porque no son más sensibles que la tinción de Gram44; sin embargo, estas pruebas pueden ser de utilidad para la identificación presuntiva de un microorganismo observado en la tinción de Gram. Puede confirmarse un diagnóstico de neumonía causada por S. pneumoniae o Legionella pneumophila por la detección de antígenos específicos en orina; sin embargo, las pruebas negativas han de ser confirmadas por cultivo. De igual forma, aunque se utilizan ampliamente las pruebas antigénicas de Streptococcus del grupo A, los resultados negativos también tienen que ser confirmados por cultivo o por análisis de AAN. Las pruebas antigénicas para la detección de antígenos de Campylobacter o Helicobacter en muestras fecales o la toxina Shiga producida por E. coli son pruebas rápidas y sensibles para diagnosticar las infecciones causadas por estos microorganismos. También se utilizan ampliamente las pruebas antigénicas para la detección de toxinas de C. difficile en muestras fecales; sin embargo, en estudios recientes se ha cuestionado la sensibilidad de estas pruebas38. En la actualidad, los inmunoanálisis para la detección de antígenos de Chlamydia trachomatis han sido sustituidos en la mayoría de los laboratorios por PAAN. Así, el valor de las pruebas antigénicas ha de ser evaluado cuidadosamente a tenor de las características del rendimiento de las pruebas individuales y de la disponibilidad de métodos de detección alternativos.


Tabla 17-8 Pruebas antigénicas para la detección de bacterias, hongos, virus y parásitos en muestras clínicas






	
Bacterias
Streptococcus agalactiae (grupo B)
Streptococcus pyogenes (grupo A)
Streptococcus pneumoniae
Neisseria meningitidis
Haemophilus influenzae tipo b
Chlamydia trachomatis
Clostridium difficile
Escherichia coli (toxina Shiga)
Shigella dysenteriae (toxina Shiga)
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli
Helicobacter pylori
Legionella pneumophila serogrupo 1
Yersinia pestis







	
Hongos
Especies de Aspergillus
Blastomyces dermatitidis
Especies de Coccidioides
Histoplasma capsulatum
Cryptococcus neoformans
Panfúngica*







	
Virus
Adenovirus
Norovirus
Rotavirus
Citomegalovirus
Virus del herpes simple (VHS-1 y 2)
Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1 y 2)
Virus influenza A, B
Virus respiratorio sincitial
Virus de la hepatitis A, B y C






	
Parásitos
Cryptosporidium parvum (hominis)
Giardia lamblia (duodenalis)
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
Especies de Plasmodium
Trichomonas vaginalis








* Panfúngica, análisis de beta-d-glucano que detecta el antígeno de la pared celular en todos los hongos excepto en zigomicetos (no presentes) y Cryptococcus (bajo nivel).









Pruebas basadas en ácidos nucleicos


El desarrollo de pruebas basadas en ácidos nucleicos para la detección directa de microorganismos se está extendiendo rápidamente en el laboratorio de microbiología clínica. Para la detección de algunas bacterias (p. ej., C. trachomatis, N. gonorrhoeae) estas pruebas son claramente las de elección y están ampliamente disponibles; en relación con otras bacterias (p. ej., Anaplasma, Ehrlichia, B. pertussis, Legionella, Tropheryma) éstas son claramente las pruebas existentes más sensibles, aunque en la actualidad se hallan restringidas a los grandes laboratorios clínicos o de referencia. Se dispone de revisiones de conjunto de estas pruebas45,46, de modo que en esta sección se aporta un breve resumen de las pruebas actualmente disponibles. La tabla 17-9 es una lista de las pruebas basadas en ácidos nucleicos elaboradas comercialmente en relación con bacterias, hongos y virus. Esta lista estará ciertamente incompleta en el próximo año, pero proporciona una visión de conjunto de la gama de estas pruebas ofrecidas en la actualidad por las compañías comerciales en los Estados Unidos, Europa o Japón. Muchos laboratorios ofrecen también pruebas «caseras» validadas en relación con microorganismos seleccionados (p. ej., nuestro laboratorio en el NIH ofrece en la actualidad casi 25 pruebas caseras) o paneles de microorganismos responsables de enfermedades tales como neumonía, meningitis o gastroenteritis.




Tabla 17-9 Pruebas basadas en la amplificación de ácidos nucleicos para la detección de bacterias, hongos, virus y parásitos en muestras clínicas
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Las pruebas basadas en los ácidos nucleicos se subdividen en pruebas no amplificadas y pruebas amplificadas. La mayoría de las pruebas amplificadas se utilizan para la identificación de microorganismos aislados en cultivo (tabla 17-10), a menos que las bacterias se hallen presentes en gran cantidad en las muestras clínicas (p. ej., C. trachomatis, N. gonorrhoeae, S. pyogenes). Aunque la mayoría de los laboratorios utilizan en la actualidad uno de los muchos análisis de amplificación para la detección de C. trachomatis y N. gonorrhoeae, la prueba de sonda no amplificada para S. pyogenes es muy sensible y rápida47. Este sistema, desarrollado por Gen-Probe, utiliza en la actualidad sondas de ADN monocatenario etiquetadas con éster de acridinio para detectar secuencias de ARN ribosómico complementarias del microorganismo diana; se determina esta reacción por quimioluminiscencia leída en un luminómetro.


Tabla 17-10 Bacterias y hongos identificados con pruebas de sondas basadas en ácidos nucleicos*






	Bacterias






	
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari
Chlamydia trachomatis
Neisseria gonorrhoeae
Enterococcus (especies)
Haemophilus influenzae
Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus (SASM, SARM)
Streptococcus pyogenes (grupo A)
Streptococcus agalactiae (grupo B)
Streptococcus pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis, complejo
Mycobacterium avium, complejo
Mycobacterium avium
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium kansasii







	Hongos






	
Blastomyces dermatitidis
Coccidioides immitis
Histoplasma capsulatum








* Análisis molecular: prueba de protección de la hibridación.


Las pruebas de amplificación obtienen su gran sensibilidad por la amplificación de la secuencia del ácido nucleico diana o, menos comúnmente, la sonda o la señal generada. La prueba más común de amplificación de la diana es la reacción en cadena de la polimerasa (PCR; Roche Molecular Systems). La prueba tiene un diseño elegante y sencillo; se utilizan dos oligonucleótidos cebadores para flanquear la secuencia bicatenaria del ADN que se va a amplificar y luego la ADN polimerasa hace millones de copias de la secuencia diana. Las variaciones de esta técnica permiten que se amplíen las dianas de ARN por empleo de la transcriptasa inversa para convertir el ARN en ADN (RT-PCR), una mejor sensibilidad y especificidad (PCR anidada), la detección de la secuencia diana a medida que va siendo amplificada (PCR en tiempo real) y la detección de múltiples dianas de modo simultáneo (PCR múltiplex). Otras dos pruebas de amplificación de la diana se basan en la amplificación de las dianas de ARN (amplificación basada en la transcripción): amplificación basada en la secuencia de ácidos nucleicos (NASBA, bio-Merieux Clinical Diagnostics) y la amplificación mediada por transcripción (TMA, Gen-Probe). En ambas pruebas el ARN diana es convertido en ADN complementario por la transcriptasa inversa y a continuación se sintetizan copias de ARN con ARN polimerasa. Un cuarto método de amplificación de la diana es la amplificación por desplazamiento catenario (SDA; Becton Dickinson and Co.). Se identifica la diana de ADN bicatenario y a continuación se amplifica exponencialmente con esta técnica. En la actualidad se utiliza un método de amplificación de la señal en el laboratorio de microbiología clínica: la captura de híbridos. En este análisis se desnaturaliza el ADN diana y a continuación se hibrida con una sonda de ARN específica. A continuación los híbridos ADN-ARN se unen a anticuerpos antihíbridos inmovilizados. Se detecta este complejo cuando los anticuerpos antihíbridos conjugados con fosfatasa alcalina se unen a los híbridos.


La experiencia de los laboratorios que ofrecen pruebas de amplificación ha subrayado los problemas de los que tanto el médico como el microbiólogo han de ser conocedores. El primer aspecto crítico es el de las reacciones falsas positivas debido a la contaminación con amplicones (dianas amplificadas) en el área de trabajo. Puede ejercerse control sobre esta contaminación asignando diferentes áreas de trabajo, pipetas y reactivos en relación con los diversos componentes del análisis, así como por el empleo de métodos diseñados para inactivar una mayor amplificación del producto. Las compañías comerciales son también conscientes de los problemas que la contaminación con amplicones puede causar en sus sistemas, de modo que algunas compañías han desarrollado sistemas de amplificación desechables completamente cerrados que son desechados con seguridad al final de una prueba. Hay que tener cuidado también al alicuotar las muestras. Una mínima contaminación de muestras negativas con una muestra muy positiva puede dar lugar a un resultado falso positivo después de la amplificación. Pueden producirse resultados falsos negativos si hay inhibidores de la reacción de la amplificación en la muestra del paciente (p. ej., hemoglobina, cristales en la orina, nitratos), en el medio de transporte de la muestra, o en materiales tales como torundas con alginato de calcio. Aunque la mayoría de las pruebas utilizan controles positivos que contienen una diana conocida, así como controles de la amplificación externa, para detectar la inhibición como parte del proceso de control de calidad, el mejor índice de inhibición utiliza controles internos que remedan los cebadores diana. El empleo de los controles internos que se hallan incluidos en la mezcla de la reacción en prueba proporciona la valoración más exacta de la inhibición.









Serología


Se ha empleado históricamente la serología para confirmar infecciones por bacterias de difícil crecimiento in vitro. En relación con algunos de estos microorganismos (p. ej., Anaplasma, Ehrlichia, Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, Leptospira, Rickettia spp. y T. pallidum) las pruebas serológicas siguen siendo útiles y con frecuencia son las mejores. La dificultad con la serología es que algunos pacientes inmunocomprometidos no desarrollan una respuesta de anticuerpos adecuada a la infección, que un aumento significativo en el título de anticuerpos puede no ser detectado hasta semanas o meses después de la manifestación inicial, que la persistencia de anticuerpos puede dificultar la diferenciación entre una infección reciente y una infección pasada, y que las reacciones cruzadas pueden comprometer la especificidad de la respuesta de anticuerpos. En general, la serología debe utilizarse para confirmar otras pruebas diagnósticas cuando sea posible.
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En la sexta edición de este libro se presentaba una discusión muy detallada de la identificación bacteriana. Creemos que la mayoría de los lectores de este capítulo podrían tener un interés pasajero en este tema, que deben consultar capítulos específicos en este libro para una revisión de la materia o que deben remitirse a un libro de referencia de microbiología para una información detallada. Por consiguiente, la información aportada en esta sección se restringe a los comentarios generales sobre los métodos de identificación. Para una información más detallada, remítase por favor a los capítulos específicos de este libro o a los libros de referencia de microbiología citados en la bibliografía8,28.






Identificación por métodos bioquímicos


La morfología microscópica y las características tales como el tamaño de la colonia, color y forma, así como la presencia o ausencia de actividad hemolítica, son utilizadas por el microbiólogo para la selección del procedimiento de identificación apropiado. Un microbiólogo experimentado con frecuencia es capaz de proporcionar una identificación presuntiva fiable de las bacterias comunes a tenor de estas características iniciales y de algunas pruebas de identificación preliminares. Por ejemplo, una colonia opaca de color blanco o amarillo claro que parecen cocos grampositivos predominantemente en agrupaciones hay que someterla a una prueba rápida de coagulasa para identificar el aislado como S. aureus o como Staphylococcus coagulasa-negativo. La tabla 17-11 describe las pruebas clave utilizadas comúnmente, junto con la morfología de la colonia y en la tinción de Gram, para identificar especies seleccionadas de bacterias48.


Tabla 17-11 Reacciones bioquímicas comunes utilizadas para identificar bacterias






	Prueba bioquímica

	Empleo principal de la prueba






	Bacitracina (A), disco

	Para la identificación presuntiva de Streptococcus pyogenes, que es sensible a bajas concentraciones de bacitracina






	Catalasa

	Característica importante que diferencia a importantes grupos bacterianos significativos (p. ej., estafilococos [catalasa positivos], estreptococos y enterococos [catalasa negativos])






	Coagulasa

	Una prueba coagulasa positiva es el criterio clave para la identificación de Staphylococcus aureus







	Hidrólisis del hipurato

	Se utiliza la prueba positiva para la identificación presuntiva de estreptococos del grupo B






	Hidrólisis de PYR (l-pirrolidonil-β-naftilamida)

	Prueba rápida para la identificación presuntiva de S. pyogenes y Enterococcus







	Indol

	Se utiliza una prueba rápida para la identificación presuntiva de Escherichia coli de muestras de orina






	Optoquina (P), disco

	La sensibilidad a la optoquina es una identificación presuntiva de Streptococcus pneumoniae







	Oxidasa

	Es una reacción clave para ayudar a diferenciar bacilos gramnegativos (p. ej., enterobacterias, Acinetobacter y Stenotrophomonas son oxidasa negativas; Pseudomonas y Burkholderia son oxidasa positivas)






	Solubilidad en bilis

	Para la rápida diferenciación de neumococos (que son solubles en bilis) de otros estreptococos






	Ureasa

	Prueba rápida para Proteus mirabilis y Helicobacter pylori








La clasificación histórica de las bacterias se basaba en sus propiedades microscópicas (p. ej., grampositivas, gramnegativas, ácido-alcohol resistentes, cocos, bacilos, espiriloides), tolerancia al oxígeno (es decir, aerobias, anaerobias) y patrones de reactividad bioquímica (tabla 17-12). Las pruebas bioquímicas incluían la fermentación u oxidación de carbohidratos (p. ej., fermentación de glucosa o lactosa), empleo de fuentes de carbono, presencia de enzimas específicas, o producción de ácidos grasos volátiles. Un número mínimo de estas pruebas realizadas en tubos de ensayo podía identificar la mayoría de las bacterias reconocidas. Por ejemplo, hasta comienzos de la década de 1970, la mayoría de los laboratorios identificaban todos los miembros conocidos de la familia Enterobacteriaceae con empleo de reacciones en seis tubos de ensayo. A medida que fue creciendo el número de microorganismos clínicamente importantes, el número de pruebas adicionales necesarias hizo que este planteamiento fuese poco práctico y prohibitivamente caro. Los primeros equipos comerciales para la identificación de microorganismos fueron introducidos en la década de 1970. Constaban de una serie de reacciones que estaban incorporadas en tiras desechables o placas en micropocillos. El patrón de reacciones podía convertirse en un «perfil metabólico» que se comparaba en una base de datos establecida para la identificación de los microorganismos. Las mejoras de este planteamiento incluyeron la selección de reacciones que podían interpretarse después de unas horas de incubación y la introducción de instrumentos para la interpretación de las reacciones individuales y del perfil metabólico. Nuevas mejoras incluyeron el desarrollo de sistemas totalmente automatizados para la inoculación, incubación e interpretación de estas pruebas. Existen bases de datos muy amplias que permiten la identificación teórica de la mayoría de las bacterias clínicamente importantes. Estos sistemas han sido integrados también con pruebas de sensibilidad antibiótica (que se comentarán más adelante). Queda fuera del ámbito de este capítulo una discusión detallada de los sistemas de identificación manuales y comerciales automatizados; por consiguiente, remitimos al lector interesado a las revisiones sobre este tema8,28. Baste decir que la mayor parte de los laboratorios emplean una combinación de sistemas manuales y automatizados para la identificación de la mayoría de los aislados clínicos.




Tabla 17-12 Clasificación de las bacterias
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Identificación con empleo de antisueros específicos


Además de los métodos de identificación bioquímicos, los laboratorios utilizan antisueros para la confirmación de ciertos microorganismos cultivados. La aglutinación con empleo de suspensiones de microorganismos completos o aglutinación con látex por medio de anticuerpo unido a esferas de látex es técnicamente simple de realizar y tarda tan sólo unos minutos en completarse. En algunos laboratorios se emplean la aglutinación y pruebas de aglutinación con látex sobre colonias crecidas para identificar una variedad de bacterias (tabla 17-13).


Tabla 17-13 Identificación serológica de bacterias seleccionadas






	Bacterias

	Comentarios






	
Streptococcus, β-hemolítico

	Clasificación por grupos de Lancefield a tenor de los carbohidratos de la pared celular; A, B, C, F y G, los más comunes






	Streptococcus pneumoniae

	Subtipificación basada en más de 90 polisacáridos de la cápsula; se emplean antisueros polivalentes para identificar S. pneumoniae; se utiliza la subtipificación para seleccionar los polisacáridos más comunes para la elaboración de vacunas






	Neisseria meningitidis

	13 polisacáridos capsulares; A, B, C, Y y W135 los aislados clínicos más comunes






	Haemophilus influenzae

	Se utilizan los polisacáridos capsulares para clasificar las especies en 6 subtipos; el subtipo b es el más importante






	Escherichia coli

	Subtipificación por muchos polisacáridos de la pared celular (O) y proteínas de los flagelos (H); O157:H7 el más importante






	Salmonella enterica

	Subtipificación con empleo de más de 2.500 polisacáridos de la pared celular (O)






	
Shigella spp.

	Se utilizan los polisacáridos de la pared celular (O) para dividir 4 especies en 45 subtipos






	Legionella pneumophila

	Se utilizan antisueros polivalentes para subdividir la especie en 16 serogrupos; el serogrupo 1 es el más importante














Identificación con empleo de técnicas moleculares


Las primeras técnicas de identificación moleculares eran pruebas con sondas que se basaban en la detección de secuencias de ácidos nucleicos específicas de un género o especie particulares. Estos análisis con sondas (AccuProbe, Gen-Probe, San Diego, CA), cuando se comercializaron se convirtieron en el método de elección para la identificación rápida y exacta de especies micobacterianas, sobre todo del complejo M. tuberculosis, pero también de otras especies micobacterianas comunes. En la actualidad se dispone de análisis con sondas similares en relación con una variedad de bacterias, micobacterias y hongos (v. tabla 17-10).


La identificación basada en la secuencia es otra técnica molecular que puede ser utilizada para mejorar tanto la rapidez como la exactitud en la identificación de bacterias que son de difícil identificación por las pruebas fenotípicas, o las que tienen unos requerimientos de crecimiento muy exigentes. Los taxónomos emplean el análisis de los microorganismos atendiendo a la secuenciación del gen del ARNr (ARN ribosómico) 16S o de otros genes diana para mejorar la clasificación de los microorganismos de modo que refleje mejor las verdaderas relaciones filogenéticas. Por medio del mismo tipo de análisis, se obtiene la identificación de un microorganismo desconocido comparando la secuencia del gen ARNr 16S del microorganismo con las secuencias que se encuentran en grandes bases de datos de microorganismos conocidos y, a continuación, determinando el más estrechamente relacionado. No todos los microorganismos pueden ser identificados seleccionando como objetivo un número limitado de genes. En algunos casos, una insuficiente divergencia entre especies estrechamente relacionadas puede hacer que el análisis de los datos de la secuencia sea inadecuado para una identificación fiable. Sin embargo, en muchos casos queda indicada una elección principal, y si una no está claramente delimitada, el análisis es al menos útil al mostrar las que tienen las relaciones más estrechas. A medida que se vaya perfeccionando esta técnica y las bases de datos asociadas, el análisis de secuencias pasará de los laboratorios de referencia a unas aplicaciones más generales6,7.


Mientras que la mayoría de los subtipos de microorganismos se llevaba a cabo antiguamente con el empleo de antisueros específicos, esta tarea se efectúa en la actualidad de modo más eficiente con técnicas moleculares49,50. La disponibilidad de una tipificación exacta ayuda a controlar los brotes más rápidamente y puede ayudar a la identificación de los orígenes, portadores y patrones de diseminación. Los principales métodos genotípicos actualmente utilizados incluyen la electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE), polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) del ADN cromosómico y los métodos basados en la PCR tales como el ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD) y la caracterización por secuencia de multilocus (MLST), aunque se han utilizado de forma satisfactoria otras muchas técnicas en relación con microorganismos específicos. La PFGE es el estándar de referencia aceptado para muchos microorganismos49,50. El MLST es relativamente rápido de llevar a cabo y aporta unas secuencias no ambiguas que son trasladables electrónicamente y que pueden ser utilizadas para comparar de modo exacto los aislados entre diferentes laboratorios51. Al igual que con otros métodos de tipificación, no obstante, la idoneidad del método ha de ser validada en relación con cada grupo de microorganismos. Los métodos basados en la PCR y en la secuencia pueden completarse en 1-2 días; los análisis por PFGE y RFLP requieren con frecuencia un tiempo muy superior. Los diferentes métodos varían en reproducibilidad, facilidad de realización, tiempo hasta la obtención del resultado analítico, robustez y potencia discriminatoria. Muchos laboratorios de microbiología en ámbitos de investigación o universitarios son capaces de llevar a cabo una o más des estas pruebas de tipificación molecular; sin embargo, la mayoría de los laboratorios hospitalarios han de remitir sus aislados a los laboratorios de referencia del país o estatales, lo que generalmente alarga el tiempo que lleva la confirmación de un brote.
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Una de las funciones más importantes del laboratorio de microbiología es determinar la sensibilidad de un presunto patógeno a los agentes antimicrobianos. Aunque algunos microorganismos predeciblemente son sensibles a antibióticos eficaces, con frecuencia las opciones terapéuticas se ven limitadas para otros microorganismos por resistencia a los antimicrobianos o toxicidad medicamentosa. Las pruebas de sensibilidad in vitro son una de las tareas más complejas que se llevan a cabo en el laboratorio clínico: las pruebas han de ser llevadas a cabo de modo reproducible y exacto, han de ser clínicamente importantes y han de hacerse oportunamente en el tiempo. Los métodos para realizar estas pruebas están definidos por estándares publicados y revisados anualmente por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI; antes NCCLS), grupo de consenso que representa a laboratorios clínicos, industria y agencias gubernamentales (www.clsi.org). Los estándares definen detalladamente cómo debe realizarse cada método de pruebas de sensibilidad y cómo han de informarse e interpretarse los resultados. Los documentos aportan también directrices para la selección de las clases de fármacos específicos que han de probarse frente a microorganismos específicos, aunque la decisión final de qué antibióticos deben informarse en relación con un microorganismo específico ha de ser tomada por el microbiólogo y el clínico.


Son varios los métodos que han sido utilizados para valorar la actividad de los antibióticos frente a las bacterias. Históricamente, los métodos fueron divididos en métodos de dilución y de difusión, métodos cuantitativos y cualitativos, métodos manuales y automatizados, y métodos de un día para otro y rápidos. También se han elaborado métodos específicos para determinar los mecanismos de resistencia concretos tales como producción de β-lactamasas o la presencia de genes específicos que codifican la resistencia.






Métodos de dilución


Los métodos de dilución fueron los primeros procedimientos de pruebas de sensibilidad elaborados. En estos procedimientos se preparan diluciones seriadas de antibióticos en un medio líquido o en un medio con agar. Típicamente se utiliza un esquema con dilución a la mitad (p. ej., 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,5, 0,75 μg/ml). A continuación se inocula cada dilución con una concentración estandarizada del microorganismo a prueba y, después de un período de incubación específico, se determina la concentración más baja (mínima) del antibiótico que inhibe el microorganismo. Estos métodos son conocidos como pruebas de concentración mínima inhibitoria (CMI) o pruebas de sensibilidad cuantitativa porque los resultados se expresan numéricamente52.


Los valores cuantitativos pueden convertirse en interpretaciones cualitativas —sensible, intermedia, resistente— a tenor de los criterios de interpretación definidos en relación con cada combinación de microorganismo-antibiótico por el CLSI53. Un microorganismo se define como sensible a un antibiótico cuando el valor de la CMI está en o por debajo de la concentración alcanzada con las dosis recomendadas habitualmente del antibiótico; intermedio cuando el valor de la CMI está en la concentración del antibiótico que se consigue al utilizar dosis más altas o en localizaciones corporales en donde se concentra el antibiótico activo (p. ej., tracto urinario); y resistente cuando el valor de la CMI es superior a la concentración lograda en dosis terapéuticas o en situaciones en las que hay mecanismos de resistencia especiales (p. ej., la bacteria es portadora de genes que codifican resistencia al antibiótico).


Las pruebas de dilución en agar llevadas a cabo en placas de Petri y las pruebas de dilución en caldo realizadas en tubos de ensayo se utilizan principalmente en laboratorios de investigación porque son técnicamente engorrosas y no están adaptadas a pruebas con grandes volúmenes de muestras. Sin embargo, las pruebas de dilución en caldo efectuadas en bandejas de microdilución son muy comunes. Se denominan pruebas de CMI de microdilución en caldo. Numerosas compañías han elaborado versiones automatizadas de estas pruebas de microdilución y se utilizan en la mayoría de los laboratorios clínicos8,28. Se hallan comercializados paneles de microdilución con un gran número de antibióticos y se pueden combinar con pruebas bioquímicas para la realización simultánea de pruebas de identificación y de sensibilidad a antimicrobianos. Los antibióticos y los sustratos bioquímicos están deshidratados en muchos paneles de pruebas, de modo que pueden almacenarse durante un período de tiempo prolongado.









Métodos de difusión en agar


El método de difusión en agar fue elaborado como alternativa práctica a los procedimientos de dilución en agar y en caldo. El método de difusión en agar más popular es el método de difusión con disco de Kirby-Bauer54. En este método se siembra con torunda la placa de agar con una concentración estandarizada del microorganismo y a continuación se colocan discos de papel que contienen con una concentración definida de antibiótico sobre la siembra de bacterias. Después de una incubación de 18 a 24 horas se determina el diámetro de la zona de inhibición de crecimiento alrededor del disco. Esta zona se ve influida por algunas variables, como son: medio de prueba de la susceptibilidad (el agar de Mueller Hinton es el estándar para las pruebas bacterianas), la concentración del microorganismo a prueba, la velocidad de crecimiento del microorganismo a prueba, la concentración del antibiótico en el disco, la difusión del antibiótico en el agar y la sensibilidad del microorganismo al antibiótico. Las cinco primeras variables están estandarizadas por el CLSI; por consiguiente, si se lleva a cabo la prueba de modo apropiado, el tamaño de la zona de inhibición del crecimiento se relaciona con la sensibilidad del microorganismo: cuanto mayor sea la zona, más sensible es el microorganismo al antibiótico. Como sería de esperar, los resultados de las pruebas de dilución y de las pruebas de difusión están relacionados. Hay una correlación lineal inversa entre el tamaño de la zona y el valor de la CMI: cuanto mayor sea la zona de inhibición del crecimiento (más sensible es el microorganismo al antibiótico), más pequeño será el valor de la CMI. De esta manera, es posible extrapolar del tamaño medido en la zona de inhibición el correspondiente valor de la CMI. Además, los criterios de interpretación que se aplican a las pruebas de CMI también se aplican a las pruebas de difusión. Así, en relación con la mayoría de las pruebas microorganismo-antibiótico, las pruebas de difusión y las pruebas de dilución son igualmente exactas en la predicción de la sensibilidad antimicrobiana.


Las pruebas de dilución reciben comúnmente la denominación de pruebas cuantitativas, mientras que las pruebas de difusión se denominan pruebas cualitativas. Es decir, las pruebas de dilución suelen informarse como un número o un valor de CMI y los resultados de las pruebas de difusión como sensible, intermedio o resistente. Obviamente, es una simplificación en exceso. Ambas pruebas son cuantitativas—las pruebas de difusión valoran una gama mayor de valores cuantitativos (tamaño de la zona de inhibición desde 6 mm [diámetro del disco de papel] hasta aproximadamente 40 mm) comparadas con las pruebas de dilución que típicamente miden dos a cinco concentraciones del fármaco en la mayoría de los paneles de microdilución. Por consiguiente, la definición de una prueba cuantitativa o cualitativa viene determinada por el método de notificación más que por el propio método de prueba.


Una variación de la prueba de difusión en disco de Kirby-Bauer es la prueba E (Epsilometer AB Biodisk), que es una prueba de difusión en gradiente. En esta prueba el antibiótico está contenido en una tira preparada comercialmente con un gradiente de concentración que se extiende desde la parte superior a la inferior de la tira. Cuando se coloca ésta sobre un crecimiento bacteriano en césped, se desarrolla un patrón elíptico de inhibición del crecimiento (mayor inhibición al final con una mayor concentración de antibiótico). Las tiras están calibradas de modo que el área en donde el crecimiento bacteriano encuentra la tira se corresponde con el valor de la CMI del antibiótico en relación con el microorganismo a prueba. La ventaja de la prueba E es que se pueden obtener con facilidad los resultados de la CMI en relación con uno o dos antibióticos. Sin embargo, cuando se requiera probar un gran número de combinaciones microorganismo-antibiótico se prefiere el método de microdilución.









Métodos especiales


Los métodos específicos han sido desarrollados para detectar algunos mecanismos de resistencia concretos. Un ejemplo es la detección de la producción de β-lactamasas por microorganismos tanto grampositivos como gramnegativos. Hay más de 250 β-lactamasas diferentes producidas por bacterias, de modo que es lógico que hayan sido elaborados una variedad de métodos. Dos ejemplos ilustrarán aplicaciones importantes de estas pruebas. Microorganismos como Staphylococcus, Neisseria, Haemophilus y Bacteroides producen una β-lactamasa común que degrada la mayoría de las penicilinas y cefalosporinas seleccionadas. Puede detectarse la actividad de las β-lactamasas determinando los subproductos de estos antibióticos degradados. El método más común determina la degradación del nitrocefín, cefalosporina cromogénica, que produce un subproducto de color rojo55. Otro grupo importante de β-lactamasas son las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Los microorganismos productores de BLEE son resistentes a todas las penicilinas, cefalosporinas y monobactamas, aun cuando las pruebas in vitro se muestren sensibles. Se han elaborado métodos de difusión y de dilución para detectar la producción de BLEE. Se emplea la sensibilidad reducida a la cefpodoxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima o aztreonam para detectar la producción de BLEE y a continuación se utiliza la inhibición de esta actividad β-lactamasa por inhibidores de β-lactamasa (p. ej., sulbactam, ácido clavulánico) para confirmar la prueba de detección53.


Todas las especies de estafilococos que son resistentes a oxacilina (o meticilina) deben ser consideradas resistentes a todos los antibióticos β-lactámicos, incluido imipenem, con independencia del resultado real in vitro. Tanto para la determinación de la CMI como para la detección de la sensibilidad de los estafilococos en pruebas con disco a oxacilina y vancomicina, se requiere una incubación plena de 24 horas a 35 °C para aumentar al máximo la probabilidad de detección de resistencia. Es muy fiable una prueba de detección en agar que emplea agar de Mueller-Hinton con NaCl al 4% y 6 μg/ml de oxacilina para la localización de S. aureus resistente a oxacilina después de 24 horas de incubación. La resistencia a oxacilina está codificada en el gen mecA. Se utilizan mucho pruebas moleculares en relación con este gen en los laboratorios clínicos y ofrecen un método rápido para determinar la resistencia30,56.


Las infecciones por enterococos se tratan comúnmente con una combinación de un aminoglucósido y un antibiótico activo sobre la pared celular. Los aminoglucósidos tienen una escasa actividad frente a enterococos cuando se utilizan solos por una captación deficiente del fármaco. La resistencia adquirida a los aminoglucósidos (es decir, el tratamiento de combinación resultará inefectivo) corresponde a unos valores altos de CMI en relación con los aminoglucósidos. Así, una resistencia de nivel alto se define por unos valores de CMI mayores de 2.000 μg/ml de estreptomicina y de más de 500 μg/ml de gentamicina. La resistencia a la vancomicina es también común en enterococos, particularmente en E. faecium y menos comúnmente en E. faecalis. Puede determinarse por pruebas de CMI, crecimiento en medios con vancomicina, o por pruebas moleculares que determinan la presencia de genes asociados con resistencia a vancomicina, genes vanA o vanB. Están muy generalizados análisis comerciales de pruebas moleculares31,40.
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Las micobacterias son bacterias aerobias, inmóviles, con forma bacilar y ácido-alcohol resistentes, es decir, que una vez teñidas con ciertos colorantes resisten la descoloración con ácido y alcohol como consecuencia de la estructura de la pared celular (v. tabla 17-12).






Aspectos sobre seguridad


Cuando se realizan extensiones directas concentradas, se puede utilizar lejía (hipoclorito de sodio al 5%) para inactivar las micobacterias que pueda haber en las muestras del paciente; se pueden preparar tales extensiones sin medidas de contención especiales. Cualquier procedimiento llevado a cabo con una muestra que pueda contener el complejo M. tuberculosis que pudiera dar lugar a la producción de aerosoles requiere una instalación equipada con una cabina de seguridad biológica BSL 2. La manipulación de cultivos del complejo M. tuberculosis requiere una instalación BSL 3; tal instalación incluye una habitación con flujo de aire unidireccional a la que preferiblemente se accede a través de dos puertas separadas57.









Recogida y traslado de la muestra


Las muestras para extensión y cultivo de micobacterias deben ser recogidas y trasladadas en recipientes cerrados, estancos y estériles (v. tablas 17-3 y 17-4). Los recipientes contaminados con muestra en el exterior no son aceptables por el peligro que representa para el personal. Los aspirados gástricos requieren la neutralización del pH poco después de su recogida para asegurar la viabilidad de cualquier micobacteria que pudiera estar presente; de antemano se deben hacer las gestiones con el laboratorio para asegurarse del manejo óptimo de las muestras. Se prefieren las biopsias a las muestras con torunda de lesiones tisulares para el aislamiento de micobacterias. Por lo general, no se requieren procedimientos especiales para la recogida y traslado de líquidos estériles, orina y heces. Sin embargo, las concentraciones de microorganismos en los líquidos estériles pueden ser bajas, de modo que se debe contener un mínimo de varios mililitros (en el caso del LCR, más de 5 ml si es posible) cuando se considere con fundamento una infección micobacteriana58. Se puede recoger sangre para cultivo de micobacterias, ya sea en un hemocultivo que contenga anticoagulante o un tubo de lisis-centrifugación, o puede inocularse directamente en un frasco especial para hemocultivo de micobacterias, dependiendo del protocolo del laboratorio. Son inaceptables las muestras de 24 horas de esputo y orina por la probabilidad de crecimiento excesivo de otras bacterias. En cuanto a las muestras de esputo y de orina se recomienda que se obtengan al menos tres muestras matutinas, y que se procese un mínimo de 40 ml de la porción media de la orina para cada cultivo58. Los protocolos para el manejo de las diferentes muestras varían significativamente entre los laboratorios, y es importante que el médico conozca cuáles son los procedimientos utilizados por cada laboratorio que utilizan.









Detección directa de microorganismos


Las micobacterias pueden ser detectadas directamente en muestras de pacientes por la visualización de de microorganismos teñidos o por la detección de ácidos nucleicos micobacterianos específicos o de otros constituyentes celulares (v. tablas 17-5 y 17-6).


La tinción de Gram es insensible para la detección de micobacterias. En caso de ser visibles, las micobacterias pueden mostrarse como bacilos grampositivos finamente arrosariados con gránulos visibles (grampositivos) y el resto del microorganismo como gramnegativo, o pueden mostrarse como imágenes en negativo (como hendiduras a modo de bacilos) en la muestra. Las tinciones específicas para las micobacterias se basan en la capacidad de éstas para retener ciertos colorantes después de haberse sometido a un lavado con una decoloración con ácido y alcohol (de ahí, «ácido-alcohol resistentes»), a diferencia de la mayoría de las otras bacterias. Las tinciones de Ziehl-Neelsen y la de Kinyoun se basan en la carbolfucsina y tiñen las micobacterias de color rojo. La tinción de Ziehl-Neelsen requiere una etapa de calentamiento y ha sido sustituida en gran medida por la tinción de Kinyoun, que es una tinción de ácido-alcohol resistencia «en frío». Las tinciones de auramina O y de auramina-rodamina utilizan compuestos fluorescentes; aunque se requiere microscopia de fluorescencia para la visualización de las micobacterias, estas tinciones no implican el empleo de anticuerpos sino que se basan en las propiedades de ácido-alcohol resistencia de las micobacterias. Las tinciones de fluorescencia son más sensibles para la detección de micobacterias, sobre todo en las muestras directas, porque los microorganismos se tiñen y brillan y pueden ser distinguidos claramente del material de fondo. Además, y dado que las extensiones teñidas con un colorante fluorescente pueden ser examinadas de modo fiable con una lente de objetivo de menos aumentos (25× ) que con una lente con aceite de inmersión (100× ) requerida para las tinciones de carbolfucsina, la lectura de las extensiones puede hacerse más rápidamente. Las micobacterias de crecimiento rápido pueden tener una menor avidez por la tinción de ácido-alcohol resistencia que las que crecen lentamente y pueden ser visualizadas más fácilmente con una tinción de ácido-alcohol resistencia modificada que emplea una etapa de descoloración más débil que la que se utiliza con la tinción normal de carbolfucsina. Algunas especies de micobacterias difieren de otras en la longitud, anchura o disposición de bacilos. Mycobacterium kansasii, por ejemplo, tiende a ser largo y ancho, en ocasiones con un aspecto más en bandas que de cuentas de rosario, mientras que el complejo Mycobacterium avium puede mostrarse con aspecto cocobacilar, especialmente en una tinción a partir de un medio líquido. Particularmente cuando crecen en un medio líquido, las células de M. tuberculosis con frecuencia se agrupan en «cordones» que están compuestos de largas hebras de microorganismos con los ejes longitudinales dispuestos en paralelo. Sin embargo, el aspecto microscópico de las células individuales y de los grupos de células debe, en el mejor de los casos, considerarse solamente como sugestivo de una cierta especie o grupo de especies58.


Puede utilizarse la amplificación de los ácidos nucleicos micobacterianos para la detección directa de micobacterias en el material clínico (v. tabla 17-9). La FDA ha aprobado dos procedimientos comercializados para la detección de microorganismos del complejo M. tuberculosis —el Gen-Probe AMPLIFIED Mycobacterium Tuberculosis Direct Test y el Roche Amplicor— en ciertos tipos de muestras. En las muestras respiratorias con baciloscopia positiva ambos procedimientos tienen una sensibilidad muy alta; con tales muestras, un estudio comparativo encontró una sensibilidad del 100% en el procedimiento de Gen-Probe y del 97% en el procedimiento de Roche59. En cuanto a las muestras respiratorias con baciloscopias negativas, el mismo estudio describe unas sensibilidades del 87,5% en el procedimiento de Gen-Probe y del 66,7% en el procedimiento de Roche. Un estudio de muestras respiratorias y no respiratorias analizadas por el procedimiento Gen-Probe observó unas sensibilidades algo menores en las muestras no respiratorias que en las muestras respiratorias60.


También se están evaluando otras dianas génicas, como el gen secA1, en cuanto a su utilidad en la detección e identificación directas de especies micobacterianas que se encuentran en muestras clínicas61. Tales técnicas pueden ser el único modo de identificar especies micobacterianas no cultivables observadas en muestras clínicas, como Mycobacterium tilburgii.


Aunque la detección directa tanto de antígenos micobacterianos como de ácido tuberculoesteárico pueda tener una cierta utilidad para el diagnóstico de la tuberculosis, sobre todo de la meningitis tuberculosa, no se dispone de modo generalizado de tales pruebas62. La AAN puede ser más sensible que la detección del ácido tuberculoesteárico para el diagnóstico de la tuberculosis pulmonar y meníngea63,64.









Procesamiento y siembra de las muestras


Las muestras tales como esputo, orina y heces, en las que se puede esperar una cantidad considerable de microbiota normal, han de ser digeridas y descontaminadas para evitar que crezcan excesivamente sobre cualquier micobacteria que pudiera haber. Estas etapas de procesamiento son inevitablemente algo tóxicas para las micobacterias, y hay que mantener un cierto equilibrio para reducir al mínimo la pérdida de micobacterias al tiempo que se aumenta al máximo posible la eliminación de otros muchos microorganismos58. La concentración de la muestra se da como parte de los procedimientos de digestión y de descontaminación, y las extensiones de la muestra se preparan a partir de tales concentrados. El procedimiento de digestión y descontaminación utilizado más comúnmente implica el empleo de una mezcla de N-acetil-L-cisteína y NaOH, aunque en ocasiones se utilizan otros procedimientos, como el del ácido oxálico para muestras muy contaminadas con P. aeruginosa58. Los líquidos estériles tales como el LCR pueden ser concentrados para la preparación de una extensión y siembra sin digestión y descontaminación previas. Las biopsias obtenidas de sitios normalmente estériles han de ser trituradas antes de ser sembradas, pero tampoco requieren la digestión y descontaminación previas. La sangre procesada por un método de lisis-centrifugación puede ser sembrada en medios sólidos, y a partir de ellos puede determinarse la concentración del microorganismo en la sangre. En la actualidad se dispone de varios tipos de frascos de hemocultivo para micobacterias que pueden ser utilizados con instrumentos automatizados con inoculación directa, pero no se puede obtener la cuantificación con medios de cultivo líquidos58.


Se recomienda el empleo de un medio líquido además de un medio sólido para sembrar muestras siempre que sea práctico; los medios líquidos pueden mejorar tanto la sensibilidad del cultivo como la rapidez de la detección del organismo58,65. El empleo de un medio líquido da lugar con frecuencia al aislamiento de M. tuberculosis en unas 2 semanas y de otras micobacterias de crecimiento lento incluso en menos tiempo. Por tanto, cuando se haya utilizado uno de estos medios líquidos, no se puede suponer que un microorganismo detectado en un período de tiempo de una semana sea necesariamente una micobacteria de crecimiento rápido en el sentido tradicional del término. Se pueden añadir agentes antimicrobianos a los medios líquidos y sólidos para ayudar a impedir el crecimiento excesivo de contaminantes; algunos de estos agentes pueden ser inhibidores de algunas micobacterias (p. ej., el ácido nalidíxico puede inhibir algunas cepas de micobacterias de crecimiento rápido y M. kansasii); por ello, si se utilizan dos tipos de medios diferentes puede aumentarse la probabilidad de aislamiento de cualquier micobacteria presente. Si no se obtiene crecimiento alguno a partir de una muestra con baciloscopia positiva de un paciente no tratado, se deberá considerar la posibilidad de que no se hayan utilizado las condiciones de crecimiento óptimas o de que el microorganismo sea incultivable. Muchos sistemas de medios líquidos utilizan un instrumento para la detección automatizada del crecimiento del microorganismo, pero también se dispone de algunos sistemas no automatizados. La detección se basa en características tales como la liberación de dióxido de carbono radiomarcado a partir de un sustrato marcado con 14C (BACTEC 460 TB System, Becton Dickinson, Sparks, MD), producción de dióxido de carbono no radiomarcado (BacT/ALERT 3D, bio-Mérieux, Durham, NC), consumo de oxígeno con activación de un compuesto fluorescente (BACTEC 9000MB System and Mycobacteria Growth Indicator Tube [MGIT], Becton-Dickinson, Sparks, MD), y la monitorización de la velocidad del consumo de oxígeno por la determinación de cambios de presión en el vial del cultivo (VersaTREK Magellan Biosciences, Cleveland, OH)58.


Los cultivos de micobacterias suelen incubarse a 36 °C ± 1 °C en una atmósfera de aproximadamente un 8% de CO2, las condiciones óptimas para el aislamiento de M. tuberculosis. Sin embargo, varias especies de micobacterias patógenas tienen diferentes requerimientos o preferencias de crecimiento que puede que haya que satisfacer para asegurar su aislamiento (tabla 17-14)66,67. Dada la preferencia de varios patógenos cutáneos y subcutáneos (incluidos Mycobacterium haemophilum, M. marinum, Mycobacterium ulcerans y de crecimiento rápido) para crecer a 30 °C, al menos una porción de todas las muestras de biopsias cutáneas (y quizá de otros tipos de muestras obtenidas del cuerpo como las extremidades) remitidas para cultivo de micobacterias deben ser incubadas a aproximadamente 30 °C. También es importante que el clínico notifique al laboratorio si se sospecha un patógeno con requerimientos de crecimiento específicos, como M. haemophilum, de modo que se puedan utilizar los procedimientos de cultivo óptimos. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, descrita en algunos pacientes con enfermedad de Crohn y agente etiológico de la enfermedad de Johne en rumiantes, no puede aislarse de modo fiable en el laboratorio de diagnóstico habitual68.


Tabla 17-14 Micobacterias patógenas con requerimientos o características de cultivo inhabituales






	
Mycobacterium bovis


1. Se dice que el crecimiento se favorece con piruvato al 0,4%, pero no hay una necesidad manifiesta de suplementación con el empleo de los medios más modernos









	
Mycobacterium haemophilum


1. Requiere ion férrico (aportado en forma de citrato férrico amónico, hemina o sangre)



2. Requiere aproximadamente 30 °C para el crecimiento inicial









	
Mycobacterium genavense


1. Crece mejor en medios BACTEC



2. Puede crecer en medio de Middlebrook 7H11 suplementado con micobactina J, o en medio de Middlebrook acidificado suplementado con sangre y carbón vegetal









	
Mycobacterium marinum


1. Puede requerir aproximadamente 30 °C para el crecimiento inicial









	
Mycobacterium paratuberculosis


1. Puede requerir muchos meses para crecer, incluso en medios especiales



2. No es factible el cultivo en el laboratorio diagnóstico



3. Puede ser destruido por los procedimientos de digestión y de descontaminación utilizados habitualmente









	
Mycobacterium ulcerans


1. Puede requerir aproximadamente 30 °C para el crecimiento inicial



2. Requiere una incubación prolongada (hasta 3 meses) para su detección









	
Mycobacterium xenopi


1. Crece mejor a 42 °C, pero crece, al menos lentamente, a 36 °C









	
Micobacterias de crecimiento rápido


1. Con frecuencia crecen mejor a aproximadamente 30 °C, pero suelen crecer también a 36 °C

















Valoración del aislamiento de micobacterias en muestras clínicas


El aislamiento de ciertas especies de micobacterias, como complejo M. avium o de una micobacteria de crecimiento rápido, puede representar colonización o contaminación de la muestra más que una enfermedad activa, pero el valor potencial del aislamiento repetido de la misma especie a partir de la misma fuente requiere una evaluación cuidadosa69. La mayoría de los aislados de Mycobacterium gordonae, microorganismo del agua, son considerados como contaminantes; rara vez es un patógeno demostrado70,71. La contaminación cruzada en el laboratorio, aunque afortunadamente infrecuente, ha quedado bien documentada y requiere una vigilancia mantenida en relación con su detección y prevención72.


También se pueden emplear los métodos moleculares utilizados en las investigaciones epidemiológicas para valorar la probabilidad de contaminación cruzada. M. tuberculosis aislado a partir de una sola muestra entre varias con baciloscopias negativas, especialmente en ausencia de una histopatología compatible o de un cuadro clínico muy sólido, requiere la consideración de la posibilidad de contaminación cruzada entre muestras73.









Identificación micobacteriana






Categorías y métodos tradicionales


Como ayuda para su ulterior identificación a nivel de especies, las micobacterias no tuberculosas fueron divididas en varios grupos por Runyoun. Las de crecimiento rápido (grupo IV de Runyoun) que crecen en menos de 7 días después de un subcultivo a un medio sólido a partir de una suspensión diluida; sin embargo, suelen crecer también en menos de 7 días en medio sólido o en medio líquido en el aislamiento inicial. Las micobacterias de crecimiento lento se subdividen, a su vez, en fotocromógenas, escotocromógenas y no fotocromógenas (grupos I, II y III de Runyoun, respectivamente), dependiendo de su capacidad para producir pigmento y en la relación de la producción de pigmento a la estimulación lumínica. Las fotocromógenas producen pigmento después de la estimulación lumínica, pero no cuando se las deja crecer continuadamente en la oscuridad sin exposición a la luz. Las escotocromógenas producen pigmento cuando crecen en la oscuridad, así como cuando crecen después de la exposición lumínica. Las no fotocromógenas no producen pigmento incluso después de la estimulación lumínica. Sin embargo, no todos los aislados de la misma especie se clasifican en la misma categoría a tenor de la velocidad de crecimiento o producción de pigmento. Por ejemplo, la mayoría de los aislados del complejo M. avium son no fotocromógenos, pero algunos son escotocromógenos; muchos aislados de M. marinum (fotocromógeno) crecen rápidamente, y los aislados de Mycobacterium szulgai suelen ser fotocromógenos a 25 °C pero escotocromógenos a 36 °C. El complejo M. tuberculosis, aunque por definición no es miembro de cualquiera de los grupos de Runyoun, es un no fotocromógeno.


Algunas especies micobacterianas que se hallan estrechamente relacionadas y/o son difíciles de distinguir en el laboratorio diagnóstico se agrupan en complejos. Los dos complejos que se encuentran con mayor frecuencia son el complejo M. tuberculosis (que consta de M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. canettii, y otras varias especies principalmente de origen animal)74 y el complejo M. avium o MAC (que consta de M. avium, M. intracellulare y probablemente de al menos otra especie). También se clasifican en diferentes complejos varias especies de crecimiento rápido, pero estas agrupaciones no son tan reconocidas de modo generalizado.









Métodos de identificación moleculares


Dado el número rápidamente creciente de especies micobacterianas que se están describiendo como patógenos humanos, los métodos moleculares se están mostrando cada vez más necesarios para su identificación exacta y oportuna en el tiempo. Ya no se dispone de un número suficiente de pruebas fenotípicas para realizar distinciones fiables entre todas estas especies. Lamentablemente, son tan pocos los casos de enfermedad causada por algunas de las especies micobacterianas recientemente descritas que se dispone de escasa información útil en relación con estas especies.


Se dispone de sondas comercializadas (AccuProbe [Gen-Probe, San Diego, CA]) para la identificación de MAC, M. avium, M. gordonae, M. intracellulare, M. kansasii y complejo M. tuberculosis (v. tabla 17-10). Estas sondas etiquetadas con compuestos quimioluminiscentes son zonas de ADN para ARNr, que existe en múltiples copias en cada célula; pueden ser utilizadas sólo con microorganismos crecidos en cultivo, no directamente sobre muestras del paciente. El procedimiento puede ser llevado a cabo en cuestión de horas desde el momento del aislamiento del microorganismo66. Los laboratorios que no llevan a cabo más pruebas de aislados de MAC y del complejo M. tuberculosis deben aclarar que sus identificaciones no han ido más allá del nivel de complejo (p. ej., deben informar «complejo M. tuberculosis», no «M. tuberculosis», a menos que se haya realizado alguna prueba adicional apropiada como las reacciones de niacina y de nitratos). Otros métodos basados en ácidos nucleicos para la identificación de especies micobacterianas incluyen la amplificación de una porción del genoma común a todas las micobacterias (como ADNr 16S, HSP o secA1), seguida del empleo de sondas específicas de especie o secuenciación del material amplificado66.












Pruebas de sensibilidad


En Estados Unidos, las pruebas de sensibilidad del complejo M. tuberculosis se llevan a cabo por el método de proporciones con empleo del agar Middlebrook 7H10 o en un medio líquido75. Se recomienda en la actualidad que sean analizados todos los aislados iniciales del complejo M. tuberculosis, así como todos los aislados de pacientes que siguen dando resultado positivo en el cultivo después de 3 meses de tratamiento o que clínicamente no están respondiendo al tratamiento. Se recomienda el empleo de medio líquido para analizar la sensibilidad a los cuatro antituberculosos principales (etambutol, isoniazida, pirazinamida y rifampicina) porque por lo general se dispone de los resultados al cabo de una semana, a diferencia de las 3 semanas requeridas con el medio sólido. En el método de las proporciones se considera que un aislado es resistente a una concentración específica del antimicrobiano si el número de colonias que crecen en el cuadrante de la placa que contiene el antituberculoso correspondiente es mayor al 1% del número de colonias en el cuadrante de una placa sin dicho antituberculoso. Se han ajustado las pruebas que utilizan medio líquido para proporcionar resultados acorde con los obtenidos con el procedimiento estandarizado que emplea un medio sólido. Se considera como lo más importante el análisis de la «concentración crítica» de cada fármaco. Estas concentraciones «críticas» pueden diferir en algo entre los medios sólidos y líquidos en relación con un agente dado (p. ej., la concentración crítica de la isoniazida en agar 7H10 es de 0,2 μg/ml; en los medios líquidos de BACTEC 12B y ESP II es de 0,1 μg/ml). La CLSI ha publicado un estándar aprobado para las pruebas de sensibilidad de M. tuberculosis, que incluye también recomendaciones para el análisis de la mayoría de las otras especies micobacterianas patógenas, así como de los actinomicetos aerobios75. El documento incluye comentarios de las circunstancias de mayor utilidad para realizar las pruebas de sensibilidad de las diversas especies. Las micobacterias de crecimiento rápido no responden generalmente a los agentes utilizados en el tratamiento de la tuberculosis. El documento de CLSI describe una modificación del procedimiento de microdilución en caldo utilizado en las pruebas de sensibilidad bacteriana para su empleo con las especies de crecimiento rápido, con inclusión de una variedad de directrices de procedimiento específicas de especie y de interpretación.









Epidemiología


En la actualidad puede llevarse a cabo la tipificación molecular por una variedad de métodos con el fin de determinar el grado de relación de los diferentes aislados de M. tuberculosis66. Un método ampliamente utilizado se basa en la secuencia de inserción IS6110, que se encuentra entre 0 y aproximadamente 25 copias esparcidas en localizaciones distintas del cromosoma en cepas diferentes66. Los fragmentos de ADN producidos por una endonucleasa específica (que escinde sólo en un sitio en cada secuencia de inserción) se separan por electroforesis en gel, y se comparan los patrones de los fragmentos de ADN obtenidos a partir de diferentes aislados con el fin de determinar su grado de relación76. Se ha utilizado el procedimiento para fines tales como investigar los episodios de posible contaminación cruzada en el laboratorio, rastreo de fuentes de infección en situaciones de brotes, determinar si un segundo episodio de enfermedad se debe a una cepa aislada previamente o a una nueva cepa infectante y determinar si una infección está causada por una o más cepas de un microorganismo. Se pueden utilizar otras técnicas cuando no sea posible la técnica basada en IS6110, como en el caso de aislados con muy pocas copias de la secuencia de inserción. Entre las técnicas moleculares empleadas para la evaluación del grado de relación de las técnicas de micobacterias no tuberculosas se encuentran la PFGE y RAPD66.









Tuberculosis latente: diagnóstico por el laboratorio


La FDA ha aprobado el empleo de la prueba QuantiFERON-TB Gold (QFT-G; Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia) para su empleo en el diagnóstico de la infección latente por M. tuberculosis. La prueba implica la detección de interferón-γ liberado en sangre heparinizada a partir de linfocitos de individuos sensibilizados después de una incubación con péptidos sintéticos similar a la diana antigénica 6 secretoria temprana y a la proteína 10 de filtrado de cultivo de M. tuberculosis. Recientemente, los CDC han publicado unas directrices detalladas sobre el empleo e interpretación de esta prueba. Los CDC afirman que puede utilizarse la prueba QFT-G en todas las situaciones en las que se emplea actualmente la prueba cutánea de la tuberculina. A diferencia de la prueba cutánea, requiere sólo una visita del paciente, pero hay unos requerimientos estrictos del procesamiento de muestras que no pueden ser satisfechos en todos los marcos77.



















[image: image] Actinomicetos aerobios


Los actinomicetos aerobios son bacilos grampositivos (en la mayoría de las especies también arrosariados y con ramificaciones llamativas) que crecen mejor en condiciones de aerobiosis. En ciertos aspectos son similares tanto a las corinebacterias como a las micobacterias, que con frecuencia se incluyen también en los actinomicetos aerobios78. La taxonomía de este grupo se halla bajo activa revisión, y se está produciendo un considerable cambio en la nomenclatura. Los actinomicetos anaerobios de morfología similar (incluido el género Actinomyces), que tienen una preferencia o requerimiento con condiciones de crecimiento anaerobias, se incluyen en las bacterias anaerobias grampositivas. Además de Corynebacterium y Mycobacterium, los géneros de actinomicetos aerobios que contienen especies patógenas para los humanos son Actinomadura, Dermatophilus, Gordonia, Nocardia, Nocardiopsis, Rhodococcus, Streptomyces, Tropheryma y Tsukamurella78. Tropheryma whipplei, el agente causal de la enfermedad de Whipple, no es cultivable en el laboratorio de rutina. Los microorganismos de los géneros Gordonia, Nocardia, Rhodococcus y Tsukamurella son casi siempre ácido-alcohol positivos modificados; de éstos, sólo los aislados de Nocardia producen regularmente un micelio aéreo (v. tablas 17-6 y 17-12)78. La tinción de ácido-alcohol resistencia modificada para actinomicetos aerobios es similar a la tinción de Kinyoun para micobacterias, pero difiere particularmente en que para la decoloración se utiliza una solución de decoloración más débil, un período de tiempo más corto, o ambos. La tinción requiere una cierta experiencia para su realización e interpretación y debe ser hecha siempre con controles positivos y negativos apropiados. Aunque son verdaderas bacterias y no hongos, estos microorganismos han sido tratados tradicionalmente en la sección de micología del laboratorio, quizá porque se asemejan a los hongos tanto en su crecimiento relativamente lento como en su tendencia a formar estructuras largas y ramificadas que recuerdan a hifas. Dado que estos microorganismos se encuentran distribuidos de modo generalizado en el medio ambiente, pueden producirse la colonización y contaminación de las muestras. Las colonias aisladas de Streptomyces, especialmente de sitios no estériles y de lesiones no micetomatosas, muy probablemente representan contaminación. Sin embargo, la mayoría de los actinomicetos aerobios son muy infrecuentes como contaminantes de laboratorio y debe valorarse cuidadosamente la significación clínica potencial de su aislamiento.






Recogida y traslado de muestras


Los procedimientos de recogida y traslado de muestras adecuados para los cultivos bacterianos y fúngicos son también adecuados para los actinomicetos aerobios, pero debe evitarse la refrigeración de las muestras porque algunas cepas de Nocardia pierden su viabilidad a bajas temperaturas (v. tabla 17-3)78. Si se sospecha infección con un microorganismo de este grupo es aconsejable alertar al laboratorio, ya que son útiles los procedimientos de tinción y de siembra especiales para aumentar la probabilidad de detección del microorganismo. Dado que estos microorganismos pueden causar infecciones profundas tales como abscesos cerebrales, puede requerirse la biopsia para su aislamiento.









Detección directa del microorganismo


En algunas infecciones causadas por estos microorganismos, tales como micetoma, el microorganismo puede crecer en las lesiones clínicas como masas densas visibles macroscópicamente como «granos» en el material purulento. La detección de estos «granos» puede facilitar en gran medida el aislamiento del agente etiológico; por ello, el laboratorio debe ser notificado con anticipación cuando se sospeche tal infección. El único medio generalmente disponible de detección directa de estos microorganismos en muestras de pacientes es la tinción (v. tabla 17-5). En la tinción de Gram Nocardia tiende a ser especialmente fino y largo y puede parecer que está compuesto principalmente de rosarios grampositivos diminutos no contiguos. Los microorganismos de otros géneros, tales como Streptomyces (y los actinomicetos anaerobios) tienden a un aspecto más ancho y con mayor avidez por la grampositividad, pero no puede realizarse una asignación de género definitiva con certeza de cualquier microorganismo, aparte de Dermatophilus, atendiendo sólo a su morfología. Nocardia puede ser también invisible en la tinción de Gram o puede mostrarse sólo como imágenes negativas, y siempre se debe solicitar una extensión para ácido-alcohol resistencia en caso de sospecha de infección por Nocardia. Gordonia, Rhodococcus y Tsukamurella spp. pueden no estar ramificados, son mucho más cortas que Nocardia, y globalmente con un aspecto más corineforme. Dermatophilus congolensis produce filamentos ramificados con divisiones que se producen tanto en paralelo como en perpendicular al eje longitudinal del filamento. En el material teñido por el método de Gram, el microorganismo puede mostrarse muy oscuro para una visualización adecuada del detalle estructural, y puede requerirse alguna otra tinción, como la de Giemsa78.









Procesamiento y siembra de las muestras


No se requiere un procesamiento especial de las muestras para el aislamiento de actinomicetos aerobios, que crecen en muchos tipos diferentes de medios. Sin embargo, pueden no resistir el procesamiento de la muestra que se utiliza para eliminar la microbiota bacteriana de muestras para el cultivo micobacteriano. Dado que pueden hallarse presentes en concentraciones bajas y por lo general son de crecimiento lento, el aislamiento de los actinomicetos aerobios puede favorecerse con el empleo de material que contenga agentes antimicrobianos para suprimir la microbiota normal. Un medio particularmente útil para el aislamiento de Nocardia es el agar tamponado de carbón vegetal y extracto de levadura (BCYE) (v. tabla 17-7); puede utilizarse el mismo medio con agentes antimicrobianos que inhiben la mayoría de otras bacterias en relación con muestras tales como esputo que pueden contener también microbiota normal78. Los cultivos para Nocardia deben ser mantenidos hasta 3 semanas, aunque la mayoría de los aislados crecen en 3 a 5 días.









Identificación de los actinomicetos aerobios


Las colonias de Nocardia tienen típicamente una superficie pulverulenta de color blancuzco por la producción de un micelio aéreo y una superficie inversa de color pardo a naranja. Cuando se tiñe a partir de las colonias, el microorganismo con frecuencia se rompe en fragmentos cocobacilares, con unas formas ramificadas largas mucho menos llamativas que en el material directo del paciente. Los microorganismos teñidos a partir del cultivo pueden ser menos resistentes al ácido-alcohol que los de tinciones preparadas a partir de la muestra original. El crecimiento en medios tradicionales para micobacterias (p. ej., agar Middlebrook, medio de Löwenstein-Jensen) realza la ácido-alcohol resistencia. Los aislados que forman hifas aéreas y son ácido-alcohol resistentes pueden ser identificados presuntivamente como Nocardia.


La taxonomía del género Nocardia se ha venido complicando cada vez más a medida que se van reconociendo nuevas especies patógenas y especies conocidas antiguamente se van subdividiendo en otras especies. Los procedimientos de identificación convencionales para Nocardia spp. tal como se llevan a cabo en la mayoría de los laboratorios implican sólo un número pequeño de pruebas fenotípicas, y éstas son insuficientes para distinguir de modo exacto entre las diferentes especies del género. Las diferencias en los resultados de las pruebas de sensibilidad a ciertos agentes antimicrobianos pueden ayudar a discriminar entre algunas de estas especies, pero tales pruebas no distinguen, por ejemplo, entre N. nova y N. veterana78,79.


Las colonias de R. equi, que es el patógeno principal del género Rhodococcus, tienen muy comúnmente un aspecto mucoide y adquieren un color rosa después de 4 días de incubación; se ha aislado el microorganismo de una variedad de sitios, que incluyen el tracto respiratorio y la sangre78.


En la actualidad, los métodos moleculares, como la amplificación por PCR de una porción del genoma seguida de la secuenciación del ADN del gen ARNr 16S (y/u otros genes), son los medios más rápidos y fiables para identificar de modo exacto a los actinomicetos aerobios a nivel de especie78,79.









Pruebas de sensibilidad


Es de esperar que el empleo del procedimiento recomendado por el CLSI en relación con las pruebas de sensibilidad de los actinomicetos aerobios produzca una mayor comparabilidad de los resultados de diferentes laboratorios, pero se requiere experiencia con el procedimiento para asegurar una reproducibilidad dentro del laboratorio y entre éstos75. No obstante, podría demostrarse que el mejor modo de demostrar la sensibilidad de los aislados del género Rhodococcus y probablemente Gordonia fuera el empleo de los mismos procedimientos que se utilizan con las bacterias normales. En el pasado, investigadores diferentes utilizaban procedimientos distintos para las pruebas de sensibilidad; hay que ser cautos al intentar comparar los resultados publicados obtenidos por metodologías diferentes. Las sulfamidas han sido los agentes más ampliamente utilizados en el tratamiento de la infección por Nocardia, pero se ha demostrado que otros agentes son también efectivos79.









Epidemiología


Dado que la infección por actinomicetos aerobios se produce generalmente de modo esporádico, sólo de modo infrecuente se requieren investigaciones epidemiológicas. Se ha observado que una variedad de técnicas moleculares son de utilidad para fines epidemiológicos78.
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A diferencia de las bacterias los hongos son eucarióticos, los cromosomas se hallan rodeados por una membrana nuclear. Se calcula que puede haber varios millones de especies de hongos, de las que menos de 500 han sido descritas como patógenos en humanos o animales con alguna frecuencia80. Sin embargo, de modo regular se describen en la literatura nuevas especies patógenas, como consecuencia del reconocimiento como patógenos de microorganismos ya conocidos y de la descripción de nuevas especies. Los miembros del género Pneumocystis, que antiguamente se consideraban parásitos, se consideran en la actualidad como hongos. El patógeno humano P. jirovecii (hasta hace poco conocido como P. carinii) sigue siendo incultivable in vitro a largo plazo81. Otros patógenos fúngicos que aún no han sido cultivados in vitro incluyen Loboa loboi y Rhinosporidium seeberi82. Los microorganismos recuperados de pacientes con candidiasis hepatoesplénica, aunque con frecuencia fácilmente visibles microscópicamente, son a menudo incultivables in vitro83. Se piensa que el género Prototheca es un alga aclorófila; los microorganismos de este género pueden ser patógenos y se suelen incluir en los comentarios de los hongos porque crecen en la mayoría de los medios de cultivos para hongos82.






Terminología


El laboratorio de diagnóstico micológico emplea una terminología que, aunque con escasa significación taxonómica, es de utilidad en términos de determinar tanto la relevancia clínica como la identificación82,84. Las levaduras son microorganismos que crecen como colonias relativamente lisas y cremosas, mientras que los hongos producen unas colonias difusas por la producción de hifas aéreas. Algunos microorganismos pueden producir inicialmente colonias levaduriformes que llegan a tener un aspecto más de hongo con una incubación prolongada. Microscópicamente, las levaduras se muestran como células redondas u ovales que se reproducen por gemación. Muchas levaduras, como la mayoría de las especies de Candida, producen también estructuras tipo hifa. Las hifas se subdividen morfológicamente en seudohifas y en hifas verdaderas. Las seudohifas se asemejan a cadenas de salchichas, ya que las hifas tienden a quedar constreñidas en los tabiques y cada una de las células se origina como una yema. La célula en la punta tiende a ser pequeña y redondeada, y con frecuencia se encuentra un tabique en cada punto de ramificación. En contraste, las hifas «verdaderas» tienden a poseer unas paredes más rectas y más paralelas sin constricciones en los tabiques, y por lo general, sin un tabique en el punto de ramificación. Las hifas verdaderas pueden ser septadas o aseptadas. Las hifas verdaderas septadas sugieren microorganismos tales como Aspergillus, Fusarium y Scedosporium. Las hifas verdaderas aseptadas pueden ser anchas y con aspecto de cinta; su presencia sugiere unos de los Mucorales (hongos aseptados) como Rhizomucor. El pigmento pardo en las hifas sugiere que el microorganismo es un hongo dematiáceo (negro); los hongos hialinos no producen hifas pigmentadas. Estas distinciones simplificadas no son absolutas. Así, algunas especies de Candida pueden formar hifas verdaderas, y los hongos «aseptados» pueden tener un tabique ocasional. Los dermatofitos y los hongos dimórficos suelen ser considerados categorías separadas de hongos distintas de los otros hongos hialinos septados. La probabilidad de que un microorganismo pueda ser un dermatofito suele venir sugerida por el origen de la muestra (p. ej., piel, pelo, uñas). Los hongos dimórficos no tienen forma de hongo cuando crecen en el paciente, pero crecen como hongo en el laboratorio a 30 °C. La tabla 17-15 resume algunos de los géneros y especies más significativas y que se aíslan con mayor frecuencia según las categorías que se utilizan habitualmente en el laboratorio diagnóstico. De los hongos dimórficos clínicamente significativos, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillium marneffei y Sporothrix schenckii crecen como levaduras o estructuras levaduriformes en el paciente a 37 °C y son por ello dimórficos termalmente. Las especies de Coccidioides crecen con mayor frecuencia en el paciente en forma de esférulas de pared gruesa y requieren un medio especial no ampliamente disponible para su crecimiento en esta forma in vitro; por lo demás, estas especies crecen como hongo a 30 °C y a 35 °C, y por ello no son termalmente dimórficos. (En la actualidad se reconocen dos especies de Coccidioides, C. immitis y C. posadasii, y pueden distinguirse por métodos moleculares, aunque no está claro que haya diferencias clínicamente significativas entre ellas85.)




Tabla 17-15 Categorización por el laboratorio de hongos seleccionados clínicamente significativos y/o aislados comúnmente
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Muchos hongos tienen una forma resultante de la reproducción sexual; difieren de la forma resultante de la reproducción asexual. La forma resultante de la reproducción sexual se conoce como teleomorfo, o estado perfecto; la forma que resulta de la reproducción asexual se conoce como anamorfo, o estado imperfecto. Tradicionalmente, cada forma ha recibido un nombre científico distinto; por ejemplo, la forma sexual de H. capsulatum se denomina Ajellomyces capsulatum, y la forma sexual de Scedosporium apiospermum se denomina Pseudallescheria boydii.









Aspectos de seguridad


Virtualmente todos los hongos liberan sus estructuras reproductivas (conidios o esporas) al aire, y en el caso de muchos patógenos fúngicos el tracto respiratorio es la puerta de entrada inicial. Así, no es sorprendente que ciertos microorganismos, particularmente Coccidioides spp. y H. capsulatum, pueden constituir importantes riesgos en el laboratorio. Se requiere locales con contención (BSL 2 para el manejo de muestras, aislamiento inicial e identificación; BSL 3 para una ulterior propagación de tales agentes) para procesar las muestras y para trabajar con cultivos de estos microorganismos57,86. Dado que las esporas infecciosas no se hallan presentes en las muestras de los pacientes tales como esputos o muestras de biopsia, no se considera que estas muestras sean peligrosas por vía de aerosoles, pero lo serían por inoculación accidental. Dado que varios hongos dimórficos pueden ser peligros de laboratorio significativos cuando crecen en la fase de hongo, el clínico debe alertar al personal del laboratorio cuando un paciente tenga una elevada probabilidad de infección por hongo dimórfico. Tal notificación previa permite al laboratorio tomar precauciones adicionales con los cultivos de las muestras de tales pacientes.









Recogida, traslado y procesamiento de las muestras


Los procedimientos utilizados para la recogida de muestras para cultivo bacteriano son suficientes para el cultivo de hongos (v. tabla 17-3); se puede utilizar medios especiales para realzar el aislamiento de hongos y suprimir las bacterias y levaduras asociadas, dependiendo del origen de la muestra (v. tabla 17-7). Es importante asegurarse de que se haya recogido un volumen adecuado de la muestra, como por ejemplo en los casos de LCR (hasta 5 ml o incluso 30 °ml en la meningitis crónica) y orina (hasta 200 ml)82. Las recogidas de orina o de esputo de 24 horas no son adecuadas para el cultivo de hongos por el sobrecrecimiento bacteriano; se consideran óptimas las primeras muestras de la mañana. Puede trasladarse el material aspirado al laboratorio en un vial de transporte anaeróbico; con tal de que se reciba la muestra y se procese con prontitud en el laboratorio, parece que se produce una escasa pérdida de la viabilidad fúngica87. Se sigue considerando que un hemocultivo realizado por lisis-centrifugación es el procedimiento más sensible para el aislamiento de H. capsulatum de la sangre, y es quizá la mejor técnica que debe utilizarse para el aislamiento de todos los hongos de la sangre (v. tabla 17-4)87. Se ha demostrado que los sistemas comerciales existentes, con caldo y bifásicos, son muy sensibles para el aislamiento de levaduras de la sangre87. Debe añadirse una fuente de ácidos grasos como aceite de oliva a los medios para recuperar Malassezia spp.; por consiguiente, los clínicos deben notificar al laboratorio la sospecha de este microorganismo82. Los cultivos para hongos se incuban generalmente a 30 °C, y hasta hace poco se mantenían hasta 4 semanas o incluso más tiempo en el caso de sospecha de un hongo de crecimiento lento tal como H. capsulatum. Sin embargo, se ha demostrado que unos períodos de incubación más cortos bastan para el aislamiento de la mayoría de los hongos patógenos, dependiendo del tipo de muestra y de los microorganismos buscados; probablemente se utilizarán estos períodos de incubación más cortos en un número cada vez mayor de laboratorios88,89. Así, si se sospecha un hongo de crecimiento lento como H. capsulatum, es útil que el clínico lo notifique al laboratorio. Ciertos tipos de muestras son más útiles que otras para la detección de patógenos particulares; estos aspectos se tratan en los capítulos correspondientes a los microorganismos específicos.









Detección directa de los microorganismos


Los hongos suelen ser detectados en las muestras clínicas bien por visualización directa de los microorganismos o por la detección de sustancias producidas por él o contenidas en él; el empleo de métodos moleculares para la detección directa de hongos que no sean Pneumocystis jirovecii sigue siendo una herramienta principalmente de investigación. La PCR en tiempo real para el diagnóstico de la neumonía por Pneumocystis es una prueba con buena sensibilidad que puede ser de utilidad en los pacientes con muestras respiratorias negativas a Pneumocystis por las tinciones tradicionales, pero en los que haya una sospecha clínica de infección elevada. La prueba, que puede detectar Pneumocystis en lavados orales o esputo, puede ser también de utilidad en los pacientes demasiado enfermos para ser sometidos a procedimientos invasivos como el lavado broncoalveolar90. Los hongos pueden ser visualizados histológica o citológicamente por una variedad de tinciones especiales como la plata metenamina, ácido peryódico de Schiff y Papanicolau. En el laboratorio de microbiología los hongos suelen ser visualizados directamente por una tinción de Gram, una preparación fresca con KOH, o una tinción blanco de calcoflúor (v. tabla 17-6)91. Con la tinción de Gram, las células levaduriformes y las seudohifas de las especies de Candida se suelen teñir uniformemente como grampositivas, mientras que las células de C. neoformans pueden verse moteadas irregularmente con el cristal violeta y estar rodeadas por un halo de color naranja que presumiblemente es material capsular. Las hifas verdaderas de microorganismos tales como Aspergillus spp. o Rhizopus spp. son gramnegativas, visibles como imágenes negativas no teñidas, o invisibles en la tinción de Gram. En las muestras clínicas, los hongos aseptados aparecen como estructuras anchas, ramificadas a modo de cintas con una anchura más bien irregular que tienden a plegarse sobre sí mismas, mientras que los hongos septados hialinos tienden a ser más pequeños y más regulares en anchura, y no exhiben el plegamiento que se encuentra con frecuencia en los hongos aseptados. Aunque las reparaciones frescas con KOH permiten la visualización de la mayoría de los hongos, los microorganismos pueden ser realmente muy difíciles de discernir porque no resaltan de modo prominente del fondo; además, los componentes tisulares tales como los vasos sanguíneos pueden ser tomados erróneamente por elementos fúngicos, por lo que se requiere un cuidado y una experiencia considerables para la lectura de tales preparaciones. En la tinción blanco de calcoflúor, un compuesto fluorescente se une a ciertos polisacáridos de la pared celular que se encuentran en todos los hongos; los microorganismos que se tiñen con este colorante pueden ser visualizados fácilmente con empleo de un microscopio de flourescencia91.


Entre los procedimientos que pueden utilizarse para la visualización de P. jirovecii figuran el blanco de calcoflúor, azul de toluidina O, plata metenamina, Giemsa y las tinciones con anticuerpos monoclonales81. Las tinciones de blanco de calcoflúor, azul de toluidina O y de plata metenamina tiñen sólo la pared del quiste; un inconveniente de estas tinciones es que también tiñen las células levaduriformes, que pueden ser morfológicamente similares a los quistes de Pneumocystis. La tinción de Giemsa permite la visualización de estructuras intraquísticas y de trofozoítos, pero la pared quística aparece sólo como una imagen negativa. Las tinciones con anticuerpos monoclonales permiten la visualización de quistes y trofozoítos de P. jirovecii, pero incluso con estas tinciones se requiere una cierta experiencia para reconocer las diversas formas del microorganismo de los artefactos de la tinción. La tinción de Giemsa también es de utilidad para la detección de H. capsulatum en el interior de los macrófagos91.


Se dispone de pruebas de detección antigénica de B. dermatitidis, C. neoformans, Coccidioides spp. e H. capsulatum, y han demostrado claramente su utilidad para el diagnóstico de la criptococosis e histoplasmosis. Aún se están valorando la sensibilidad y especificidad de estas pruebas para el diagnóstico de la blastomicosis y coccidioidomicosis. Estas pruebas pueden ser realizadas en una variedad de líquidos corporales. Se ha demostrado que la detección de antígeno criptocócico es una técnica más sensible para el diagnóstico de la meningitis criptocócica que el examen del LCR en busca de criptococos por el procedimiento de la tinta china.


Se ha observado que la detección de galactomanano en sangre es de utilidad para el diagnóstico de la aspergilosis invasiva91,92. Sin embargo, se requiere cuidado al interpretar la significación de los resultados de estas pruebas porque la sensibilidad y la especificidad han variado según los diferentes estudios. La prueba del β-d-glucano puede ser positiva en una variedad de infecciones fúngicas invasivas, como las debidas a Candida spp.; no todos los hongos contienen β-d-glucano, y una variedad de sustancias puede causar un resultado falsamente positivo91.


El desarrollo de métodos moleculares para el diagnóstico de la infección fúngica es un campo de activa investigación; tales métodos siguen teniendo en gran medida un carácter de investigación para su empleo con las muestras directas.









Significación del aislamiento de hongos de las muestras clínicas


Con frecuencia es difícil valorar la significación del aislamiento de hongos aparte de los hongos dimórficos a partir de muestras clínicas, particularmente si se aíslan en pequeña cantidad en localizaciones no estériles tales como el tracto respiratorio. Con frecuencia es imposible dar significación clínica al aislamiento de Candida del material pulmonar distinto a una biopsia pulmonar porque Candida puede formar parte de la microbiota normal del tracto respiratorio superior. Incluso C. neoformans puede en ocasiones ser colonizador y no un patógeno en el tracto respiratorio82. El aislamiento de patógenos oportunistas tales como Aspergillus spp. del tracto respiratorio de un paciente inmunocomprometido plantea un problema de interpretación particularmente difícil en el que no existen directrices sin ambigüedad. Además de los aspectos clínicos y radiológicos de cada situación, puede ser difícil considerar 1) si el microorganismo fue visto directamente en la muestra, 2) la cantidad del microorganismo que creció en cultivo y 3) el género o especie particular recuperada (p. ej., es menos probable que Aspergillus niger sea patógeno que lo sea Aspergillus fumigatus o Aspergillus flavus)82. Las especies de Penicillium distintas a P. marneffei son contaminantes comunes del laboratorio; su aislamiento casi nunca es indicativo de enfermedad. Sin embargo, y dado que muchos hongos diferentes son capaces de causar al menos ocasionalmente casos de infección, es preciso valorar individualmente cada situación.









Identificación de los hongos


Candida albicans, la especie de levaduras aislada con mayor frecuencia en los laboratorios clínicos, se identifica realizando una prueba sencilla como la prueba del tubo germinal. Se ha observado hace poco que otra especie de Candida, Candida dubliniensis, es también positiva en la prueba del tubo germinal; sin embargo, y dado que no está claro que haya una diferencia significativa clínica entre estas dos especies, la mayoría de los laboratorios no intentan efectuar la distinción entre ellas. Se dispone tanto de equipos manuales como de sistemas automatizados para la identificación de las levaduras clínicamente significativas. La identificación de la mayoría de los hongos se basa en gran medida en las características morfológicas del microorganismo, pero en relación con algunos se emplean también otras características tales como la capacidad para crecer a temperaturas más elevadas o la necesidad de suplementos nutritivos específicos. En relación con algunos hongos, la asignación a un género particular puede ser sencilla, mientras que la identificación a nivel de especie puede requerir un micólogo con experiencia en el grupo particular en cuestión; entre los ejemplos figuran microorganismos que pertenecen a los géneros Curvularia y Fusarium. Se dispone de sondas de quimioluminiscencia para la identificación de aislados de B. dermatitidis, especies de Coccidioides e H. capsulatum (v. tabla 17-10)93. Al igual que sucede con sondas similares para la identificación micobacteriana, están pensadas para su empleo con aislados, no con muestras directas del paciente; la sonda es una sonda de ADN para microorganismos ARNr. Se pueden utilizar estas sondas ya sea con la fase de levadura o de hongo, lo que permite una identificación temprana de los aislados y se obvia la necesidad de conversión de la fase de hongo a la fase de levadura en el caso de B. dermatitidis y de H. capsulatum. El empleo de estas sondas elimina también la necesidad de una manipulación extensiva de los cultivos de estos microorganismos peligrosos. Al igual que con otros microorganismos, el número de especies reconocidas está aumentando rápidamente. Cuando el clínico se ve ante un nombre fúngico no familiar debe consultar con el laboratorio, o investigar la información relevante en un sitio de Internet como PubMed (http://www.pubmedcentral.nih.gov/), o ambas cosas. Una nueva complicación es que algunos teleomorfos, como Neosartorya fischeri, pueden tener un anamorfo (en este caso Aspergillus fischerianus) que morfológicamente es virtualmente indistinguible de Aspergillus fumigatus (del que no se conoce teleomorfo)94. Puede demostrarse que hay diferencias en patogenicidad y en sensibilidad antifúngica entre tales microorganismos morfológicamente similares95. Son particularmente útiles los métodos moleculares para distinguir de modo exacto tales especies similares. Estos procedimientos incluyen la amplificación y la posterior secuenciación de una porción del genoma fúngico, pero hasta el momento presente se hallan disponibles en pocos laboratorios clínicos.









Pruebas de sensibilidad


El CLSI ha publicado procedimientos estandarizados para las pruebas de sensibilidad de las levaduras y de los hongos filamentosos96-98. En relación con la relevancia clínica de tales resultados hay que hacer algunas advertencias; dichos resultados varían según el fármaco, el microorganismo y el sitio de infección. Por ejemplo, se dispone en la actualidad de directrices de interpretación sólo para Candida spp., pero el documento M27-S3 del CLSI observa que da por supuesto que Candida krusei es intrínsecamente resistente a fluconazol y las CMI de los aislados de dicha especie no deben ser interpretadas con empleo de la escala disponible en relación con el fluconazol. En cuanto al itraconazol, los datos de interpretación se basan sólo en los resultados de las infecciones de las mucosas, y no se dispone de suficientes datos para proporcionar unos puntos de corte en relación con las infecciones invasivas. En el caso de los hongos filamentosos, el modo en que debe leerse la CMI es diferente en relación con las distintas parejas de microorganismo-agente antifúngico. Por ejemplo, para el fluconazol y el ketoconazol no se requiere una ausencia completa de crecimiento en la CMI. Más bien, «la turbidez permitida corresponde aproximadamente a una reducción del crecimiento entre el 50% o más (aislados no dermatofitos) y el 80% o más (aislados dermatofitos) en comparación con el pocillo control (medio sin medicamento)»98. En relación con las equinocandinas se utiliza el concepto de «concentración efectiva mínima»; es decir, «la concentración más baja de un agente antimicrobiano que lleva al crecimiento de formas en hifa pequeñas, redondeadas y compactas en comparación con el crecimiento en hifas observado en el pocillo de control de crecimiento»98. Con respecto a la relevancia de los criterios de valoración obtenidos en las pruebas de los hongos filamentosos, el documento del CLSI afirma, «la relevancia clínica de las pruebas en este grupo de patógenos fúngicos sigue siendo incierta, y aún hay que identificar los valores críticos con relevancia demostrada o aprobada por el CLSI o cualquier agencia reguladora»98.









Epidemiología


Se ha aplicado una variedad de técnicas moleculares a las diferentes especies fúngicas para la determinación del grado de relación entre las cepas99,100. Tales estudios sólo están disponibles en los grandes laboratorios o en centros de referencia.









Serología


Se ha investigado la utilidad de las determinaciones serológicas para el diagnóstico de infección en relación con muchos hongos diferentes. Con frecuencia se han elaborado diferentes metodologías, tales como la fijación del complemento y la inmunodifusión, en relación con el mismo microorganismo. Se dispone de equipos comerciales para la detección de anticuerpos frente a ciertos microorganismos. Se ha utilizado el análisis de la presencia de anticuerpos para ayudar al diagnóstico de la enfermedad invasiva en relación con los diferentes hongos dimórficos; tales pruebas pueden ser particularmente útiles para el diagnóstico de de la coccidioidomicosis, histoplasmosis y paracoccidioidomicosis91. No se ha observado generalmente que sea de utilidad la prueba de anticuerpos para el diagnóstico de la infección invasiva causada por otros patógenos fúngicos. Sin embargo, se ha advertido que el análisis de anticuerpos en enfermedades no invasivas es de utilidad para el diagnóstico de la aspergilosis broncopulmonar alérgica y del aspergiloma100. Para más detalles sobre los métodos diagnósticos óptimos para diferentes agentes y con los problemas relacionados con la interpretación de los resultados, véanse los capítulos correspondientes de este texto que se refieren a los agentes etiológicos específicos.
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El International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) reconoce más de 2.000 especies de virus, de las que 650 infectan a los humanos y animales101. Al igual que sucede con las bacterias y los hongos, los virus se clasifican por sus propiedades morfológicas y genómicas. Específicamente, los virus se clasifican por el tipo y organización del genoma (ADN o ARN, monocatenario o bicatenario, cadena positiva o negativa, lineal o circular), replicación (en el citoplasma o núcleo), y estructura del virión (tamaño, helicoide o icosaédrico, con envoltura o sin ella). La tabla 17-16 resume la clasificación de los virus humanos.




Tabla 17-16 Clasificación de los virus


[image: image]








Recogida y traslado de muestras en virología


La recogida de la muestra apropiada para el diagnóstico vírico varía dependiendo del agente responsable más probable de los síntomas clínicos. La infección por muchos virus da comienzo en el tracto respiratorio superior y a continuación los virus se diseminan a órganos múltiples y distantes. Aunque es útil recoger muestras de los órganos manifiestamente afectados, también se deben recoger aspirados faríngeos y nasofaríngeos. La estación del año es importante al hacer un diagnóstico de ciertas enfermedades víricas. Las infecciones por virus influenza se restringen principalmente a los meses fríos de invierno, mientras que las infecciones por arbovirus y enterovirus se dan principalmente en los calurosos meses estivales. Las muestras no deben ser remitidas al laboratorio de virología con la petición generalizada de «estudios víricos». El médico del paciente o el especialista en enfermedades infecciosas debe determinar los virus más probables responsables de los síntomas del paciente y, en colaboración con el microbiólogo clínico, se deben recoger las muestras apropiadas para confirmación por el laboratorio. La tabla 17-17 aporta una guía para la selección de muestras para un diagnóstico de los virus asociados con las infecciones humanas.


Tabla 17-17 Recogida de muestras en relación con los virus asociados con infecciones humanas






	Sitios corporales

	Virus potenciales

	Recogida de muestras






	Genital

	Adenovirus, CMV, VHS, papilomavirus, VVZ

	Recoger en torundas y transportar en MTV






	Heces

	Adenovirus, astrovirus, CMV, norovirus, rotavirus

	Muestras fecales (preferidas) en recipiente sin fugas; torundas fecales en MTV






	Líquido amniótico

	CMV, VIH, VHS, parvovirus B19, virus de la rubéola

	Recoger por amniocentesis y transportar en recipiente estéril sin MTV






	Líquido cefalorraquídeo, tejido cerebral

	Adenovirus, arbovirus, arenavirus, CMV, virus Coxsackie A, enterovirus, VEB, VHH6, VHS, virus JC, CML, virus del sarampión, virus de la parotiditis, priones, virus de la rabia, retrovirus, VVZ

	Recoger LCR y tejido en recipiente estéril sin fugas; no diluir en MTV






	Médula ósea

	CMV, VHH6, parvovirus B19, VVZ

	Aspirado transferido a tubo con EDTA y transportado al laboratorio






	Ojo

	Adenovirus, enterovirus, virus Coxsackie A, CMV, VHS, VVZ

	Recoger torunda conjuntival con torunda de dacrón o rayón humedecida en solución salina y colocar en MTV; el líquido acuoso y vítreo ha de pasarse a recipiente estéril sin MTV






	Orina

	Adenovirus, virus BK, CMV, VHS, enterovirus, virus del sarampión, virus de la parotiditis, virus de la rubéola

	Recoger muestra del chorro medio en recipiente estéril; no es necesario MTV






	Piel

	Adenovirus, enterovirus, HHV6, HHV8, VHS, virus del sarampión, parvovirus B19, poxvirus, virus de la rubéola, VVZ

	Torunda o líquido de aspirado en vesícula y raspar células en la base de la lesión; pasar el líquido a MTV






	Respiratorio

	Adenovirus, coronavirus, hantavirus, CMV, VHS, virus influenza, virus parainfluenza, metapneumovirus, virus del sarampión, rinovirus, VRS, VVZ

	Los aspirados nasofaríngeos (ANF) son la muestra de elección de niños; ANF o torundas nasofaríngeas recogidas de adultos; lavado broncoalveolar para el diagnóstico de las infecciones del tracto respiratorio inferior






	Sangre

	Arbovirus, adenovirus, arenavirus, virus BK, coronavirus, CMV, enterovirus, VEB, filovirus, virus de la hepatitis (A, B, C, D y E), VHS, VHH6, VHH7, VHH8, CML, virus del sarampión, parvovirus B19, retrovirus, virus de la rubéola, VVZ

	Recoger sangre para cultivo en un tubo al vacío estéril o tubo con EDTA; evitar el empleo de un tubo con heparina; la sangre para serología debe ser extraída al comienzo de los síntomas y 24 semanas después; consultar con el laboratorio para empleo de sangre total o de plasma para PAAN






	Tejido

	Adenovirus, CMV, VHS, otros virus

	Pasar a MTV







 CML, virus de la coriomeningitis linfocítica; CMV, citomegalovirus; EDTA, ácido etilendiamino tetraacético; LCR: líquido cefalorraquídeo; MTV, medio de transporte de virus; PAAN, prueba de amplificación de ácidos nucleicos; VEB, virus de Epstein-Barr; VHH, virus del herpes humano; VHS, virus del herpes simple; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VRS, virus respiratorio sincitial; VVZ, virus de la varicela-zóster.


El momento para la recogida de muestras para diagnóstico vírico viene determinado por las propiedades del virus y del hospedador. En relación con muchas infecciones víricas (p. ej., virus influenza [de la gripe], virus del sarampión, virus de la parotiditis, rinovirus, virus del Nilo Occidental), la eliminación del virus comienza poco después de la aparición de los síntomas y a continuación disminuye rápidamente. En otras infecciones crónicas (p. ej., citomegalovirus [CMV], virus de la hepatitis B y C, virus de la inmunodeficiencia humana [VIH]) puede prolongarse la eliminación vírica aun cuando el paciente parezca asintomático. Parte de la eliminación de virus puede ser de duración corta en los pacientes inmunocompetentes y persistente en los pacientes inmunocomprometidos (p. ej., CMV, norovirus, virus respiratorio sincitial [VRS]). En general, la recogida de las muestras para la mayoría de las pruebas debe hacer al comienzo de los síntomas. La excepción a esta regla es la recogida de sangre para el diagnóstico serológico. Debe recogerse una muestra de suero en la fase aguda durante la primera semana de la enfermedad y una segunda muestra de suero en la fase de convalecencia 2 a 4 semanas más tarde.


Las muestras en torundas y las tisulares para cultivo de virus deben ser colocadas en un medio de transporte para virus tamponado y con proteína (suero, albúmina o gelatina) y antibióticos. Generalmente se incorporan antibióticos en el medio de transporte para virus con el fin de suprimir el crecimiento de las bacterias y hongos contaminantes, de modo que en caso de pedirse cultivos para bacterias u hongos se han de obtener muestras distintas de la misma localización. Las muestras líquidas tales como LCR, líquido de lavado broncoalveolar u orina no deben ser diluidas en medio de transporte para virus. La sangre debe recogerse en un tubo al vacío estéril con el anticoagulante ácido etilendiamino tetraacético (EDTA) o citrato. Debe evitarse el anticoagulante heparina si se efectúan PAAN porque la heparina es un inhibidor inespecífico de la polimerasa102. Todas las muestras para pruebas virológicas deben ser mantenidas en frío después de la recogida y durante el traslado al laboratorio. Deben evitarse los retrasos en el traslado o procesamiento de las muestras porque pueden producirse pérdida de la viabilidad vírica y, posiblemente, degradación de antígenos o del ácido nucleico. No deben congelarse las muestras, a menos que se retrase el traslado o el procesamiento en más de 5 días. Es preferible la congelación a –70 °C que a –20 °C103.


Se pueden utilizar torundas para recoger una variedad de muestras para detección vírica como las de origen faríngeo, ocular, cutáneo o rectal. Son aceptables la mayoría de las fibras, como las de algodón, dacrón, poliéster y rayón, para la recogida de muestras para estudios víricos. Sin embargo, se debe evitar el empleo de torundas de alginato de calcio utilizadas comúnmente para cultivos bacterianos porque pueden inactivar el virus del herpes simple (VHS) y también inhibir las reacciones de la PCR104. Son preferibles las torundas con vástagos de metal o de plástico a las de vástagos de madera porque éstas pueden causar toxicidad en los cultivos celulares.









Métodos de detección e identificación de virus


Al igual que con las bacterias, se emplean cinco planteamientos generales para la detección de virus: microscopia, cultivo y detección de antígenos víricos, ácidos nucleicos y anticuerpos frente al microorganismo (tabla 17-18). En contraste con las bacterias, la microscopia y el cultivo son generalmente menos útiles que los métodos de detección alternativos. Además, las pruebas utilizadas para la detección de virus suelen considerarse definitivas; así, no se llevan a cabo pruebas de identificación suplementarias.




Tabla 17-18 Métodos para la detección e identificación de virusa
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Microscopia


Debido a su pequeño tamaño los virus no pueden verse con el microscopio óptico. En la actualidad se utilizan dos enfoques para la detección microscópica de virus: microscopia electrónica para observar partículas víricas individuales y microscopia óptica para observar agregados víricos intracelulares o «inclusiones». Aunque la microscopia electrónica proporciona una detección relativamente rápida de las partículas víricas, pocos laboratorios diagnósticos utilizan esta técnica en la actualidad. La prueba es de utilidad para ciertos virus (p. ej., norovirus, rotavirus, poxvirus, virus polioma); no obstante, se dispone también de métodos de detección antigénica igualmente rápidos y más sensibles como PAAN para estos agentes. El examen histológico de tejidos en busca de inclusiones víricas es una prueba diagnóstica rápida para algunos virus tales como el virus del sarampión (células gigantes de Warthin-Finkeldey), virus de la rabia (cuerpos de Negri), VHS y virus de la varicela-zóster (VVZ) y CMV. Se han empleado extensiones teñidas por Wright-Giemsa de vesículas cutáneas que muestran células gigantes multinucleadas para diagnosticar el VHS o el VVZ (preparación de Tzanck). Se mejora la especificidad del examen microscópico de los tejidos y líquidos de lesiones con técnicas tintoriales que emplean anticuerpos marcados con fluoresceína dirigidos frente al virus (pruebas DFA). Se dispone de reactivos comerciales para pruebas de DFA en relación con el virus de la gripe, virus parainfluenza, VRS, VHS, VVZ y CMV28. La prueba de DFA es particularmente efectiva para el VVZ en donde el cultivo es insensible; sin embargo, la microscopia en relación con la mayoría de otros virus es menos sensible que los métodos de detección alternativos105.









Cultivo


Los virus son patógenos intracelulares estrictos y requieren células hospedadoras para su replicación. En algunas infecciones puede ser una relación simbiótica en la que la replicación vírica no compromete la supervivencia de la célula hospedadora y en otros casos la replicación vírica lleva a la muerte celular. Los sistemas de cultivo de tejidos in vitro fueron elaborados para remedar el ambiente natural para la replicación vírica. Estas técnicas de cultivo celular permiten la detección de una amplia gama de virus, incluidas las infecciones con una mezcla de virus. Dado que no hay una sola línea celular que soporte la replicación de todos los virus, los laboratorios de virología diagnóstica utilizan múltiples líneas celulares. Por ejemplo, los virus influenza y parainfluenza se replican en líneas celulares primarias tales como las células RhMK (primary rhesus monkey kidney) o líneas de células heteroploides tales como LLC-Mk2 (rhesus monkey kidney), mientras que los adenovirus y el VRS se replican en otras líneas celulares como A549 (human lung carcinoma) o Hep-2 (human epidermoid larynx carcinoma). Para algunos virus la replicación en cultivos celulares tradicionales puede no ser manifiesta durante muchos días (la muerte celular debida a replicación vírica recibe la denominación de efecto citopático). Además, algunos virus, tales como los virus influenza y parainfluenza, pueden producir escaso o nulo efecto citopático. La detección del crecimiento de estos virus respiratorios se realiza por tinción de los cultivos celulares con anticuerpos marcados con fluoresceína dirigidos frente a antígenos víricos o por reactividad con hematíes que se unen a las células que expresan antígenos víricos hemaglutinantes en la superficie celular.


En muchos laboratorios de microbiología las técnicas tradicionales de cultivo celular han quedado sustituidas por cultivos en viales tipo shell con amplificación (SVA)106. Este sistema utiliza viales de 1 dram (1,77 cc) que contienen monocapas de cultivo celular en cubreobjetos redondos de 12 mm inmersos en un medio de cultivo tisular. Al igual que sucede con los cultivos víricos tradicionales, se requieren múltiples viales capa que contengan líneas celulares diferentes. Se añaden las muestras a la monocapa, se centrifuga a poca velocidad y se incuba. En vez de un examen en busca de un efecto citopático, se emplean anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceína para detectar antígenos víricos de los virus que se replican. Se incuban los cultivos en los viales capa hasta 5 días, pero la mayoría de los virus pueden ser detectados ya a las 24 horas porque para la detección no se requiere el efecto citopático visual. Se utiliza en primer lugar un conjunto de anticuerpos monoclonales para detectar la presencia de un virus; a continuación se utilizan anticuerpos monoclonales individuales para identificar el virus específico. Con el fin de reducir el número de viales capa (y, por ende, el coste) utilizados en la SVA, los investigadores comenzaron a utilizar una combinación de células en un único vial. Se dispone comercialmente de mezclas de células de pulmón de visón y de células A549 y se ha demostrado que tienen un rendimiento similar a si se empleara cada línea celular de modo inidividual107.









Detección antigénica


En la actualidad se dispone de un gran número de pruebas comercializadas de ELISA, EIA y aglutinación para la detección de antígenos víricos y se utilizan ampliamente en los laboratorios clínicos (v. tabla 17-8). Las pruebas son técnicamente fáciles, baratas y pueden ser llevadas a cabo generalmente en el momento que se recibe la muestra en el laboratorio, lo que permite un tiempo corto de obtención del resultado de la prueba. Por ejemplo, la detección de antígenos víricos permite una identificación más rápida de las infecciones por el VRS y virus influenza A y B que los métodos con pruebas alternativas, con unos resultados disponibles una hora después de la recepción en el laboratorio. Las pruebas son muy específicas (>95%) y un resultado positivo en la prueba es particularmente útil durante los meses con una transmisión más elevada; sin embargo, estos análisis para virus respiratorios son insensibles (6% al 80%) y todas las pruebas negativas han de ser confirmadas con pruebas alternativas108. La prueba antigénica directa es el método de elección para los virus entéricos tales como rotavirus, adenovirus serotipos 40 y 41 y norovirus. Además, se ha demostrado que las pruebas antigénicas para el CMV son útiles para la monitorización de las infecciones en pacientes inmunocomprometidos, aunque este análisis ha quedado sustituido por las PAAN en muchos laboratorios. Una nota de cautela en relación con el empleo de los análisis rápidos es que la mayoría de ellos seleccionan como objetivo un único patógeno vírico y, si se utilizan solos, no detectan otros virus o infecciones víricas mixtas109.









Pruebas basadas en ácidos nucleicos


Las PAAN han cambiado de modo espectacular el diagnóstico vírico, y se dispone de análisis comerciales en relación con la mayoría de los virus más comunes (v. tabla 17-9) y análisis caseros elaborados en relación con otros muchos virus. En cuanto a muchos de los virus (p. ej., VIH-1 y 2; hepatitis A, B y C; CMV; papilomavirus humano) estas pruebas representan la prueba diagnóstica de elección. La AAN (específicamente PCR) es el método de elección para la detección del VHS en el LCR110. En el pasado, el diagnóstico definitivo de la infección del sistema nervioso central (SNC) causada por el VHS se basaba en el empleo de la biopsia cerebral. Dado que la detección en el LCR por la PCR es tan sensible como las tinciones histológicas de las muestras de biopsia cerebral, la PCR en el LCR es en la actualidad la prueba recomendada para establecer este diagnóstico. Se sabe que los métodos de laboratorio tradicionales para la detección de VHS, CMV y VVZ en el LCR, como el cultivo celular, detección antigénica y LCR o detección de anticuerpos en suero, son insensibles y ya no se recomiendan.


Se dispone de un análisis múltiple como kit comercial para la detección simultánea de virus respiratorios (es decir, virus influenza A y B; VRS tipos A y B; virus parainfluenza tipos 1, 2 y 3) (Hexaplex, Prodesse, Inc., Milwaukee, WI) y en la actualidad análisis similares para virus respiratorios están siendo sometidos a pruebas de validación. El análisis Hexaplex tiene una excelente sensibilidad (91% al 100%) y especificidad (97,4% al 100%) frente a las pruebas convencionales de cultivo de virus y DFA111-113. Los principales inconvenientes de este análisis son que es laborioso, que lleva de 8 a 9 horas hasta su terminación y no puede llevarse a cabo de modo inmediato, y es considerablemente más caro que el cultivo vírico y los paneles de DFA112. Otros muchos análisis para virus respiratorios han incluido cebadores para virus para los que no hay métodos alternativos (p. ej., metapneumovirus, coronavirus). La expansión de este enfoque de las pruebas diagnósticas basadas en los ácidos nucleicos incluirá análisis múltiples para virus entéricos o patógenos del SNC.


Se dispone de análisis cuantitativos para el VIH-1 y 2 y CMV. Ambos análisis son importantes para la monitorización de la progresión de la enfermedad y de la respuesta al tratamiento antivírico. También se han elaborado análisis cuantitativos caseros en relación con otros virus tales como virus de Epstein-Barr (VEB), virus BK y adenovirus. Se utilizan estos análisis caseros para diferenciar entre una eliminación asintomática de concentraciones bajas de virus y unos títulos víricos altos asociados con la enfermedad114.












Serología


Antes del desarrollo de las pruebas antigénicas víricas y de las PAAN, la serología era la prueba diagnóstica utilizada por la mayoría de los laboratorios clínicos, y sigue siendo una prueba utilizada comúnmente en relación con muchos virus. La sensibilidad y la especificidad de la serología vírica vienen determinadas por el formato del análisis, los antígenos víricos diana, la competencia inmunitaria del hospedador y el momento de la recogida de la muestra. Históricamente se ha utilizado una variedad de formatos de análisis. Los análisis actuales utilizados más comúnmente incluyen IgM por ELISA de captura, EIA de membrana, anticuerpos por inmunofluorescencia indirecta (IFA) y análisis inmunocromatográficos. La sustitución de lisados de virus enteros por antígenos víricos purificados o antígenos recombinantes ha mejorado la especificidad del análisis y en algunos casos la sensibilidad. La sensibilidad global de la prueba viene determinada por el momento de la recogida de la muestra —una prueba tiene una baja sensibilidad si se recoge la muestra de sangre antes de que se puedan detectar de modo fiable los anticuerpos. Igualmente, si se define una infección por la documentación de una elevación significativa en los anticuerpos específicos, la recogida de muestras de suero en la fase aguda y en la fase de convalecencia ha de ser suficientemente programada en el tiempo para documentar el aumento. Por último, el paciente ha de poder fabricar una respuesta de anticuerpos a la infección para que sea de utilidad la prueba serológica.


En la actualidad, puede que el papel más importante de la serología no sea más que la detección de la infección por el VIH. El diagnóstico inicial de la infección por el VIH-1 o VIH-2 es por la detección de anticuerpos en el suero del paciente por una prueba de cribado seguida de confirmación con una prueba suplementaria. Las pruebas de cribado han sufrido una serie de desarrollos que han pasado del empleo de lisados de proteínas víricas del VIH a los antígenos recombinantes del VIH unidos a una fase sólida, a análisis de combinación para la detección tanto de antígenos como de anticuerpos del VIH. Las generaciones sucesivas de análisis han mejorado la especificidad, aumentado la sensibilidad particularmente poco después de la infección y la capacidad para detectar tanto el VIH-1 como el VIH-2115. También se han elaborado análisis serológicos rápidos para su empleo en el punto de diagnóstico inmediato con la utilización de métodos de EIA de membrana o de análisis inmunocromatográfico. Los análisis inmunocromatográficos son particularmente fáciles de llevar a cabo porque los antígenos diana quedan inmovilizados en una membrana de nitrocelulosa y a continuación interactúan con los anticuerpos de la muestra del paciente y luego con los anticuerpos de la muestra del paciente cuando ésta migra en la membrana. Estos análisis de cribado en el punto de atención inmediato tienen características de rendimiento comparables a las pruebas que se llevan a cabo en el laboratorio116. También es importante el cribado serológico de donantes de sangre, y la prueba se realiza para detectar infecciones por el VIH-1 y el VIH-2 (v. cap. 119), así como el HTLV-1 y HTLV-2, virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis C (VHC).


Se utilizan las pruebas serológicas para determinar la inmunidad al virus de la parotiditis, virus del sarampión, virus de la rubéola y VVZ, así como infecciones agudas por estas infecciones. Los pacientes inmunizados tienen anticuerpos IgG persistentes, de modo que las concentraciones de anticuerpos detectables indican que el paciente es inmune a la infección. Los pacientes con infecciones agudas fabrican anticuerpos IgM detectables en la primera semana después del comienzo de los síntomas y a continuación persisten durante los meses siguientes. Los anticuerpos IgG se desarrollan después de la primera semana de los síntomas, aumentan en título durante el período de 1 a 2 meses y luego persisten durante años. Así, la confirmación de una infección aguda se realiza por la detección de anticuerpos IgM o por un aumento significativo en los anticuerpos IgG. Si durante la fase aguda de la infección hay ausencia de anticuerpos IgM, debe determinarse posteriormente una segunda concentración de IgM una semana después del comienzo de los síntomas porque muchos pacientes no tienen anticuerpos detectables en el momento del comienzo.


En muchos laboratorios la serología es el único modo de documentar una infección por arbovirus. Se dispone de pruebas comercializadas para muchos arbovirus que incluyen el virus del Nilo Occidental, virus de la encefalitis equina occidental, virus de la encefalopatía de San Luis, virus de la encefalitis equina oriental, virus del dengue y el virus de LaCrosse. Sin embargo, hay que tener cuidado en la interpretación de los resultados serológicos porque son comunes las reacciones cruzadas entre estos virus. La serología es también de utilidad para documentar infecciones por hantavirus, arenavirus y filovirus, aunque puede que los pacientes con enfermedad aguda no fabriquen anticuerpos.


La serología constituye la base para valorar el estado inmunitario de los individuos inmunocompetentes en la infección por parvovirus B19, en los que se pueden determinar los anticuerpos IgM y los anticuerpos totales con empleo de análisis comerciales. En contraste, la serología no es de utilidad en los neonatos o individuos inmunocomprometidos, y se debe llevar a cabo PAAN para determinar si hay infección117.


La detección de anticuerpos frente al CMV en suero de sangre o de donantes de sangre y receptores de sangre es importante para la prevención de la enfermedad por CMV en pacientes inmunocomprometidos con alto riesgo de desarrollo de una enfermedad grave potencialmente mortal. Se realizan pruebas serológicas con ELISA o de aglutinación con látex118. También puede utilizarse la detección de anticuerpos IgM frente al CMV para diagnosticar la infección aguda en neonatos y mujeres embarazadas119. En este ámbito no es útil la valoración de anticuerpos IgG en neonatos porque puede haber anticuerpos maternos.


Se utilizan métodos serológicos para el diagnóstico de la infección primaria por el VEB y para el cribado y monitorización del carcinoma nasofaríngeo, mientras que los métodos moleculares se utilizan para diagnosticar el linfoma cerebral asociado al VEB y la afectación por este virus en las lesiones de otros órganos120. La prueba más común para el diagnóstico de la infección primaria por el VEB —mononucleosis infecciosa la más frecuente— es una prueba de anticuerpos heterófilos. Los anticuerpos heterófilos son anticuerpos IgM que reaccionan frente a antígenos de los hematíes heterólogos. Se detectan los anticuerpos en una variedad de formatos de análisis que son la detección de la lisis de hematíes bovinos en presencia de complemento, reacciones de aglutinación con hematíes de caballo o de carnero o partículas de aglutinación de látex recubiertas de antígeno, y formatos de ELISA que utilizan antígenos heterófilos purificados. Una prueba negativa de anticuerpos heterófilos en presencia de un síndrome de mononucleosis infecciosa debe incitar al médico a considerar pruebas de anticuerpos específicos frente al VEB, CMV o toxoplasmosis121. Los anticuerpos específicos que se utilizan para diagnosticar la infección por el VEB son IgG e IgM frente al antígeno de la cápsida vírica, anticuerpo frente al antígeno temprano y anticuerpo frente al antígeno nuclear del VEB.


Los virus de la hepatitis son un grupo de virus ADN y ARN no relacionados que causan hepatopatía como principal manifestación clínica. El diagnóstico de laboratorio de estas infecciones suele efectuarse por pruebas serológicas en relación con diferentes marcadores antigénicos asociados con los virus y la respuesta de anticuerpos del paciente frente a estos antígenos. Los laboratorios han intentado facilitar el diagnóstico de la hepatitis ofreciendo un panel o perfil de pruebas que varía según las características del paciente: exposición pero asintomático, sintomático con enfermedad aguda (<6 meses) o sintomático con enfermedad crónica (>6 meses). Los métodos utilizados más comúnmente para el diagnóstico serológico son ELISA y análisis de inmunofluorescencia. La primera generación de pruebas por ELISA en relación con la hepatitis C carecía de sensibilidad y especificidad, pero las pruebas de segunda y de tercera generaciones han demostrado un rendimiento muy mejorado122. De modo similar a las pruebas para el VIH, se utilizan las inmunotransferencias realizadas con antígenos recombinantes (análisis de inmunotransferencia recombinante [RIBA]) para confirmar sueros positivos detectados por ELISA. Las pruebas RIBA de tercera generación fueron aprobadas por la FDA en 1999; utilizan péptidos c100 y c22 sintéticos con una reducción significativa en el número de resultados indeterminados por RIBA122. El lector puede encontrar los detalles en relación con la interpretación de los resultados de las pruebas de la hepatitis en los capítulos en los que se comentan la hepatitis aguda y crónica y en los capítulos individuales de cada virus.









Pruebas de sensibilidad antivírica


Se dispone de fármacos antivíricos para el tratamiento de las infecciones víricas, incluidas las causadas por el VIH-1, tipos 1 y 2 del VHS, CMV, VVZ, virus de la gripe A y B, VRS, virus de la hepatitis B y virus de la hepatitis C. La aparición de virus resistentes es inevitable porque los agentes antivíricos se utilizan de modo frecuente y generalizado123. Se define la resistencia antivírica como una disminución en la sensibilidad a un agente antivírico establecido por pruebas in vitro y confirmada por análisis genético del genoma vírico y análisis bioquímico de las enzimas alteradas. Los fracasos clínicos pueden no ser siempre debidos a la presencia de un virus resistente al fármaco. Entre los factores que hay que considerar en un paciente con una respuesta clínica mala a un agente antivírico figuran el estado inmunológico del paciente y la farmacocinética del fármaco en el paciente individual (p. ej., dosis o vía de administración). El desarrollo de resistencia se ve favorecido por el tratamiento supresor a largo plazo, tratamiento recurrente intermitente y empleo de dosis subóptimas del agente antivírico. Están justificadas las pruebas de sensibilidad antivírica en las siguientes situaciones clínicas: ausencia de resolución de las lesiones por el VHS o VVZ o la aparición de nuevas lesiones durante el tratamiento con aciclovir, progresión de la enfermedad por el CMV durante el tratamiento con ganciclovir, eliminación continuada o transmisión del virus influenza A durante el tratamiento o profilaxis con amantadina o rimantadina, y aumento de las concentraciones plasmáticas del ARN del VIH-1 o disminución de los recuentos de células CD4 en los pacientes infectados por el VIH durante el tratamiento antirretrovírico124.


Los análisis de laboratorio en relación con la sensibilidad antivírica incluyen los análisis fenotípicos y genotípicos. Los análisis fenotípicos requieren el crecimiento del virus in vitro; por consiguiente, los virus para los que no se dispone de sistemas de cultivo in vitro, como virus de la hepatitis B, no pueden ser analizados con estos análisis. Puede no disponerse de los resultados de los análisis fenotípicos dentro de un marco temporal clínicamente relevante porque todos ellos requieren la propagación inicial del virus para alcanzar una concentración del inóculo estándar, seguido del crecimiento del virus en el análisis para obtener los resultados. Después de hasta una semana de propagación para preparar el inóculo, una vez que se ha montado el análisis, pueden obtenerse en 48 horas los resultados del VHS. En cuanto al CMV, los resultados pueden requerir de 8 a 14 días después de varias semanas de propagación. Se informan los resultados de los análisis fenotípicos como la concentración del fármaco que produce una inhibición del 50% (IC50) o una inhibición del 95% (IC95) en el crecimiento del virus. Es difícil la comparación de los resultados de los análisis fenotípicos de los diferentes laboratorios. El análisis fenotípico de sensibilidad antivírica utilizado con mayor frecuencia es el análisis de reducción de placas (PRA), que determina la capacidad de diversas concentraciones del agente antivírico para inhibir el efecto citopático como el criterio de valoración. El CLSI ofrece un estándar propuesto con el fin de estandarizar el PRA para el VHS125. Otros criterios de valoración para los análisis fenotípicos víricos que han sido elaborados con el fin de hacer más rápido y sensibles las pruebas fenotípicas son la captación de colorante por células viables (no infectadas), hibridación de ADN, ELISA, autorradiografía de placas y citometría de flujo126.


Se han elaborado análisis genotípicos para la detección rápida de mutaciones que confieren resistencia a los fármacos antivíricos. Los resultados de estos análisis simplemente informan de la presencia o ausencia de una mutación que confiere resistencia a un agente antivírico específico. La mayoría de los análisis genotípicos utilizan la PCR para amplificar genes víricos específicos, seguido de la secuenciación directa de los productos amplificados o hibridación con sondas específicas sobre tiras de membrana o chips génicos para detectar cambios en la secuencia que se asocian con resistencia a agentes antivíricos. Los análisis genotípicos para la detección de resistencia medicamentosa en VHS y VVZ ponen de manifiesto mutaciones en la timidina cinasa que confieren resistencia a aciclovir, famciclovir, penciclovir y valaciclovir. Los análisis genotípicos utilizados para determinar la resistencia a ganciclovir, foscarnet y cidofovir en el CMV detectan mutaciones en los genes UL54, UL97 y ADN polimerasa126. En la actualidad se dispone de análisis comerciales LineProbe (Innogenetics, Inc., Alpharetta, GA) para detectar mutaciones de resistencia en el gen de la ADN polimerasa del VHB y en la región 5′-no traducida (5′UTR) del genoma del VHC127. Los análisis genotípicos para detectar resistencia en cepas del VIH-1 identifican mutaciones en los genes de la transcriptasa inversa y de la proteasa y están comercializados como LineProbe assay o como tecnología de chips génicos de Affymetrix, Santa Clara, California.


El principal inconveniente de los análisis genotípicos es que pueden detectar sólo resistencia por mutaciones conocidas. Tanto los análisis del propio laboratorio diagnóstico como de casas comerciales han de ser actualizados continuamente a medida que se van identificando nuevas mutaciones o mecanismos de resistencia. Si la resistencia a un agente antivírico puede estar causada por diferentes mutaciones génicas podrían requerirse múltiples análisis para una detección óptima. Las cepas con genes de resistencia nuevos o diferentes pasarían sin ser detectadas, de modo que aún se requerirán los análisis fenotípicos para identificar las nuevas mutaciones responsables de la resistencia a los antivíricos.












[image: image] Parásitos


Los microorganismos eucariotas que clasificamos como parásitos están organizados en tres amplios grupos: protozoos, helmintos y artrópodos. Dentro de los protozoos figuran las amebas, flagelados y esporozoos; los helmintos incluyen cestodos (gusanos acintados), nematodos (gusanos redondos, áscaris) y trematodos (gusanos planos); los artrópodos son una colección de seres que incluyen garrapatas, ácaros, piojos, pulgas, moscas, mosquitos y demás (tabla 17-19). Un grupo que ha sido omitido por este esquema de clasificación es microsporidia, que es una colección de más de 100 especies. Históricamente este grupo figuraba con los protozoos, pero el análisis genómico más reciente demuestra que estos «parásitos» pertenecen a los hongos128. Por comodidad y propósitos históricos comentaremos los microsporidios con los parásitos en esta sección del capítulo.




Tabla 17-19 Clasificación de los parásitos
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Recogida y traslado de las muestras para parasitología


Las muestras más comunes remitidas para estudios parasitológicos son sangre y heces. Otras muestras que también pueden recogerse son otros líquidos y tejidos orgánicos estériles, muestras respiratorias y urogenitales y biopsias cutáneas. La tabla 17-20 proporciona unas directrices para la recogida de muestras para parásitos asociados con infecciones humanas.


Tabla 17-20 Normas para la recogida de muestras y pruebas diagnósticas para la detección de parásitos asociados con infecciones humanas






	Sitio corporal/muestra

	Parásitos potenciales

	Prueba de laboratorio






	Hígado y bazo

	
Capillaria, Clonorchis, Echinococcus, Entamoeba, Fasciola, Fasciolopsis, Heterophyes, Leishmania, Metagonimus, microsporidios, Opisthorchis, Toxoplasma


	Microscopia: biopsia o aspirado para E. histolytica, Echinococcus o Capillaria (preparación en fresco) o Leishmania (Giemsa).
Cultivo: biopsia o aspirado para Leishmania.
PAAN: pruebas caseras pero no se dispone de pruebas comercializadas.






	Líquido amniótico

	Toxoplasma

	PAAN: líquido aspirado para Toxoplasma.







	Líquido cefalorraquídeo y biopsia cerebral

	
Acanthamoeba, Balamuthia, Echinococcus, microsporidios, Naegleria, Taenia (cisticercos), Trypanosoma


	Microscopia: LCR teñido con Giemsa (Trypanosoma, Toxoplasma, amebas), blanco de calcoflúor (amebas), ácido alcohol-resistencia (microsporidios), tricrómico (amebas), o tricrómico modificado (microsporidios); tejido teñido con Gram (microsporidios) o H&E (cestodos larvarios, Taenia solium cisticercos, Echinococcus).
Cultivo: líquido o tejido para Acanthamoeba.
PAAN: líquidos o tejido para amebas Toxoplasma y helmintos.






	Médula ósea

	Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma, Trypanosoma

	Microscopia: sangre con EDTA para extensiones gruesas y finas teñidas con Giemsa en relación con todos los parásitos en sangre.
Cultivo: sangre con EDTA para Leishmania y Trypanosoma cruzi.
PAAN: sangre con EDTA para Leishmania y Toxoplasma.







	Músculo

	
Ascaris, Cryptosporidium, Echinococcus, uncinaria, microsporidios, Paragonimus, Strongyloides, Toxoplasma, Trypanosoma


	Microscopia: biopsia para tinciones tisulares (H&E, metenamina de plata, PAS, Gram) para Trichinella y Echinococcus.
PAAN: pruebas caseras pero no se dispone de pruebas comercializadas.






	Ojo

	
Acanthamoeba, Loa, microsporidios, Toxoplasma


	Microscopia: raspados o biopsia teñidos con Giemsa o blanco de calcoflúor (amebas) o tricrómico modificado (microsporidios).
Cultivo: raspados o biopsia para amebas y Toxoplasma.
PAAN: raspados o biopsia para microsporidios y Toxoplasma.







	Piel y úlceras cutáneas

	
Acanthamoeba, Leishmania, microsporidios, Naegleria


	Microscopia: aspirados, recortes, raspados y biopsia de piel —Giemsa o H&E para Leishmania, E. histolytica, Acanthamoeba y Onchocerca; visualización directa para artrópodos (p. ej., Demodex, moscardones, garrapatas, piojos).
Cultivo: biopsia para Leishmania.
PAAN: pruebas caseras pero no se dispone de pruebas comercializadas.






	Sangre

	Babesia, Brugia, Leishmania, Loa, Mansonella, Plasmodium, Trypanosoma, Wuchereria

	Microscopia: sangre total reciente para extensiones gruesas y finas teñidas con Giemsa en relación con todos los parásitos en sangre. Extensiones teñidas por Giemsa o hematoxilina para microfilarias; capa leucocitaria para la detección de microfilarias móviles y tripanosomas.
Detección antigénica: sangre con EDTA para la detección de antígenos palúdicos o microfiláricos.
PAAN: sangre con EDTA para malaria y Leishmania.
Detección de anticuerpos: suero o plasma para la detección de anticuerpos frente a parásitos.






	Tracto intestinal

	
Ascaris, Balantidium, Blastocystis, Cryptosporidium, Cyclospora, Diphyllobothrium, Entamoeba, Enterobius, Giardia, uncinaria, Hymenolepis, Isospora, microsporidios, Schistosoma, Strongyloides, Taenia, Toxocara, Trichuris


	Microscopia: heces o aspirados duodenales examinados por extensión fresca directa (detección de protozoos móviles), tinción con lugol (protozoos, huevos de helmintos), o concentrado y teñido con tricrómico o hematoxilina hierro (protozoos), tricrómico modificado (microsporidios) o tinciones de ácido-alcohol resistencia modificadas (Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora); se utilizan extensiones sin teñir de impresiones anales para detectar Enterobius (huevos de oxiuros).
Detección antigénica: heces frescas sin conservante utilizadas para la detección de Entamoeba histolytica, Giardia, Cryptosporidium.
PAAN: pruebas caseras pero no se dispone de pruebas comercializadas.






	Tracto respiratorio

	
Ancylostoma, Echinococcus, Gnathostoma, microsporidios, Multiceps, Onchocerca, Taenia (cisticercos), Trichinella, Trypanosoma


	Microscopia: esputo (expectorado, inducido), exudado nasal, LBA (aspirado, cepillado) y biopsia para Ascaris, Strongyloides, Paragonimus, Capillaria y Echinococcus (preparación sin teñir), Giemsa (Toxoplasma), ácido-alcohol resistencia modificada (Cryptosporidium), tricrómico modificado (microsporidios) y tinciones tisulares (H&E, metenamina de plata, PAS, Gram) para helmintos, protozoos y microsporidios.
PAAN: pruebas caseras pero no se dispone de pruebas comercializadas.






	Tracto urogenital

	
Acanthamoeba, Leishmania, Onchocerca, microsporidios, Schistosoma, Trichomonas


	Microscopia: exudado vaginal, exudado uretral y secreción prostática para Trichomonas (Giemsa), microfilarias (hematoxilina) y microsporidios (tricrómico modificado, ácido-alcohol resistencia); sedimento de orina para Schistosoma o microfilarias (preparación en fresco).
Cultivo: exudado vaginal o uretral para Trichomonas.
PAAN: pruebas caseras pero no se dispone de pruebas comercializadas.







 EDTA, ácido etilendiamino tetraacético; LBA, lavado broncoalveolar; LCR, líquido cefalorraquídeo; PAAN, prueba de amplificación de ácidos nucleicos; PAS, ácido peryódico de Schiff.






Sangre


Puede llevarse a cabo el examen microscópico para parásitos con empleo de sangre total, preparaciones de la capa leucocitaria, o sangre concentrada. Las extensiones de sangre pueden prepararse típicamente a partir de sangre fresca con EDTA como anticoagulante. Las extensiones deben prepararse en la hora siguiente a la recogida de la sangre porque, en caso de demorarse, se pueden perder algunos rasgos morfológicos de los parásitos (p. ej., punteado en las extensiones para malaria)129. Debe anotarse el momento de la recogida, de modo que pueda correlacionarse con el patrón de fiebre del paciente. Además, algunos parásitos tienen un ritmo circadiano y se hallan presentes en la sangre sólo en períodos específicos durante el día (p. ej., Loa, diurno; Wuchereria y Brugia, nocturno)130. La sangre recogida en tubos con EDTA debe ser utilizada para pruebas antigénicas y de AAN; para las pruebas de serología se puede utilizar suero o plasma. La sangre para pruebas serológicas debe ser recogida al comienzo de los síntomas (fase aguda) y a continuación 2 a 4 semanas después (fase de convalecencia).









Heces


La mayoría de las muestras fecales serán para examen microscópico. La presencia de bario confunde los protozoos intestinales hasta durante 10 días, de modo que debe evitarse hasta que hayan sido remitidas tres muestras para examen de huevos y parásitos129. Además, otras sustancias pueden interferir en la detección de protozoos, como aceite mineral, bismuto, metronidazol, tetraciclinas y agentes antipalúdicos. Si la muestra ha de ser examinada a las 2 semanas de la administración de estos agentes, el informe deberá indicar, en caso de ser negativo, que la muestra era subóptima y que más adelante en el tiempo se deben remitir nuevas muestras. Las muestras de heces pueden ser examinadas en busca de parásitos móviles. En este caso la muestra debe ser transportada con rapidez al laboratorio inmediatamente después de la recogida y no hay que colocarla en un recipiente con conservante. Si se prevé un retraso en el traslado, la muestra se deberá colocar con conservantes en el momento de la recogida porque los trofozoítos protozoarios son frágiles y se deterioran rápidamente. No es un problema en el caso de los quistes de protozoos o huevos de helmintos y larvas, coccidia o microsporidios. Se dispone de una variedad de fijadores para conservar las muestras fecales (p. ej., formalina, acetato de sodio-ácido acético-formalina [SAF], líquido de Schaudinn, alcohol de polivinilo [APV]). La selección de los conservantes viene determinada por los métodos utilizados en el laboratorio de microbiología para examinar la muestra y el empleo de pruebas adicionales (p. ej., antígeno o PAAN). Con independencia del conservante utilizado, hay que tener cuidado para añadir la cantidad apropiada de muestra al recipiente y asegurarse de una mezcla completa de la muestra fecal con el conservante131. Se recomienda la recogida de tres muestras para excluir de modo fiable una infección parasitaria. El examen de una única muestra puede tener una sensibilidad del 50% al 60%, que aumentará a más del 95% si se examinan tres muestras132. Éstas deben ser recogidas en días alternos y, si es posible, extenderse durante una semana o más.









Otras muestras


Los líquidos orgánicos normalmente estériles y los tejidos remitidos para cultivo deben ser trasladados con rapidez al laboratorio en un recipiente estéril. Las muestras recogidas para examen microscópico no deben ser colocadas con conservante; por consiguiente, son críticas las gestiones para que el laboratorio examine la muestra. Las muestras para PAAN deben ser refrigeradas si no es factible un traslado inmediato.












Métodos de detección e identificación para parásitos


Al igual que con otros microorganismos comentados en este capítulo, hay cinco planteamientos para la detección de parásitos: microscopia, cultivo y detección antigénica, de ácidos nucleicos y de anticuerpos. En contraste con los otros grupos de microorganismos, la microscopia es el procedimiento de detección e identificación primario en relación con la mayoría de los parásitos. Se utiliza el cultivo sólo en relación con unos pocos parásitos y, cuando se dispone de él, no es el principal método diagnóstico. Se utilizan las pruebas antigénicas en relación con un número limitado de parásitos, y las pruebas basadas en ácidos nucleicos quedan restringidas principalmente a laboratorios de referencia o de investigación. La serología es de utilidad en poblaciones en donde las infecciones endémicas son infrecuentes, pero tiene poco valor en países con una elevada incidencia de la infección.









Microscopia


El cultivo es el método definitivo para la detección e identificación de la mayoría de los parásitos. Muchos parásitos pueden ser detectados fácilmente con el examen de la muestra recogida directamente o después de la tinción con lugol; sin embargo, para una sensibilidad máxima se requiere la concentración de la muestra y el examen con tinciones específicas para permitir la diferenciación de las estructuras internas (p. ej., tinción tricrómica, hematoxilina eosina hierro, tinción de Giemsa). La identificación del parásito se determina por los rasgos morfológicos del protozoo y las características de los huevos, larvas o formas de los adultos de los cestodos, nematodos y trematodos. Los detalles de estas características se comentan en los capítulos individuales de este libro y en los textos de referencia citados8,129,133.









Cultivo


El cultivo se lleva cabo principalmente en laboratorios de investigación con una excepción: las infecciones por Trichomonas vaginalis. Aunque las infecciones por Trichomonas pueden ser detectadas fácilmente por la inspección microscópica de las secreciones vaginales, los equipos comerciales permiten el crecimiento de T. vaginalis directamente cultivando el exudado vaginal134. Estos sistemas son más sensibles que el examen microscópico del exudado, aunque así se puede aumentar la detección de mujeres con colonización asintomática.









Detección antigénica


Se dispone de pruebas antigénicas comercializadas para E. histolytica, Cryptosporidium spp., Giardia lamblia, Plasmodium spp. y Trichomonas vaginalis. Las pruebas son generalmente más sensibles que el examen microscópico y menos subjetivas (mejor especificidad). En áreas geográficas en donde son infrecuentes las infecciones parasitarias, algunos laboratorios restringen las pruebas de rutina a inmunoanálisis para E. histolytica, Cryptosporidium y Giardia.









Pruebas basadas en ácidos nucleicos


Las PAAN quedan restringidas principalmente a laboratorios de referencia y de investigación. Aunque se han desarrollado análisis caseros en relación con la mayoría de los parásitos, no hay una gran necesidad de estas pruebas con fines diagnósticos de rutina. Los análisis son útiles para el diagnóstico de las infecciones por Toxoplasma, Leishmania y Trypanosoma en que puede haber una cifra relativamente baja de parásitos en una muestra.









Serología


Las pruebas serológicas rara vez se llevan a cabo, excepto para documentar la infección en un paciente procedente de un país no endémico que ha estado expuesto a un parásito particular o pacientes que sospechemos estén infectados por Toxoplasma gondii135. La presencia de anticuerpos IgG a un parásito concuerda con una exposición previa, y el dato de una seroconversión reciente es compatible con una infección aguda. Sin embargo, si no puede demostrarse una seroconversión, se requiere entonces antecedentes de viaje y de exposición para interpretar el significado de los resultados positivos. En las infecciones por Toxoplasma se determinan los títulos de anticuerpos IgM e IgG. Un título de IgM negativo excluye la infección aguda porque los pacientes con enfermedad activa tienen anticuerpos IgM en el momento en que se desarrollan los síntomas que disminuyen a niveles no detectables a los 6 a 9 meses. Los niveles de anticuerpos IgG persisten durante años.
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Aunque el descubrimiento de fármacos eficaces para evitar y tratar las infecciones causadas por bacterias y otros microorganismos patógenos es uno de los desarrollos más importantes de la medicina moderna, el uso de dichos fármacos no se limita a la época actual. Durante miles de años se han aplicado con fines médicos sustancias con potencial antiinfeccioso. De hecho, hace más de 2.500 años, los chinos ya conocían las propiedades terapéuticas de las semillas de soja enmohecidas aplicadas en las lesiones de ántrax, los forúnculos y otras infecciones1; y los médicos de la antigua Grecia, incluido Hipócrates, solían utilizar sustancias con actividad antimicrobiana como el vino, la mirra y las sales inorgánicas para el tratamiento de las heridas2. Sin embargo, hasta el descubrimiento de los fundamentos microbiológicos de las infecciones en el siglo xix, el tratamiento de las infecciones siguió siendo estrictamente empírico. A principios del siglo xx se descubrió que metales pesados como el arsénico y el bismuto eran útiles frente a varias infecciones, incluida la sífilis, aunque la era moderna de la quimioterapia no comenzó en realidad hasta la aparición y el inicio del uso clínico de las sulfamidas en 19361, seguido por el descubrimiento en la década de 1940 del valor terapéutico de la penicilina y la estreptomicina; hacia 1950 ya estaba en marcha la era dorada de la quimioterapia antimicrobiana.


El trabajo relativamente reciente en esta área (desde 1936) constituye el fundamento de todos los capítulos sobre el tratamiento antiinfeccioso. El principal énfasis de este capítulo recae sobre los fármacos antibacterianos, ya que se dispone de más datos sobre ellos. Sin embargo, muchos de los principios que se van a analizar pueden también aplicarse al uso de los fármacos antifúngicos, antivirales y, hasta cierto punto, antiparasitarios.






[image: image] Elección del fármaco antimicrobiano adecuado


En la elección del fármaco antimicrobiano adecuado para el tratamiento de una determinada infección deben considerarse varios factores. En primer lugar, debe conocerse la identidad del microorganismo causante de la infección o, como mínimo, debe ser posible llegar a una suposición estadísticamente razonable sobre su identidad en función de la información clínica disponible. En segundo lugar, la información sobre la susceptibilidad del microorganismo causante de la infección (o probable susceptibilidad) debe ser lo más exacta posible. Por último, para realizar la elección óptima del fármaco antimicrobiano deben considerarse una serie de factores específicos del paciente que está siendo tratado. En este apartado se consideran cada uno de estos aspectos.






Identificación del microorganismo causante de la infección


Existen diversos métodos para la identificación rápida de las bacterias patógenas en las muestras clínicas, de los cuales la tinción de Gram quizás sea el método más sencillo, barato y útil de todos (y de algunos métodos de detección de hongos). Esta técnica puede emplearse para identificar la presencia y las características morfológicas de los microorganismos en los líquidos corporales que son por lo general estériles (líquidos cefalorraquídeo, pleural, sinovial, peritoneal y orina). Las preparaciones de esputo pueden también ser útiles para mostrar la naturaleza del microorganismo causante de la infección en pacientes con bronquitis bacteriana o neumonía.


Una tinción de Gram de una muestra de heces puede aportar información útil. La presencia de leucocitos polimorfonucleares en las heces, inexistentes cuando éstas son normales, también proporciona una orientación que contribuye a esclarecer la causa de determinados casos de diarrea, que sugiere la posibilidad de una gastroenteritis bacteriana como shigelosis, salmonelosis o campilobacteriosis o una gastroenteritis invasiva por Escherichia coli. En las heces de pacientes con gastroenteritis viral, intoxicación alimentaria, cólera y diarrea por E. coli toxigénica no invasiva3 no se encuentran leucocitos polimorfonucleares. Puede identificarse Campylobacter en las heces de pacientes por su aspecto típico de ala de gaviota en los frotis4.


Los métodos inmunológicos para la detección de antígenos (como los ensayos de inmunoabsorción ligada a enzimas [ELISA] o de aglutinación con látex) también pueden proporcionar señales para la identificación rápida de los patógenos causantes de la infección. Asimismo, se están aplicando técnicas moleculares para la detección e identificación de fármacos antimicrobianos. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado para identificar el ARN o el ADN de virus, bacterias y otros microorganismos en la sangre y líquidos corporales de los pacientes5,6; se ha demostrado que ésta y otras técnicas, incluidas las sondas de ADN, son útiles para identificar con rapidez microorganismos cultivados en el laboratorio o que están presentes en una concentración elevada en las muestras clínicas7. Aun así, la identificación final y definitiva de los microorganismos patógenos suele requerir técnicas de cultivo. Además, aunque los sistemas moleculares que permiten la determinación de la susceptibilidad antimicrobiana, así como su identificación, son teóricamente factibles, estos métodos no han sido aún adoptados de forma generalizada en los laboratorios clínicos. Las iniciativas recientes para reducir el número de casos de infecciones hospitalarias debidas a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SAMR) y otras bacterias resistentes a múltiples fármacos por medio de la vigilancia activa han conducido a un aumento del uso de métodos moleculares para la detección rápida de microorganismos resistentes de interés8. Sin embargo, en casi todos los casos es necesario obtener las muestras adecuadas para el cultivo antes de comenzar el tratamiento antimicrobiano. Una vez que éste se ha iniciado, los cultivos suelen ser estériles, incluso aunque todavía haya microorganismos viables en el huésped.


En la mayoría de los casos, es imposible determinar la naturaleza exacta de los microorganismos causantes de la infección antes de instaurar un tratamiento antimicrobiano; en estos casos, puede ser especialmente útil el empleo de estadísticas bacteriológicas9,10. El término estadísticas bacteriológicas hace referencia a la aplicación del conocimiento de los microorganismos que con mayor frecuencia causan infección en un contexto clínico determinado. Por ejemplo, en una persona con mecanismos de defensa normales con una celulitis en el brazo tras una pequeña abrasión es muy probable que la infección que presente se deba a Staphylococcus aureus o a un estreptococo del grupo A, y el tratamiento antimicrobiano debe ajustarse en consecuencia, incluso cuando no se dispone de material para su análisis mediante tinción de Gram. De forma similar, un niño pequeño con otitis media aguda casi con seguridad presenta una infección viral o causada por uno de los cuatro patógenos bacterianos principales: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis o un estreptococo del grupo A11.









Determinación de la susceptibilidad antimicrobiana de los microorganismos causantes de la infección


Dado que la susceptibilidad de los diferentes microorganismos a los fármacos antimicrobianos es muy variable, es necesario disponer de una forma para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de los microorganismos reales (o presuntos) causantes de la infección. Si se aísla el patógeno en un cultivo, se pueden realizar pruebas directas de susceptibilidad como las descritas en el capítulo 17. Existen varios métodos para determinar la susceptibilidad antimicrobiana. Un método sencillo y todavía ampliamente utilizado es el análisis mediante disco-difusión que determina la susceptibilidad de un microorganismo en función del área de inhibición del microorganismo sembrado en una placa de agar mediante la difusión radial de un antibiótico a partir de un disco de papel impregnado con el fármaco. La técnica de disco-difusión se ha refinado mediante el uso de tiras de gradiente antimicrobiano (p. ej., Etest, de bioMérieux; M.I.C.E. de Oxoid) aplicados en placas de agar sembradas con el microorganismo a analizar. Con estos métodos, la intersección de la zona de inhibición con la tira graduada permite la determinación de la concentración mínima inhibitoria12.


También se proporcionan datos cuantitativos mediante métodos que incorporan diluciones seriadas de antimicrobianos en medios de cultivo de agar o en caldos de cultivo. La concentración mínima del fármaco antimicrobiano que impide el crecimiento visible, normalmente tras un período de incubación de 18-24 horas, es la concentración mínima inhibitoria (CMI). La concentración mínima bactericida (CMB) o concentración mínima letal (CML) puede determinarse mediante pruebas de dilución de caldos de cultivo gracias a los subcultivos en medios de cultivo de agar sin antibióticos de las placas en las que no se haya producido crecimiento. La concentración menor de antimicrobiano que suprime por completo el crecimiento en medios sin antibióticos (o produce una disminución del 99,9% o mayor en el número de colonias) tras incubación durante una noche se conoce como la CMB (o CML). Las técnicas ya mencionadas se fundamentan en un período de incubación de 18-24 horas. También se dispone de varios métodos rápidos13 sobre la base de la determinación de los cambios en las tasas de crecimiento bacteriano producidos por los antimicrobianos y pueden proporcionar información sobre la susceptibilidad en 4-8 horas.


Las pruebas de susceptibilidad son especialmente importantes para determinados microorganismos como S. aureus y los distintos bacilos gramnegativos aerobios y facultativos. El amplio uso clínico y en ganadería de los antibióticos desde las décadas de 1930 y 1940 ha tenido como consecuencia la aparición de muchas cepas bacterianas resistentes a uno o más de ellos (v. cap. 19)14,15. En la mayoría de casos en los que se han realizado los estudios adecuados, parece que la función de los antimicrobianos es ejercer una presión selectiva que tiene como resultado la aparición de microorganismos resistentes. En algunos casos, la resistencia al antibiótico utilizado es natural. Ejemplos de ello son microorganismos grampositivos tales como estafilococos y estreptococos, que son resistentes de forma natural al ácido nalidíxico, el aztreonam y las polimixinas. Muchos bacilos gramnegativos presentan una resistencia natural a la penicilina G, la eritromicina y la clindamicina.


En otros casos, las cepas bacterianas resistentes han adquirido genes que codifican transposones o plásmidos que les permiten resistir la inhibición de los antimicrobianos. Estos genes pueden proporcionar a los microorganismos la capacidad para sintetizar enzimas que modifican o inactivan el antimicrobiano; causar cambios en la propia capacidad de la bacteria para acumular el fármaco; permitir que la célula sintetice enzimas metabólicas alternativas resistentes a la inhibición del fármaco antimicrobiano o modificar la diana de forma que se vuelva resistente frente a la acción del antimicrobiano14. Se conocen bien ejemplos de cada uno de estos mecanismos de resistencia. La mayoría de las cepas de S. aureus que son resistentes a la penicilina contienen plásmidos que los capacitan para producir una β-lactamasa extracelular que hidroliza e inactiva la penicilina G14. Muchos bacilos gramnegativos resistentes a aminoglucósidos como la estreptomicina, la kanamicina, la tobramicina, la gentamicina y la amikacina contienen genes de plásmidos que codifican la síntesis de enzimas periplásmicas que catalizan una modificación de los aminoglucósidos mediante fosforilación, acetilación o adenilación14. Los mecanismos de expulsión (que pueden proceder de plásmidos o de transposones) de S. aureus, de neumococos y de bacilos gramnegativos pueden ser causa de resistencia a tetraciclinas, macrólidos y a otros fármacos16,17. Se han encontrado cepas de E. coli resistentes a trimetoprima que contienen factores R que les permiten sintetizar una nueva dihidrofolato reductasa (la enzima inhibida de forma específica por la trimetoprima) que es 10.000 veces menos susceptible a los efectos in vitro de este antibiótico que la enzima de los cromosomas propios de la bacteria huésped14. Otros genes extracromosómicos pueden generar resistencia a los aminoglucósidos o a otros inhibidores de la síntesis de proteínas, incluido el linezolid, el cloramfenicol y la clindamicina, mediante metilación en posiciones específicas del ARNr 16S o el ARNr 23S ribosómicos, respectivamente18,19.


Todo ello justifica la realización de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana siempre que exista una duda razonable sobre la susceptibilidad de un determinado microorganismo. En algunos casos no es necesario realizar estas pruebas de forma habitual, aunque esta lista es cada vez menos numerosa. Los estreptococos del grupo A y otros β-hemolíticos siguen siendo susceptibles a las penicilinas y las cefalosporinas. Por tanto, en la actualidad no se requiere realizar de forma habitual pruebas de susceptibilidad de estos microorganismos frente a estos fármacos en particular. Sin embargo, incluso una afirmación como ésta conlleva cierto riesgo. Actualmente se han encontrado aislados de estreptococos del grupo B con susceptibilidad reducida frente a los antibióticos β-lactámicos20. Los descubrimientos de meningococos resistentes a la penicilina, la aparición de gonococos con resistencia a las fluoroquinolonas en Asia, África y Estados Unidos, la rápida diseminación de las cepas resistentes a la ampicilina de H. influenzae en Estados Unidos y Europa, la proliferación de enterococos y estafilococos resistentes a la vancomicina y el descubrimiento de cepas de Yersinia pestis resistentes a la estreptomicina en Madagascar hacen tomar conciencia de que, con el tiempo, podrán encontrarse cepas de casi cualquier microorganismo resistentes a los antimicrobianos a los que antes eran sensibles21-25.


Al elegir los fármacos antimicrobianos es importante considerar las diferencias geográficas en los patrones de susceptibilidad de los microorganismos. En muchos casos pueden existir variaciones entre el hospital y la comunidad, entre hospitales vecinos o incluso entre las unidades de un único hospital. Por ejemplo, durante muchos años, los casos de infección por SAMR se asociaron casi siempre a hospitales u otras instalaciones sanitarias, pero esto ha cambiado y se han documentado en varios países infecciones por SAMR adquiridos en la comunidad en personas con escaso o no contacto con los sistemas sanitarios26.


Todos estos hechos deberán tenerse en cuenta a la hora de elegir el tratamiento inicial para diversas infecciones. Las tablas que enumeran los fármacos de elección, como la que aparece en la Medical Letter on Drugs and Therapeutics, deben actualizarse con frecuencia para reflejar los cambios en los patrones de resistencia antimicrobiana27,28.









Factores relacionados con el huésped


Es muy importante determinar la identidad y la susceptibilidad antimicrobiana del o de los microorganismos que causan una determinada infección. Sin embargo, es imposible instaurar un tratamiento óptimo a menos que también se consideren varios factores relacionados con el huésped que pueden influir sobre la eficacia y la toxicidad de los fármacos antimicrobianos29.






Antecedentes de reacciones adversas a los fármacos antimicrobianos


La simple realización de una historia adecuada sobre las reacciones adversas previas a fármacos puede evitar la administración inadvertida de un antimicrobiano al cual el paciente es alérgico o, en otros casos, presenta intolerancia. Si no se hace, las consecuencias pueden ser graves (y en ocasiones mortales) (v. cap. 24).









Edad


La edad del paciente es un factor fundamental en la elección de un fármaco antimicrobiano. La acidez gástrica varía con la edad. El pH de las secreciones gástricas es más elevado en los niños pequeños y no alcanza los niveles de acidez de los adultos hasta alrededor de los 3 años de edad. En el otro extremo del espectro de edad también existe una disminución en la acidez gástrica: existe aclorhidria gástrica en el 5,3% de las personas de 20-29 años de edad, en el 16% de aquéllas con 40-49 y en el 35,4% de los mayores de 60 años29. La absorción de varios antimicrobianos administrados por vía oral depende de su estabilidad en medio ácido y del pH de las secreciones gástricas. La penicilina G es un excelente ejemplo de este fenómeno. La absorción oral de este fármaco se reduce de forma considerable en presencia de ácido gástrico. Sin embargo, en niños pequeños y otros pacientes con aclorhidria, se produce lo contrario. Como consecuencia, varias penicilinas administradas por vía oral producen niveles plasmáticos elevados en niños pequeños y en pacientes ancianos con aclorhidria. Asimismo, es probable que la absorción de otros antibióticos β-lactámicos también esté aumentada en los pacientes con aclorhidria; sin embargo, sólo se dispone de pruebas convincentes en el caso de las penicilinas30. La acidez gástrica no siempre tiene una influencia negativa sobre la absorción de los antimicrobianos. Por ejemplo, la cefpodoxima, administrada en forma del profármaco β-lactámico cefpodoxima proxetilo, parece absorberse mejor cuando el pH es bajo31.


De igual forma, la función renal varía con la edad. Está relativamente disminuida en niños prematuros y recién nacidos, y alcanza niveles de adultos a los 2-12 meses de edad29. Por tanto, la semivida sérica de los fármacos que se excretan sobre todo por los riñones puede estar muy aumentada en los recién nacidos. Como consecuencia, las dosis de fármacos antimicrobianos tales como penicilina G y sus diferentes derivados semisintéticos, así como de los aminoglucósidos, deben modificarse en los recién nacidos.


El envejecimiento produce la disminución de varios procesos fisiológicos, incluida la función renal30. El aclaramiento de creatinina puede estar reducido de forma significativa en pacientes ancianos, incluso a pesar de que tengan concentraciones normales de urea en sangre o de creatinina sérica. En vista de ello, las dosis elevadas de penicilinas o cefalosporinas o carbapenemes como el imipenem deben administrarse con precaución a pacientes ancianos para evitar un aumento excesivo de sus niveles séricos, que podría producir reacciones neurotóxicas graves como mioclonías, convulsiones y coma29,30. Otras reacciones adversas a las penicilinas, como por ejemplo neutropenia reversible, pueden estar relacionadas con la dosis y aparecer con más frecuencia cuando se administran dosis elevadas de dichos fármacos a pacientes ancianos con deterioro no reconocido de la fisiología renal30, aunque no se ha demostrado. La alteración de la eliminación renal de los antibióticos aminoglucósidos puede causar elevación de las concentraciones plasmáticas, lo que a su vez puede estar asociado a una incidencia cada vez mayor de ototoxicidad en pacientes ancianos32.


Además de la toxicidad que puede producirse por la alteración de la eliminación renal en recién nacidos y pacientes ancianos, otros efectos adversos de los antimicrobianos también pueden estar relacionados con la edad30,33. En neonatos, la función hepática está menos desarrollada que en los adultos, lo que puede causar dificultades si a estos pacientes se les administran fármacos que se excretan o inactivan en el hígado. El cloranfenicol se inactiva en el hígado mediante conjugación a la forma glucurónido. Sin embargo, en recién nacidos, los niveles hepáticos de la glucuronil transferasa son relativamente insuficientes. Por tanto, cuando estos pacientes reciben dosis elevadas de cloranfenicol se produce un aumento de los niveles plasmáticos de cloranfenicol no conjugado, que son tóxicos y pueden causar shock, insuficiencia cardiovascular y muerte (el denominado síndrome gris)29,34. Por este motivo, debería evitarse la administración de cloranfenicol, si es posible, en recién nacidos. Debido a otros efectos tóxicos de este fármaco, el uso del cloranfenicol ha disminuido drásticamente. Sin embargo, si tiene que utilizarse, debería administrarse a una dosis reducida de forma adecuada para la edad del paciente34,35.


Las sulfamidas compiten por los sitios de unión de la bilirrubina a la seroalbúmina. Cuando se administran a los recién nacidos producen un aumento de los niveles séricos de la bilirrubina no ligada que predispone al niño al kernicterus34,35. Por tanto, no se deberían administrar sulfamidas a los recién nacidos.


Las tetraciclinas se ligan con avidez al hueso y a las estructuras dentales en desarrollo. Dado que se unen a los dientes en desarrollo pueden producir varios efectos adversos que varían entre la decoloración purpúrea a la marronácea de los dientes hasta la hipoplasia del esmalte29,34. Las tetraciclinas atraviesan con facilidad la placenta36, por lo que si se administran durante la segunda mitad del embarazo o desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad pueden causar estos efectos sobre los dientes de leche del niño. De los 6 meses a los 6-8 años de edad pueden producirse lesiones similares en los dientes permanentes. En vista de esto, deberá evitarse, si es posible, la administración de tetraciclinas en niños pequeños.


Se ha demostrado que las quinolonas producen lesiones del cartílago y artropatía en animales jóvenes. Como consecuencia de ello no se ha recomendado su uso en niños37. Sin embargo, pruebas más recientes sugieren que el riesgo de artropatía es menor de lo que se creía, lo que abre el camino del uso prudente de las fluoroquinolonas en niños38. Por ejemplo, el ciprofloxacino actualmente está aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de las infecciones urinarias en niños, y tanto el ciprofloxacino como el levofloxacino tienen una indicación de la FDA en niños para la profilaxis tras la exposición inhalatoria a Bacillus anthracis. Sin embargo, cuando no se dispone de alternativas contrastadas, estos fármacos deberían utilizarse prudentemente en los casos indicados debido a preocupaciones adicionales de aparición de resistencias39.


Se ha detectado que los efectos adversos producidos por varios fármacos antimicrobianos son más frecuentes en ancianos30. En algunos casos (y quizá en todos si se estudiaran de forma adecuada), puede demostrarse que esta relación está causada por estados específicos de enfermedad o por la alteración de los procesos fisiológicos asociados al envejecimiento, como ya se ha mencionado antes. Sin embargo, en determinados casos no se pueden identificar otros factores específicos además de la edad. La hepatotoxicidad asociada a la administración de isoniazida es un buen ejemplo de esto. En un pequeño porcentaje de pacientes que recibe isoniazida se produce hepatitis tóxica que puede ser mortal si no se reconoce a tiempo40. La lesión hepática por isoniazida es infrecuente en niños, pero puede ser grave41. En pacientes con 20-34 años, la incidencia de hepatotoxicidad por isoniazida es del 0,3% y aumenta con la edad de forma progresiva hasta alcanzar el 2,3% en pacientes mayores de 50 años de edad42. A pesar de estos datos, la profilaxis con isoniazida tiene una relación riesgo-beneficio positiva en pacientes ancianos siempre que se controle la función hepática43,44.


Las reacciones de hipersensibilidad a los antimicrobianos también parecen ser más frecuentes en ancianos que en los pacientes más jóvenes29. Esto es posible que se deba a que es más probable que los pacientes ancianos ya se hayan expuesto antes, y por tanto sensibilizado, a estos fármacos.









Anomalías genéticas o metabólicas


La presencia de anomalías genéticas o metabólicas puede tener también un efecto significativo sobre la toxicidad de un fármaco antimicrobiano determinado. En una pequeña proporción de individuos tratados con el fármaco antirretroviral abacavir, puede producirse una reacción de hipersensibilidad grave que consiste en fiebre, exantema y síntomas abdominales y respiratorios. Se ha encontrado que la presencia de un alelo del antígeno leucocitario humano, el HLA-B*5701, está fuertemente asociado con los casos inmunológicamente confirmados de reacción de hipersensibilidad a abacavir45. Actualmente se ha convertido en una práctica frecuente investigar la presencia de este alelo antes de iniciar el tratamiento con abacavir. El metabolismo y el aclaramiento de varios fármacos, genéticamente determinados, pueden afectar a los efectos tóxicos secundarios a su uso. Los datos que van apareciendo sugieren que es probable que las actividades genéticamente determinadas en al menos tres enzimas implicadas en el comportamiento de la isoniazida y sus metabolitos, N-acetil-transferasa 2, la enzima CYP2E1 del citocromo P450 y la glutatión-S-transferasa, influyan en el riesgo de hepatotoxicidad con este fármaco durante el tratamiento de la tuberculosis46.


Se ha demostrado que varios antimicrobianos son capaces de producir hemólisis en individuos con déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), como por ejemplo la dapsona (una sulfona), la nitrofurantoína y varios compuestos antimaláricos47. De igual forma, las sulfamidas pueden producir reacciones hemolíticas en presencia de determinadas hemoglobinopatías, incluidas la hemoglobina Zurich y la hemoglobina H29.


La presencia de trastornos metabólicos como la diabetes mellitus puede también plantear problemas en el tratamiento antimicrobiano. Determinados fármacos, como las sulfamidas (en especial las de acción prolongada) y el cloranfenicol, pueden potenciar la actividad hipoglucemiante de las sulfonilureas30. En el caso de las sulfamidas, esta acción puede estar relacionada con su similitud estructural con las sulfonilureas. El cloranfenicol inhibe la actividad enzimática microsomal en el hígado y altera el metabolismo de las sulfonilureas. Los fármacos de la familia de las fluoroquinolonas se han asociado a alteraciones de la glucemia, tanto hipoglucemia como hiperglucemia. Los individuos con la glucosa basal alterada y aquellos que reciben tratamiento para la diabetes pueden presentar un especial riesgo48. La carga de glucosa que se administra con los antibióticos disueltos en soluciones que contienen glucosa puede bastar para producir hiperglucemia y glucosuria en los pacientes diabéticos. Las cefalosporinas, el cloranfenicol, la isoniazida, el ácido nalidíxico, la nitrofurantoína, la penicilina, la estreptomicina, la sulfanilamida y las tetraciclinas podían en el pasado, todos ellos, producir un resultado falso positivo en las pruebas de determinación de glucosa en orina mediante un método de detección de sustancias reductoras en la orina (p. ej., la prueba de Benedict o Clinitest)30. Las pruebas específicas para la glucosa (es decir, las que usan glucosa oxidasas) no se ven afectadas por los fármacos antimicrobianos49. Los pacientes con diabetes mellitus representan un grupo que también puede ser especialmente sensible a otro efecto adverso infrecuente pero bien documentado asociado al tratamiento con fluoroquinolonas, como la rotura tendinosa48.


La absorción de los antibióticos administrados por vía intramuscular puede estar alterada en los pacientes diabéticos. Se han descrito casos de diabéticos con endocarditis bacteriana que no respondieron a la penicilina intramuscular29. Sin embargo, la administración de la misma dosis de penicilina por vía intravenosa produjo una erradicación bacteriana29. Debido al potencial de alteración de la absorción de los fármacos antimicrobianos administrados por vía intramuscular, sería prudente evitar esta vía cuando se inicien tratamientos para infecciones graves.


Se ha observado que la administración concomitante de cloranfenicol retrasa la respuesta de los reticulocitos a la vitamina B12 o al tratamiento con hierro en pacientes con anemia perniciosa o con anemia ferropénica29. Los pacientes con anemia perniciosa y aclorhidria gástrica pueden presentar niveles plasmáticos elevados de antimicrobianos, como la penicilina G, cuando se administra cloranfenicol por vía oral.


La rifampicina y otras rifamicinas pueden aumentar el metabolismo hepático y, por tanto, disminuir el efecto de los anticoagulantes orales, los anticonceptivos orales, los barbitúricos y otros fármacos, incluidos los inhibidores de la proteasa50. Es igualmente importante recordar esta interacción cuando se interrumpa el tratamiento con rifampicina en pacientes cuya dosis del fármaco concomitante ha sido ajustada al alza durante el tratamiento con rifampicina; la dosis del otro fármaco es probable que requiera un reajuste tras la interrupción de la rifampicina para evitar niveles plasmáticos y efectos adversos indeseables (p. ej., hemorragia debida a la anticoagulación excesiva con warfarina).









Embarazo


Las pacientes embarazadas y en período de lactancia también plantean algunos desafíos a la hora de la selección de los fármacos antimicrobianos adecuados, ya que todos atraviesan la placenta en mayor o menor grado51,52. Por tanto, el uso de antimicrobianos en mujeres embarazadas conlleva una exposición directa del feto a los efectos adversos de los mismos. Debido a la complejidad al valorar los factores que influyen sobre la seguridad y la eficacia de los antibióticos durante el embarazo, la selección de los fármacos adecuados se realiza mejor con asesoramiento especializado. Aunque existen pocos datos firmes sobre el potencial teratógeno de la mayoría de los fármacos antimicrobianos en seres humanos, la experiencia sugiere que algunos de ellos, como las penicilinas, las cefalosporinas, la eritromicina y los fármacos antituberculosos como la isoniazida, la rifampicina y el etambutol, es improbable que sean teratógenos y se pueden usar con seguridad en mujeres embarazadas34,51-53. Se sabe que varios fármacos antimicrobianos son potencialmente teratógenos. La quinina, la ribavirina y la miltefosina están incluidos en la categoría de riesgo X en el embarazo según la FDA, lo cual indica que en los efectos conocidos sobre la reproducción humana los beneficios están superados por los riesgos28. Otros fármacos, como las tetraciclinas, el efavirenz y el voriconazol, se incluyen en los fármacos de categoría D en el embarazo, lo cual indica que, aunque existen pruebas de riesgo en humanos, hay situaciones en las que los beneficios pueden superar dichos riesgos28. Recientemente se han revisado los datos sobre el uso seguro de antibióticos durante el embarazo54.


Los posibles efectos adversos de las tetraciclinas sobre la dentición fetal ya se han comentado. Además, las mujeres que reciben tetraciclinas son especialmente vulnerables a determinados efectos tóxicos, incluidas necrosis aguda grasa del hígado, pancreatitis y es probable que también lesión renal29. La alteración de la función hepática puede ser grave y causar la muerte del enfermo. Cuando se administran a pacientes con alteración de la función renal, estos efectos pueden magnificarse, sobre todo si el fármaco es una de las tetraciclinas excretadas principalmente por el riñón. Estos efectos adversos están relacionados con la dosis y pueden ser más frecuentes tras la administración intravenosa del fármaco.


Los aminoglucósidos atraviesan la placenta. Hasta la fecha sólo se ha documentado toxicidad fetal con la estreptomicina cuando se utiliza para tratar la tuberculosis en mujeres embarazadas. Incluso en este contexto, la toxicidad generalmente ha sido leve, sólo detectable mediante pruebas vestibulares convencionales o con audiometría55. Sin embargo, debido a que también se ha asociado a estos fármacos una pérdida auditiva más grave, los demás aminoglucósidos también han sido incluidos en la categoría D en el embarazo28,56.


Otro aspecto del tratamiento farmacológico durante el embarazo es que el comportamiento farmacocinético del fármaco puede estar alterado, especialmente en la última fase del embarazo. Por ejemplo, el comportamiento farmacocinético de los fármacos antirretrovirales puede estar influido por varios factores asociados a la absorción, distribución y eliminación de varios fármacos57. Se ha descubierto que los niveles séricos tras una dosis determinada de ampicilina son menores en las mujeres embarazadas que en las no embarazadas58. Esto está relacionado con un aclaramiento más rápido del fármaco y con un mayor volumen de distribución (es probable que a causa del aumento del volumen plasmático) durante la gestación. Por tanto, se requieren dosis más elevadas de ampicilina para lograr niveles sanguíneos terapéuticos en el embarazo. Es probable que estas observaciones sean aplicables también a otros fármacos antimicrobianos, pero los datos sobre este tema son muy escasos.


Casi todos los antimicrobianos aparecen en concentraciones significativas en la leche materna cuando se administran a dosis terapéuticas a mujeres en período de lactancia59. La cantidad de fármaco excretada a la leche materna depende de su grado de ionización, de su peso molecular y de su solubilidad en la grasa y el agua. En circunstancias normales, las concentraciones de antibióticos encontradas en la leche materna son bastante bajas. Sin embargo, incluso estas pequeñas cantidades pueden producir reacciones adversas significativas en lactantes. Se ha demostrado que el ácido nalidíxico y las sulfamidas producen hemólisis en lactantes con déficit de G6PD. Las sulfamidas pueden ser peligrosas para los niños prematuros porque incluso a pequeñas dosis de sulfamidas pueden aumentar los niveles de bilirrubina no ligada, ya que desplazan a la bilirrubina de sus sitios de unión a la albúmina. Como ya se ha comentado, esto predispone al niño al kernicterus59. La posibilidad de que los fármacos antimicrobianos en la leche materna puedan sensibilizar a los recién nacidos es teórica y no se ha demostrado de forma convincente. Aunque las tetraciclinas se excretan en la leche materna, es improbable que produzcan lesiones en los huesos o en los dientes del lactante porque el calcio de la leche forma un quelato insoluble con las tetraciclinas que no se puede absorber por vía oral59.









Función hepática y renal


La capacidad del paciente para metabolizar o eliminar los fármacos antimicrobianos es uno de los factores más importantes del huésped que hay que considerar, sobre todo cuando la elevación de las concentraciones séricas o tisulares de los fármacos administrados es potencialmente tóxica. Desde un punto de vista práctico, esto significa que las funciones renal y hepática del paciente deben valorarse con cuidado porque estos órganos constituyen las principales (y en la mayoría de los casos las únicas) vías de eliminación e inactivación de los antimicrobianos. La eliminación renal es la ruta más importante de la mayoría de ellos60-65. Las dosis de los fármacos que requieren modificación en los pacientes con alteración de la función renal pueden encontrarse en los capítulos dedicados a cada fármaco y en el capítulo 49. En general, los fármacos que no requieren cambios de dosis cuando existe alteración de la función renal se eliminan de forma eficaz por vías extrarrenales (por lo general por el sistema hepatobiliar) en pacientes con insuficiencia renal. Su uso con dosis normales no induce la aparición de niveles plasmáticos tóxicos en esta situación, aunque las concentraciones en orina de algunos de estos fármacos (p. ej., doxiciclina, moxifloxacino y cloranfenicol) pueden disminuir de forma significativa.


Pueden aparecer niveles séricos tóxicos de determinados fármacos si se utilizan sin modificar las dosis en pacientes con alteración de la función renal. Los niveles séricos excesivos de penicilina G o de imipenem pueden asociarse a hiperexcitabilidad neuromuscular, mioclonía, convulsiones o coma29. Los niveles séricos elevados de penicilinas semisintéticas o cefalosporinas pueden producir defectos hemostáticos en pacientes con insuficiencia renal a causa de su interferencia con la función plaquetaria66,67. Los niveles séricos elevados de aminoglucósidos pueden tener como resultado lesiones en el octavo par craneal32,65. En pacientes con niveles séricos excesivos de determinados aminoglucósidos o polimixinas pueden producirse reacciones neurotóxicas, tales como parada respiratoria y muerte29,68. Puede producirse depresión de la médula ósea en pacientes con insuficiencia renal que reciben dosis demasiado elevadas de 5-fluorocitosina69. En todas estas situaciones y muchas otras, la posibilidad de que aparezcan reacciones tóxicas puede reducirse de forma significativa o eliminarse si las dosis de los fármacos antimicrobianos se reducen de forma adecuada en presencia de insuficiencia renal.


Las tetraciclinas (excepto la doxiciclina, la tigecilina y posiblemente la minociclina) están contraindicadas en pacientes con alteración de la función renal porque los niveles séricos elevados que se producen pueden causar un empeoramiento significativo del estado urémico debido a su efecto antianabolizante. Además, pueden producir hepatotoxicidad29. En esta situación, debería evitarse el uso de sulfamidas de acción prolongada porque son potencialmente nefrotóxicas.


Determinados fármacos antimicrobianos, como la eritromicina, la azitromicina, el cloranfenicol, la lincomicina y la clindamicina, deberían utilizarse con precaución en pacientes con alteración de la función hepática70. Estos fármacos se eliminan o destoxifican sobre todo en el hígado. La depresión de la médula ósea por cloranfenicol es mucho más probable que se produzca en pacientes con alteración de la función hepática, por lo que se ha sugerido que la dosis de este fármaco se reduzca al menos a la mitad en pacientes con cirrosis y otras hepatopatías graves71. Dado que la vida media sérica de la clindamicina está aumentada en pacientes con enfermedad hepática grave, en este contexto su dosis también debería reducirse. Las tetraciclinas pueden elevar los niveles séricos de las transaminasas en los pacientes en recuperación de una hepatitis viral29. Debería evitarse su uso o administrarse con extrema precaución en pacientes con una hepatopatía subyacente. Las vidas medias séricas de la rifampicina y la isoniazida están prolongadas en pacientes con cirrosis72. Otros fármacos que deberían emplearse con precaución, o cuyos niveles séricos deberían controlarse y/o cuyas dosis deberían ajustarse en pacientes con enfermedad hepática grave, son los siguientes: metronidazol, fluconazol, itraconazol, nitrofurantoína y pirazinamida70. También se requieren ajustes de dosis para los fármacos más nuevos, como la tigeciclina y el voriconazol, en los pacientes con enfermedad hepática avanzada. Se ha sugerido que la leucopenia inducida por los antibióticos β-lactámicos es más frecuente en los pacientes con alteración de la función hepática73. La enfermedad hepatobiliar influye sobre el tratamiento antimicrobiano de otro modo. Las concentraciones biliares de muchos fármacos antimicrobianos, como la ampicilina y la nafcilina, que por lo general se eliminan por la bilis en concentraciones elevadas, pueden ser mucho menores en pacientes con hepatopatía u obstrucción biliar29.









Lugar de la infección


Otra consideración en la selección de un antimicrobiano adecuado es el lugar de la infección. Para que el tratamiento antimicrobiano sea eficaz, debe llegar una concentración adecuada del mismo al lugar de la infección. En la mayoría de los casos, esto significa que la concentración local del antimicrobiano debería igualar al menos la CMI del microorganismo causante de la infección. En general se cree que es más probable que las concentraciones que constituyen múltiplos de la CMI sean eficaces, aunque en muchos casos estas concentraciones locales son difíciles o imposibles de lograr. Sin embargo, la incapacidad para lograr niveles locales de antibióticos superiores a la CMI del microorganismo causante de la infección no siempre tiene que suponer un fracaso, porque existen pruebas de que las concentraciones subinhibitorias de los fármacos pueden producir efectos antimicrobianos que ayudan a las defensas del huésped contra las infecciones. Se ha demostrado claramente que las concentraciones subinhibitorias de antibióticos pueden alterar la morfología bacteriana74, las propiedades de adhesión75 y los requerimientos de opsonización76; pueden potenciar la fagocitosis77 e incluso ayudar a la destrucción intracelular de bacterias por parte de los leucocitos polimorfonucleares78. Esto puede explicar la observación clínica de que, en ocasiones, las dosis de antimicrobianos que producen niveles que parecen inadecuados pueden, aun así, conseguir curaciones clínicas. A pesar de estas observaciones, la mayoría de los especialistas en enfermedades infecciosas cree que el tratamiento óptimo requiere concentraciones de antimicrobianos superiores a la CMI en el lugar de la infección (v. cap. 20).


Las concentraciones séricas de los fármacos antimicrobianos son en principio relativamente fáciles de determinar. Sin embargo, la monitorización de las concentraciones séricas sólo se realiza de forma habitual en un número limitado de antimicrobianos, como la vancomicina, los aminoglucósidos y la 5-fluocitosina. En el caso de los últimos fármacos, la monitorización se realiza principalmente para ayudar a minimizar el riesgo de toxicidad debido a concentraciones extremadamente elevadas. Los datos recientes sugieren que la monitorización terapéutica de fármacos puede tener una importancia creciente en el tratamiento de las infecciones fúngicas79. Sin embargo, excepto en casos de bacteriemia, es más probable que la eficacia antimicrobiana esté determinada por la concentración tisular más que por su nivel plasmático, como ya se ha comentado. Algunos fármacos, como la espiramicina, determinados macrólidos como la azitromicina y la tigeciclina, pueden ser eficaces en algunas infecciones a pesar de su incapacidad para lograr niveles plasmáticos superiores a la CMI de determinados microorganismos80,81. Esto puede explicarse por su capacidad para lograr concentraciones intracelulares y tisulares que superan con mucho a las obtenidas en suero82,83. La unión a las proteínas plasmáticas puede afectar tanto a la distribución tisular como a la actividad de los fármacos antimicrobianos en la sangre.


Aunque se han realizado muchas investigaciones sobre la unión a proteínas, el significado clínico exacto de este fenómeno sigue sin aclararse. Por ejemplo, se ha demostrado que sólo la forma no ligada de un determinado fármaco antimicrobiano es activo in vitro (y es probable que también in vivo) contra los microorganismos causantes de la infección84. Sin embargo, dado que la unión a proteínas es altamente reversible85, incluso la actividad de los fármacos con una unión a proteínas elevada puede no estar limitada de forma absoluta por la unión proteica. La penetración de los fármacos antimicrobianos en el líquido intersticial y linfático está relacionada con la unión a proteínas porque sólo la forma libre del fármaco es capaz de atravesar la pared capilar84. De igual forma, la penetración de los antibióticos en los coágulos de fibrina (que puede ser análoga a la penetración de los fármacos para alcanzar el punto de la infección en los pacientes con endocarditis bacteriana) está relacionada con la cantidad de antibiótico no ligado presente en el líquido circundante86. Sin embargo, con frecuencia es difícil correlacionar el resultado terapéutico con la susceptibilidad in vitro (CMI) y la unión a proteínas exclusivamente87,88. En los últimos años se ha apreciado de forma creciente que el perfil de las concentraciones antimicrobianas a lo largo del tiempo en relación con la susceptibilidad del microorganismo patógeno tiene una importancia crítica en la eficacia del tratamiento antimicrobiano. Por ejemplo, la eficacia de los antibióticos β-lactámicos puede correlacionarse mejor con la obtención de concentraciones de fármaco no ligado (libre) por encima del CMI del microorganismo patógeno durante una determinada proporción del intervalo de dosificación; es decir, la eficacia depende del tiempo durante el cual las concentraciones de fármaco libre son superiores a la CMI. Por el contrario, la eficacia de las fluoroquinolonas se correlaciona mejor con la relación «área bajo la curva de concentración-tiempo» del fármaco libre y la CMI del microorganismo. Por tanto, la eficacia del fármaco antimicrobiano depende de varios factores, incluida la susceptibilidad del microorganismo, la clase del fármaco (para establecer si su comportamiento es dependiente del tiempo o dependiente de la concentración) y la unión a proteínas.


La capacidad de un antibiótico para penetrar en el lugar de la infección con un perfil farmacodinámico adecuado es un factor determinante fundamental en el éxito del tratamiento. La capacidad de un antibiótico para atravesar las membranas por difusión no iónica está relacionada con su solubilidad lipídica. Por tanto, los fármacos liposolubles, como cloranfenicol, rifampicina, trimetoprima e isoniazida, son más eficaces en atravesar las membranas que los compuestos más ionizados84. Estos fármacos atraviesan la barrera hematoencefálica con rapidez y producen mejores niveles en el líquido cefalorraquídeo que los compuestos más ionizados, como los aminoglucósidos.


Los fármacos eliminados a través del hígado y concentrados en la bilis, como la ampicilina y la doxiciclina, pueden ser más eficaces para tratar la colangitis que fármacos como las cefalosporinas de primera generación o los aminoglucósidos, los cuales no se concentran tanto en la bilis. Las nuevas fluoroquinolonas pueden deber algo de su eficacia en el tratamiento de la osteomielitis a su capacidad para lograr concentraciones superiores en el hueso89. Estos fármacos penetran con mucha mayor eficacia en la próstata que los β-lactámicos o los aminoglucósidos, lo cual sin duda contribuye a su mayor eficacia terapéutica en la prostatitis90,91.


Incluso el logro de «concentraciones terapéuticas» de fármacos antimicrobianos en el lugar de la infección puede no bastar para la curación, ya que varios factores locales pueden influir sobre la actividad de los mismos. Un ejemplo importante es la unión e inactivación de la daptomicina por el surfactante pulmonar. Aunque este fármaco penetra bien en el líquido del epitelio pulmonar y es muy activo frente a los neumococos in vitro, los ensayos clínicos sobre el tratamiento de la neumonía adquirida en la comunidad demostraron que la daptomicina es menos eficaz que el tratamiento estándar con ceftriaxona92. Se observó posteriormente que el motivo era que la daptomicina se ligaba al surfactante pulmonar y en este estado mostraba una escasa actividad antimicrobiana93. Los aminoglucósidos y las polimixinas se ligan al material purulento y son inactivados por el mismo94. Ésta es una de las muchas razones por las cuales es obligado el drenaje quirúrgico cuando se tratan abscesos con fármacos como éstos. Aunque las penicilinas pueden ser más activas en el material purulento, la experiencia clínica sugiere que las técnicas adecuadas de drenaje potencian en gran medida también la eficacia de estos fármacos. El material purulento per se no inactiva la penicilina G, pero la presencia de microorganismos productores de β-lactamasas, como Bacteroides fragilis en los abscesos, puede producir la inactivación local tanto de la penicilina G como de otros antibióticos β-lactámicos95. Las penicilinas y las tetraciclinas también se unen a la hemoglobina, por lo que es posible que su eficacia sea menor en presencia de un hematoma significativo84.


La disminución local en la presión parcial de oxígeno, como ocurre en los abscesos y las infecciones intraperitoneales, también puede tener un efecto sobre la actividad de determinados fármacos antimicrobianos. Los aminoglucósidos, por ejemplo, son inactivos frente a microorganismos anaerobios y es posible que también sean menos eficaces contra los microorganismos facultativos en condiciones anaeróbicas porque el transporte de estos fármacos al interior de la bacteria requiere oxígeno96.


Las alteraciones locales del pH, como ocurre en los abscesos y en especial en la orina, pueden tener un efecto importante sobre la actividad de varios fármacos antimicrobianos. La metenamina y la nitrofurantoína son más activas con un pH ácido, mientras que la alcalinización potencia la actividad de la eritromicina, la azitromicina, la claritromicina, la lincomicina, la clindamicina y los aminoglucósidos. De hecho, los aminoglucósidos presentan una pérdida importante de actividad cuando el pH es bajo. Estas observaciones se han utilizado en ocasiones como ventaja en el tratamiento de pacientes con infecciones urinarias, situaciones en las que el pH local puede modificarse mediante la adición de fármacos acidificantes o alcalinizantes97,98.


La presencia de cuerpos extraños también tiene un efecto importante sobre la actividad de los fármacos antimicrobianos. Por tanto, suele ser necesario extraer el material extraño para curar una infección próxima a una prótesis valvular cardíaca o a una prótesis articular99. El mecanismo por el que los cuerpos extraños potencian la infección no está claro, aunque es probable que produzcan una alteración local de los mecanismos de defensa del huésped100. Además, el cuerpo extraño con frecuencia constituye un nido sobre el que los microorganismos pueden adherirse y producir sustancias extracelulares, como el glicocaliz o la biopelícula, lo que puede interferir en la fagocitosis101. Aunque en un principio se creyó que la biopelícula producía una barrera a la penetración de los antimicrobianos, está claro que esto no es cierto. La ineficacia de los antibióticos contra las bacterias incluidas en la biopelícula es la consecuencia de una alteración en el estado metabólico de estos microorganismos que les confiere una resistencia relativa a los antibióticos101,102.


Los antimicrobianos por sí mismos pueden alterar las defensas del huésped. Se ha demostrado que las concentraciones obtenibles a nivel clínico de muchos fármacos diferentes disminuyen la quimiotaxis leucocitaria, la transformación linfocitaria, la hipersensibilidad tardía, la producción de anticuerpos, la fagocitosis y la acción microbicida de los leucocitos polimorfonucleares103-109. Sin embargo, no está claro si alguno de estos efectos (muy demostrados mediante estudios in vitro) tiene algún significado clínico109. De hecho, la modificación de las respuestas biológicas por parte de determinados antibióticos puede tener efectos beneficiosos también110,111. Por otro lado, existe la posibilidad de que los antimicrobianos puedan causar inmunodepresión, hecho que debería desaconsejar el uso indiscriminado de antibióticos, en especial en los pacientes que ya están inmunodeprimidos a causa de su enfermedad subyacente o por un tratamiento farmacológico concomitante107. Por último, fármacos antimicrobianos como los β-lactámicos, que producen una lisis rápida de las bacterias, pueden también liberar endotoxinas o componentes de la pared celular con efectos locales o sistémicos, o ambos, potencialmente nocivos para el huésped. Las consecuencias inflamatorias locales de dicha actividad se han definido con claridad en modelos experimentales de meningitis bacteriana (lo que constituye la base del uso de dexametasona en la meningitis bacteriana)112,113, aunque todavía no se ha determinado su significado en otros contextos, como la sepsis producida por bacterias gramnegativas114.
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La mayoría de las infecciones en seres humanos con defensas normales puede tratarse con un único antimicrobiano. Dado que estas combinaciones pueden proporcionar una cobertura de mayor espectro que un único fármaco, el médico suele tender a prescribirlos por el sentimiento de seguridad que proporcionan. Sin embargo, el uso inadecuado de las combinaciones de antimicrobianos puede tener efectos significativamente perjudiciales. En este apartado se analizan las indicaciones para el uso de las combinaciones y las posibles desventajas de este abordaje del tratamiento. Este análisis se referirá al tratamiento de las infecciones bacterianas. En muchos pacientes inmunodeprimidos puede haber infecciones debidas a microorganismos de varias clases diferentes, incluidos los virus o parásitos, además de bacterias. En estos pacientes estaría justificado el tratamiento con múltiples fármacos activos frente a los diferentes microorganismos implicados.






Resultados in vitro del tratamiento combinado


Cuando se combinan dos fármacos antimicrobianos in vitro muestran uno de los tres tipos de interacción frente a un microorganismo determinado: 1) indiferencia, 2) sinergia o 3) antagonismo115,116. Se dice que dos fármacos son indiferentes cuando la actividad de la combinación de los fármacos es aproximadamente igual a la suma de sus actividades por separado. El efecto combinado de una sinergia de antimicrobianos es mayor que la suma de sus actividades independientes cuando se miden por separado. Si dos fármacos son antagonistas, la actividad de la combinación es menor que la suma de sus efectos independientes cuando se miden por separado. Estos conceptos se ilustran con las curvas tiempo-lisis en la figura 18-1. Los diferentes métodos utilizados para determinar los efectos in vitro de las combinaciones de antibióticos exceden el propósito de este capítulo, pero se han revisado con detalle117.
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Figura 18-1 Efectos antibacterianos de las combinaciones de antibióticos.


A, La combinación de los antibióticos 1 y 2 es indiferente (la lisis causada por el antibiótico 2 no varía cuando se añade el antibiótico 1). B, La combinación de los antibióticos 1 y 2 produce una sinergia (la lisis causada por el antibiótico 2 está significativamente potenciada cuando se añade el antibiótico 1 a concentración subinhibitoria). C, La combinación de los antibióticos 1 y 2 es antagonista (la lisis causada por el antibiótico 2 disminuye en presencia del antibiótico 1).











Indicaciones del uso clínico de las combinaciones


Se han propuesto varias razones para justificar el uso de combinaciones de antimicrobianos. En este apartado serán consideradas brevemente.






Tratamiento inicial


En los pacientes neutropénicos y otros pacientes críticos con sospecha de infección cuya naturaleza no está clara, puede ser razonable comenzar con una cobertura de amplio espectro, que con frecuencia requiere el uso de dos o más fármacos antimicrobianos. Por ejemplo, puede ser necesario emplear un fármaco activo frente a las bacterias grampositivas, incluido el SAMR, junto a otro con actividad frente a bacterias gramnegativas. Incluso cuando la principal preocupación es proporcionar una actividad óptima frente a las bacterias gramnegativas de forma específica, podría ser pertinente el uso de dos fármacos como una cefalosporina de amplio espectro más un aminoglucósido o una fluoroquinolona mientras se esperan los resultados de los cultivos. La intención de esto sería asegurar antes de que se disponga de los resultados de los estudios de susceptibilidad que al menos uno de los fármacos elegidos sea activo frente al microorganismo causante de la infección118. En este contexto, con frecuencia es posible cambiar a un único fármaco cuando se disponga de los resultados del cultivo.









Infecciones polimicrobianas


En muchas infecciones polimicrobianas puede encontrarse un único fármaco eficaz. Por ejemplo, la celulitis debida al S. aureus sensible a la meticilina y a los estreptococos del grupo A puede tratarse sólo con una penicilina resistente a penicilinas. Sin embargo, determinados tipos de infecciones están causados por una variedad de microorganismos tan amplia que puede requerirse más de un fármaco antimicrobiano para proporcionar una cobertura adecuada. Son ejemplos de dichas infecciones las intraperitoneales, las pelvianas y las del pie diabético causadas por microorganismos aerobios mezclados con anaerobios. Sin embargo, las fluoroquinolonas de última generación, las glicilciclinas, los carbapenemes y las combinaciones de β-lactámicos/inhibidores de β-lactamasa tienen un espectro tan amplio de actividad que pueden ser utilizados de forma eficaz como «monoterapia» para determinadas infecciones polimicrobianas119-126.









Prevención de la aparición de microorganismos resistentes


La prevención de la aparición de microorganismos resistentes parecería una indicación fundamental para el uso de tratamientos combinados. Uno de los mejores ejemplos de la eficacia de las combinaciones para evitar la resistencia por mutación es el tratamiento de la tuberculosis (v. cap. 250). En este caso, el uso de múltiples fármacos (p. ej., rifampicina, isoniazida y otros) con mecanismos independientes de resistencia previene la aparición de resistencias que podrían producirse de forma predecible si cualquiera de estos fármacos fuera utilizado de forma aislada. Existen menos pruebas epidemiológicas que apoyan este concepto cuando se aplica al uso de la rifampicina para el tratamiento de infecciones no micobacterianas, pero parece sin embargo que uno de los principales beneficios del uso de la rifampicina junto con uno o más fármacos adicionales para tratar las infecciones por estafilococos es que la combinación evita la aparición rápida de resistencia a este potente antiestafilocócico, lo que sucede cuando se utiliza solo127,128. Con gran probabilidad, la eficacia de las combinaciones de rifampicina y fluoroquinolona en las infecciones estafilocócicas de las prótesis sea el resultado, al menos en parte, de la capacidad de dichas combinaciones para evitar la aparición de resistencias a los fármacos por separado que pueden surgir si se utilizase cualquiera de ellos por separado129.


Los modelos matemáticos diseñados para evaluar la evolución de la resistencia a los antibióticos han proporcionado un apoyo teórico al concepto de que el tratamiento farmacológico combinado puede evitar el desarrollo de resistencias130,131. El concepto de la ventana de selección de mutantes también ha servido como contexto en el que evaluar si el tratamiento combinado evita la aparición de resistencia a fármacos132,133. El modelo establece que un subgrupo de microorganismos en una población bacteriana contiene mutaciones espontáneas que le permiten crecer a una determinada concentración de antibiótico que inhibe a los demás microorganismos susceptibles en la población (CMI99). Cuando la concentración de antibiótico supera un determinado umbral que generalmente es superior a la CMI, denominada concentración de prevención de mutantes (CPM), incluso la subpoblación de microorganismos resistentes es inhibida. En este modelo, los mutantes resistentes son seleccionados cuando las concentraciones de antibiótico disminuyen hasta la ventana de selección de mutantes (VSM), la cual se define como el intervalo de concentraciones por encima del CMI99 pero por debajo del CPM. En principio, la combinación de antibióticos puede evitar o retrasar la aparición de resistencia durante las exposiciones en la VSM. Por ejemplo, cuando Enterococcus faecium se expone a concentraciones de linezolid en su VSM, pueden seleccionarse mutantes resistentes; la selección de estos mutantes resistentes a linezolid puede evitarse mediante la adición de un segundo fármaco, la doxiciclina134. Sin embargo, clínicamente existen pocos ejemplos en los que el tratamiento combinado ha demostrado de forma definitiva evitar la aparición de bacterias resistentes a fármacos. En un metaanálisis de ocho ensayos clínicos que compararon la monoterapia con β-lactámicos con el tratamiento de β-lactámico más aminoglucósido, y en el que se disponía de datos suficientes para valorar el desarrollo de resistencia a antibióticos, no se encontró una diferencia significativa entre las dos ramas de tratamiento en términos de aparición de resistencia a fármacos135.









Disminución de la toxicidad


Antiguamente se formuló la hipótesis de que combinar dosis bajas de dos fármacos con actividades antimicrobianas aditivas pero diferentes perfiles de toxicidad podría ser una estrategia para evitar la toxicidad encontrada con las dosis plenas de uno o ambos fármacos. Desgraciadamente, no se ha demostrado que sea factible esclarecer la dosis del fármaco de forma que se pueda realizar este abordaje en la práctica.









Sinergia antimicrobiana


El uso de combinaciones sinérgicas de los fármacos antimicrobianos para tratar infecciones producidas por microorganismos resistentes o relativamente resistentes resulta atractivo. Existen numerosos ejemplos de sinergia in vitro, aunque hasta ahora sólo se ha demostrado una eficacia mayor de las combinaciones sinérgicas de antimicrobianos frente a los fármacos por separado en un número limitado de situaciones clínicas136-138.


Quizá la aplicación más conocida de las combinaciones sinérgicas de fármacos antimicrobianos es el tratamiento de la endocarditis enterocócica. El tratamiento de esta enfermedad sólo con penicilina conlleva una tasa inaceptable de recidiva porque los enterococos son relativamente resistentes a este fármaco139. De hecho, parece que la penicilina sola actúa como bacteriostático y no como bactericida140. La adición de un aminoglucósido, como estreptomicina o gentamicina, logra una sinergia tanto in vitro como in vivo y proporciona unas tasas de curación clínica comparables a las conseguidas en las endocarditis causadas por estreptococos menos resistentes139,140. La penicilina potencia la captación de aminoglucósidos por los enterococos, y el resultado de esta interacción es la eliminación sinérgica de los microorganismos141.


Las cepas pueden ser resistentes a la sinergia si tienen resistencia ribosómica a la estreptomicina142 o si contienen enzimas mediadas por plásmidos que inactivan la estreptomicina, la kanamicina, la gentamicina o la amikacina143. La falta de sinergia entre penicilinas y aminoglucósidos la predice la presencia de una elevada resistencia a los aminoglucósidos144,145. La enzima más frecuentemente asociada a la resistencia de alto nivel a la gentamicina confiere resistencia a todos los aminoglucósidos disponibles que no son la estreptomicina145,146. La resistencia de alto nivel a la gentamicina (RANG) de los enterococos fue comunicada por primera vez en 1979147. El uso del tratamiento con penicilina-gentamicina en dichos pacientes puede conllevar un fracaso en la eliminación del microorganismo causante de la infección148. En Estados Unidos, la prevalencia de enterococos con RANG aumentó progresivamente desde los primeros años de la década de 1980 hasta los de la década de 1990149-151. Datos más recientes sugieren una estabilización en las tasas de RANG en los enterococos de aproximadamente el 30% en el período entre 1997 y 2000152. La prevalencia de la resistencia de alto nivel a la estreptomicina en enterococos (aproximadamente del 40%) parece haber permanecido estable durante este periodo152,153. En un microorganismo puede estar presente más de un mecanismo que le confiere resistencia a aminoglucósidos. En una revisión de los enterococos clínicos a finales de la década de 1980, más de la mitad de los aislados analizados mostraron resistencia tanto a gentamicina como a estreptomicina150. Por tanto, es importante analizar la resistencia de alto nivel tanto a estreptomicina como a gentamicina antes de iniciar una pauta terapéutica para la endocarditis o la meningitis enterocócicas.


Las combinaciones β-lactámico-aminoglucósido son también sinérgicas frente a los estreptococos viridans y se han utilizado para el tratamiento de la endocarditis causada por estos microorganismos137,138. Sin embargo, muchos estreptococos viridans siguen siendo susceptibles a la penicilina, y se ha utilizado la penicilina sola con éxito para el tratamiento de la endocarditis debida a dichos aislados154,155.


Un tipo de sinergia similar se produce cuando se combinan las penicilinas semisintéticas resistentes a penicilinasa, como la nafcilina, la oxacilina o la vancomicina, con gentamicina contra S. aureus156. Hasta ahora no se ha documentado que el uso del tratamiento combinado para las infecciones de S. aureus en seres humanos presente ventaja alguna sobre el tratamiento con una penicilina, una cefalosporina o la vancomicina por separado157,158.


También las combinaciones de ticarcilina, mezlocilina, azlocilina o piperacilina con gentamicina, tobramicina o amikacina muestran sinergia contra muchas cepas de P. aeruginosa159,160, con un mecanismo en este contexto similar al descrito para los enterococos (es decir, aumento de la captación del aminoglucósido en presencia de la penicilina antipseudomonas). En los estudios con animales experimentales se ha demostrado la superioridad de estas combinaciones para el tratamiento de las infecciones graves por Pseudomonas161. Sin embargo, la implicación clínica de estos hallazgos sigue sin estar clara. Un reciente metaanálisis de 17 estudios comparando un tratamiento único frente al tratamiento antibiótico combinado para la bacteriemia por gramnegativos no logró demostrar un beneficio en la mortalidad entre los pacientes que recibieron el tratamiento combinado162. Aunque el análisis de subgrupos de los cinco estudios que evalúan específicamente la infección hematógena por P. aeruginosa mostró una reducción de un 50% en la mortalidad para los pacientes en la rama de tratamiento combinado, es importante considerar que en el mayor de estos cinco estudios, la mayoría de los pacientes que recibían monoterapia fueron tratados con un aminoglucósido162,163. Esto es especialmente significativo porque entre los pacientes con bacteriemia por gramnegativos, la monoterapia con aminoglucósidos se ha asociado a una mayor mortalidad que la monoterapia con β-lactámicos (analizando sólo los individuos infectados por patógenos susceptibles al antibiótico del tratamiento)164. Además, en este estudio las tasas de mortalidad no fueron significativamente mejores entre los pacientes con bacteriemia por P. aeruginosa frente a un β-lactámico solo164. Por tanto, parece que los antibióticos β-lactámicos antipseudomonas disponibles actualmente son lo suficientemente bactericidas como para que el tratamiento combinado no sea necesario en la bacteriemia por P. aeruginosa debido a aislamientos altamente susceptibles. Sin embargo, existe la preocupación de que el umbral de susceptibilidad de algunos β-lactámicos frente a P. aeruginosa se sitúe demasiado elevado en relación a las concentraciones que se pueden lograr165. Por tanto, para los microorganismos en el extremo superior de los umbrales de susceptibilidad actualmente fijados, es esperable que el tratamiento combinado pueda todavía ser beneficioso. El prospecto actual aprobado por la FDA de la piperacilina-tazobactam indica que este β-lactámico debería utilizarse combinado con un aminoglucósido para el tratamiento de la neumonía por P. aeruginosa166.






Otros fármacos que muestran sinergia


Muchas bacterias grampositivas y gramnegativas pueden ser destruidas mediante la combinación de antibióticos que de forma individual pueden carecer de actividad frente al microorganismo objetivo. Por ejemplo, se produce sinergia cuando se combinan sulfamidas con trimetoprima. En este caso, los dos fármacos son sinérgicos porque inhiben etapas sucesivas secuenciales en la vía microbiana del metabolismo del ácido fólico167. Como consecuencia, las combinaciones de sulfamidas con trimetoprima suelen ser útiles para el tratamiento de las infecciones producidas por microorganismos que podrían ser resistentes a las sulfamidas solas. Sin embargo, su utilidad se ha visto relegada en la actualidad por la aparición de resistencias entre los patógenos entéricos e incluso de E. coli168. Otro ejemplo es la sinergia in vitro que puede lograrse frente a determinadas bacterias productoras de β-lactamasas mediante la combinación de un β-lactámico con un inhibidor de β-lactamasas, como el ácido clavulánico, el sulbactam o el tazobactam169. En este contexto, el inhibidor actúa como sustrato suicida para la β-lactamasa y evita la destrucción enzimática del antibiótico β-lactámico169. La resistencia bacteriana a los antibióticos combinados β-lactámicos–inhibidores de la β-lactamasa puede producirse debido a la hiperexpresión de una β-lactamasa susceptible al inhibidor o una β-lactamasa que no es inactivada por el inhibidor debido a una menor afinidad por el inhibidor; ejemplos de este fenómeno son las β-lactamasas cromosómicas o mediadas por plásmidos AmpC y las enzimas TEM resistentes a los inhibidores170.






Sinergia e infecciones en personas con alteraciones


Todas las aplicaciones clínicas de las combinaciones antimicrobianas analizadas hasta ahora han representado un intento de utilizar una interacción sinérgica para potenciar la eficacia en el tratamiento de las infecciones producidas por microorganismos relativamente resistentes a la inhibición y/o lisis a los fármacos individuales. Otro uso de estas terapéuticas es aumentar la actividad antimicrobiana en el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos susceptibles en pacientes con alteraciones de los sistemas de defensa. Múltiples investigadores han dirigido ensayos aleatorizados comparando varias combinaciones de dos fármacos elegidos entre antibióticos β-lactámicos y aminoglucósidos para el tratamiento de las infecciones graves en pacientes con alteraciones de los mecanismos de defensa. Aunque los estudios históricos han sugerido que el tratamiento antibiótico combinado se asociaba a un aumento de la supervivencia171,172, los datos más recientes sugieren dudas sobre la función de los tratamientos sinérgicos con antibióticos en las personas con alteraciones. Paul y asociados173 realizaron un metaanálisis de ensayos clínicos que comparaban la eficacia de la monoterapia con β-lactámicos frente a los tratamientos con β-lactámicos y aminoglucósidos como tratamiento empírico para los pacientes con neutropenia febril. Entre los 30 ensayos identificados en relación con la mortalidad, el tratamiento combinado no demostró mayor eficacia que la monoterapia. Este mismo grupo también evaluó la función de la monoterapia con β-lactámicos frente al tratamiento con β-lactámicos más aminoglucósidos en pacientes con sepsis, y de nuevo no encontró mejoría en la mortalidad asociada al tratamiento combinado174. En resumen, no existen pruebas fehacientes de que las combinaciones sinérgicas sean más eficaces en este contexto que los fármacos por separado que tengan un espectro lo bastante amplio y que produzcan niveles bactericidas plasmáticos lo suficientemente elevados contra los microorganismos causantes de la infección175.
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La continua expansión de los antifúngicos incluye la introducción de presentaciones lipídicas de anfotericina B, azoles de nueva generación y equinocandinas. Como consecuencia, actualmente existen varias investigaciones que evalúan la función de la combinación del tratamiento antifúngico. La discusión detallada de estos estudios escapa al objetivo de este capítulo, pero puede encontrarse en revisiones completas recientes sobre este tema176,177. A pesar de los numerosos estudios en modelos in vitro y animales y los estudios clínicos sobre este tema, lo mejor establecido del tratamiento antifúngico combinado sigue siendo el tratamiento de la meningitis criptocócica176,178,179.
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Aunque el uso clínico de las combinaciones sinérgicas de antimicrobianos puede tener resultados beneficiosos, su uso inadecuado puede tener efectos adversos importantes, tres de los cuales se analizan a continuación.









Antagonismo


En la literatura médica existe un gran número de informes de antagonismo in vitro entre fármacos antimicrobianos136,137. En vista de esto, es sorprendente que sólo existan algunos ejemplos clínicos de antagonismo bien documentados. Quizá el más extraordinario es el estudio de Lepper y Dowling180, que demostraron de forma concluyente en 1951 que la penicilina es más eficaz que la combinación de penicilina y clortetraciclina para el tratamiento de la meningitis neumocócica. La mortalidad entre los pacientes tratados con penicilina sola era del 21%, mientras que la de los enfermos tratados con penicilina más clortetraciclina fue del 79%. En un estudio de meningitis infantil también se demostró la superioridad del tratamiento con un único fármaco. Mathies y cols.181 trataron a un grupo de niños con meningitis bacteriana con ampicilina sola o con una combinación de ampicilina, cloranfenicol y estreptomicina. La mortalidad entre los 140 niños tratados con ampicilina sola fue del 4,3%, mientras que la mortalidad entre los 124 niños que recibieron la combinación de antibióticos fue del 10,5%, una diferencia que alcanzó significación estadística.


Otra posible explicación para la escasez de los informes de casos que muestren resultados adversos es simplemente que el antagonismo significativo a nivel clínico no es frecuente. En la mayoría de los casos, el antagonismo in vitro produce la pérdida total o parcial de actividad del fármaco más activo (p. ej., la actividad bactericida puede reducirse hasta una simple bacteriostasis), pero la combinación todavía mantiene cierta actividad antimicrobiana. Mientras que el paciente que recibe dicho tratamiento tenga unos mecanismos de defensa normales, es improbable que se observen efectos adversos. Éste ha sido el caso en los estudios experimentales en los que se utilizó una combinación antagonista de antibióticos (cloranfenicol más gentamicina) para tratar las infecciones producidas por Proteus mirabilis en ratones182. En los ratones sanos no pudo demostrarse antagonismo in vivo, pero tras irradiar a los animales para producir neutropenia, la gentamicina sola fue más eficaz que la combinación de gentamicina más cloranfenicol; también se demostró antagonismo de esta combinación en la meningitis experimental causada por P. mirabilis en conejos183. Por tanto, parece que es más probable que aparezca el antagonismo de importancia clínica en pacientes con una alteración generalizada de los mecanismos de defensa (p. ej., en enfermos con leucemia y cáncer que presentan neutropenia) o en aquéllos con infecciones como meningitis o endocarditis en los que las defensas localizadas del huésped pueden ser inadecuadas.


La mayoría de los ejemplos de antagonismo in vitro son la consecuencia de interacciones entre la acción de los fármacos antimicrobianos a nivel subcelular sobre un determinado microorganismo. Sin embargo, se puede producir otro tipo de antagonismo a causa de la interacción directa entre los fármacos antes de que alcancen al microorganismo. Si el cloranfenicol y la eritromicina se mezclan de forma inadvertida en la misma solución de perfusión parenteral, forman precipitados insolubles y por tanto pierden actividad. La mezcla de determinadas penicilinas antipseudomona con un aminoglucósido puede también inactivar este último184. Dado que la reacción se produce muy despacio, éste no suele ser un problema in vivo, siempre que los fármacos se administren por vías diferentes. Sin embargo, en los pacientes urémicos en los que la vida media sérica de los aminoglucósidos está muy prolongada, puede producirse la inactivación in vivo185. La importancia de este fenómeno puede variar entre los diferentes aminoglucósidos166.









Coste


Muchos de los nuevos antibióticos, así como algunos de los fármacos más antiguos, son muy caros. Por tanto, el uso inadecuado de las combinaciones antimicrobianas cuando un único fármaco habría bastado puede elevar mucho el coste de la enfermedad del paciente.









Efectos adversos


Aproximadamente el 5% de los pacientes que reciben un antibiótico en el hospital experimenta algún tipo de reacción adversa que prolonga la estancia en exceso, añade costes y prácticamente dobla el riesgo de muerte186,187. La posibilidad de que se produzcan dichas reacciones adversas (incluidas las reacciones de hipersensibilidad y los efectos tóxicos directos) aumenta sin que se obtenga ningún beneficio terapéutico añadido cuando las combinaciones de fármacos antimicrobianos se utilizan de forma innecesaria. Esta preocupación fue destacada en los dos metaanálisis previamente analizados que evaluaban la eficacia de la monoterapia con β-lactámicos frente al tratamiento con β-lactámico más aminoglucósidos en los pacientes con fiebre neutropénica y sepsis; en ambos estudios el tratamiento combinado se asoció a un riesgo significativamente mayor de nefrotoxicidad y sin beneficio en la supervivencia173,174. Además, cuando se produce una reacción adversa en un paciente tratado con más de un fármaco suele ser difícil conocer cuál de los fármacos ha causado la reacción. Esto puede significar que debe interrumpirse el tratamiento con varios o todos ellos. Si debe reiniciarse uno de los fármacos (o todos) en ese paciente, cada uno de ellos deberá reintroducirse con precaución para asegurarse de que no fue la causa de la reacción adversa original. Esto requiere tiempo, es caro y puede privar sin necesidad al paciente de los beneficios de un fármaco útil.
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Vía de administración


Una vez que se ha determinado el fármaco más adecuado para una infección, debe elegirse una vía de administración que maximizará los beneficios del tratamiento (v. cap. 20). En la mayoría de los casos, la elección es entre las vías oral y parenteral. En general, la vía oral se elige para las infecciones leves y que pueden tratarse de forma ambulatoria, aunque no todos los antibióticos pueden administrarse por esta vía. La absorción de fármacos como la vancomicina, las polimixinas, los aminoglucósidos y la anfotericina B en el aparato digestivo es tan escasa que no pueden administrarse por vía oral para tratar infecciones sistémicas. Cuando se usa la vía oral, el médico debe asegurarse de que el paciente toma los fármacos como se le ha indicado. La absorción de determinados antimicrobianos, como la penicilina G, se altera si se toma con las comidas, mientras que la absorción de las penicilinas estables en medio ácido como la penicilina V no se ve afectada por los alimentos o por el ácido gástrico. La administración concomitante de antiácidos o de preparaciones de hierro puede producir una alteración considerable de la absorción de las tetraciclinas porque este fármaco forma quelatos insolubles en presencia de Mg2+, Ca2+ o Fe2+. Los compuestos que contienen dichas sustancias también interfieren con la absorción de las fluoroquinolonas188. Unos pocos fármacos tienen una absorción muy buena tras la administración oral en individuos con un aparato digestivo que funciona normalmente. La oxazolidinona (el linezolid), se absorbe bien en el aparato digestivo (biodisponibilidad oral del 100%) y produce concentraciones séricas equivalentes cuando se administra por vía oral o por vía parenteral189. De forma similar, la absorción de la fluoroquinolona oral (levofloxacino) tras su administración oral es prácticamente completa190. En los capítulos sobre los fármacos individuales se encuentra información más detallada sobre la absorción oral de los antimicrobianos.


La vía de administración parenteral se utiliza para los fármacos que se absorben de forma poco eficaz en el aparato digestivo y para el tratamiento de pacientes con infecciones graves que requieren concentraciones séricas más elevadas de las que se pueden obtener con fiabilidad por la vía oral. Los aminoglucósidos y las polimixinas pueden administrarse mediante inyección intramuscular y son bien toleradas. Para la mayoría de las infecciones, tras la administración intramuscular de estos fármacos se obtienen concentraciones séricas adecuadas.


Sin embargo, en las infecciones potencialmente mortales, sobre todo en caso de shock (o en pacientes diabéticos, como ya se ha comentado), se prefiere la administración intravenosa. La administración por esta vía asegura que llega la dosis deseada del antimicrobiano, cuando la absorción por otras vías puede estar comprometida por factores hemodinámicos u otros factores tisulares locales. La vía intravenosa permite administrar dosis elevadas de fármacos sin causar grandes molestias al paciente cuando se requieren concentraciones séricas elevadas para el tratamiento eficaz de enfermedades como meningitis, endocarditis y osteomielitis. El uso creciente de los catéteres venosos centrales insertados por vía periférica ha facilitado enormemente la administración de antimicrobianos por vía intravenosa a lo largo de períodos prolongados según se requiere en el tratamiento de dichas infecciones.









Pauta de dosificación


Recientemente se ha volcado una atención considerable en las pautas de dosificación de fármacos que optimicen la eficacia de los antimicrobianos o disminuyan su toxicidad, o ambos, mediante estudios de la farmacodinámica, así como de la farmacocinética de estos fármacos. Algunos fármacos como los β-lactámicos ejercen su efecto máximo cuando sus concentraciones superan la CMI del patógeno durante una determinada fracción mínima del intervalo entre dosis. Dichos fármacos se denominan antibióticos «dependientes del tiempo» y el índice farmacodinámico, «tiempo por encima de la CMI»191-193. Estos estudios apoyaron el concepto de administrar los antibióticos β-lactámicos a intervalos más cortos, prolongando el tiempo de perfusión o incluso administrándolos mediante perfusión continua en caso de infecciones sistémicas graves para maximizar el logro del objetivo farmacodinámico194.


Por otra parte, los aminoglucósidos y las fluoroquinolonas muestran una lisis dependiente de la concentración192,193. Para estos fármacos y otros similares, los índices farmacodinámicos «pico/CMI» (picos séricos divididos entre la CMI) y «ABC 24h/CMI» (área bajo la curva de concentración sérica en 24 horas respecto a la CMI) son los principales determinantes de la actividad193,195. Estas relaciones muestran que la administración de las fluoroquinolonas y los aminoglucósidos una vez al día es atractiva desde un punto de vista farmacodinámico196. Por tanto, los elevados picos máximos obtenidos tras la dosificación en perfusión rápida o las elevadas exposiciones durante 24 horas eliminan el patógeno causante de la infección de la forma más rápida. Al igual que en el caso de los antimicrobianos dependientes del tiempo, los objetivos farmacodinámicos asociados a una actividad óptima de los fármacos dependientes de la concentración es específica no sólo del fármaco, sino también del microorganismo que se esté tratando. Estudios más recientes sobre el comportamiento farmacocinético/farmacodinámico (PK/PD) de los antimicrobianos tienen en cuenta la unión a proteínas de estos fármacos y utilizan las concentraciones de fármaco libre para determinar los índices PK/PD más relevantes.


Las pautas de dosificación pueden también influir sobre la toxicidad asociada al tratamiento antimicrobiano. En muchas situaciones, una dosificación de aminoglucósidos una vez al día parece ser tan eficaz o más que el tratamiento con la misma dosis total administrada en varias dosis diarias; la dosis única diaria también logra concentraciones séricas valle más bajas (o ausentes) del fármaco, lo cual puede ser una ventaja en términos de toxicidad potencial196,197. También se ha encontrado que la administración de daptomicina en dosis única diaria causa menor toxicidad muscular que la registrada previamente, cuando se utilizaban múltiples dosis diarias durante los ensayos clínicos iniciales198.


Como ya se ha comentado, raramente se requiere la administración por vías dural o intraventricular para el tratamiento de las infecciones meníngeas, en las que se deben utilizar fármacos que atraviesan la barrera hematoencefálica con gran dificultad. La administración parenteral de fármacos antimicrobianos tiene como resultado la presencia de concentraciones adecuadas en los líquidos pleural, peritoneal, pericárdico y sinovial199,200. Por tanto, excepcionalmente sería la instilación directa de antibióticos en estas zonas.









Seguimiento del tratamiento farmacológico


Aunque existen varias pruebas de laboratorio para contribuir al seguimiento del tratamiento antimicrobiano, la valoración clínica sigue siendo el método más importante para determinar la eficacia de un tratamiento. No es infrecuente ver el fracaso de un tratamiento en pacientes en los que los estudios de laboratorio han sugerido que era el adecuado y viceversa. Por lo general, los motivos se encuentran entre los múltiples factores dependientes del huésped que influyen sobre el tratamiento.


Generalmente, el seguimiento de los niveles séricos de la mayoría de los antibióticos no es necesario ni útil. Sin embargo, la determinación de las concentraciones en suero de los fármacos antimicrobianos puede ser de gran utilidad en algunas situaciones. Las concentraciones séricas de los aminoglucósidos se controlan para minimizar el riesgo de toxicidad debido a niveles elevados de estos fármacos, especialmente en los pacientes con alteraciones de la función renal. Estas pruebas son también útiles para detectar los niveles séricos inadecuados como consecuencia de una dosificación insuficiente o de un aclaramiento inusualmente rápido201. Las concentraciones séricas de vancomicina se deben controlar con frecuencia para intentar asegurar que la dosificación es segura y adecuada. El seguimiento de los nomogramas convencionales para la dosificación en pacientes con función renal estable, incluidos aquellos con distintos grados de alteración renal, hace innecesario el seguimiento habitual de los niveles séricos de vancomicina en muchos pacientes que requieren ciclos cortos de tratamiento201,202. Sin embargo, existen circunstancias en las que el seguimiento de los niveles séricos de vancomicina es potencialmente útil, como en los pacientes sometidos a hemodiálisis con membranas de alto flujo, en aquellos con función renal inestable, aquellos con factores de riesgo concomitantes para nefrotoxicidad u ototoxicidad, en los pacientes que se prevea que van a requerir ciclos largos de tratamiento y en aquellos a los que se administra el fármaco para tratar infecciones causadas por microorganismos con CMI relativamente elevados203. Según se ha comentado previamente, el seguimiento de las concentraciones séricas de determinados fármacos antifúngicos puede ser útil para asegurar niveles que sean adecuados o seguros, o ambos79,204.


Otro método que ha sido utilizado para valorar la eficacia probable del tratamiento antimicrobiano es el título bactericida sérico (en ocasiones denominado título de dilución del antimicrobiano sérico). Esta prueba, descrita en un principio por Schlichter y MacLean205 como guía para el tratamiento eficaz de la endocarditis bacteriana subaguda, se ha utilizado para el seguimiento del tratamiento en pacientes con endocarditis infecciosa, osteomielitis, artritis séptica, empiema y bacteriemia206. Las diluciones seriadas del suero del enfermo se incuban con un inóculo del microorganismo responsable de la infección, tras lo cual se calcula la mayor dilución que inhibe o destruye el microorganismo. Algunos investigadores han creído que un título bactericida sérico de al menos 1:8 puede correlacionarse con un resultado terapéutico satisfactorio205,207,208. Por otra parte, en un estudio multicéntrico se ha sugerido que títulos máximos y mínimos de al menos 1:64 y 1:32, respectivamente, son factores predictores buenos de un resultado terapéutico satisfactorio en pacientes con endocarditis infecciosa209. Aunque esta prueba es sólo ocasionalmente instructiva todavía en la formulación de pautas de combinaciones de fármacos frente a microorganismos muy resistentes210 y puede utilizarse en investigación211,212 en la práctica clínica habitual, no se utiliza con frecuencia por varios motivos.
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Para que tenga lugar la evolución microbiana es esencial una variabilidad genética. La menor sensibilidad a un antimicrobiano de un microorganismo depende de su capacidad para adaptarse a las condiciones cambiantes del medio ambiente1. Los fármacos antimicrobianos ejercen presiones selectivas potentes sobre las poblaciones bacterianas, favoreciendo a los microorganismos que son capaces de resistir1,2. La variabilidad genética acontece a través de diversos mecanismos. Las mutaciones puntuales pueden producirse en un par de bases de nucleótidos, y se denominan cambio microevolutivo. Estas mutaciones pueden alterar la especificidad del sustrato enzimático o el lugar diana de un fármaco antimicrobiano, interfiriendo con su actividad. Las mutaciones puntuales en lugares decisivos de los «viejos» genes de las β-lactamasas (es decir, los genes para TEM-1, SHV-1) son responsables principalmente de la notable variedad de las β-lactamasas de espectro extendido, reconocidas recientemente3,4.


Un segundo nivel de variabilidad genómica en las bacterias se conoce como cambio macroevolutivo y da lugar a reordenamientos de extensos segmentos de ADN como acontecimiento individual. Dichos reordenamientos pueden incluir inversiones, duplicaciones, inserciones, deleciones o transposiciones de secuencias extensas de ADN desde un lugar de un cromosoma o plásmido bacteriano a otro. Estos reordenamientos a gran escala de segmentos enteros del genoma bacteriano con frecuencia son generados por elementos genéticos especializados llamados integrones, transposones o secuencias de inserción, que tienen la capacidad de insertar, reordenar y moverse independientemente del resto del genoma bacteriano2.


Un tercer nivel de variabilidad genética en las bacterias se crea por la adquisición del ADN extraño portado por los plásmidos, bacteriófagos, secuencias de ADN desprovistas de cubierta (ADN desnudo) o elementos genéticos transmitidos de otras bacterias (es decir, transmisión horizontal). La herencia de ADN extraño contribuye aún más a la variabilidad genética de un microorganismo y su capacidad para responder a las presiones de selección impuestas por los antimicrobianos3. Estos mecanismos dotan a las bacterias de una capacidad en apariencia ilimitada para desarrollar resistencia a cualquier microbiano (fig. 19-1). Los ejemplos de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa mediada por plásmidos5, Staphylococcus aureus resistente a vancomicina y daptomicina6,7, Yersinia pestis8 multirresistente y la resistencia transferible a las quinolonas en las enterobacterias9 atestiguan la capacidad de los microorganismos para adaptarse a las presiones medioambientales, como la exposición a antibióticos. Una vez el gen de resistencia antimicrobiana evoluciona puede propagarse entre bacterias por transformación, transducción, conjugación o transposición. Los clones favorecidos de las bacterias pueden proliferar en la microbiota de pacientes tratados con antibióticos.
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Figura 19-1 Ejemplos de fenómenos de recombinación y diseminación molecular de los genes de resistencia antimicrobiana.


El microorganismo donante representado posee tres genes de resistencia antimicrobiana: el primero en el cromosoma (denominado PBP′, una proteína de unión a penicilina de baja afinidad); el segundo (un gen de la β-lactamasa denominado Bla) en un plásmido pequeño no conjugable, y el tercero (Tet M, un determinante de resistencia a tetraciclina) en un transposón que se encuentra en un plásmido autoconjugable de gran tamaño. A, El intercambio genético puede producirse mediante transformación (el ADN desnudo se transfiere de una bacteria que muere a un receptor competente). Esto suele producir una transferencia de los genes homólogos localizados en el cromosoma por enzimas de recombinación (recA). B, La transducción puede también transferir genes de resistencia antimicrobiana (por lo general a partir de plásmidos pequeños) mediante un empaquetamiento imperfecto de los ácidos nucleicos por bacteriófagos transductores. C, La conjugación es un método eficiente de transferencia génica que requiere el contacto físico entre el donante y el receptor. Los plásmidos autotransferibles dirigen un contacto directo mediante la formación de un puente de unión entre las células. Los plásmidos más pequeños no conjugables pueden movilizarse en este proceso de unión y ser transportados al receptor. D, Los transposones son secuencias de ADN especializado que poseen sus propias enzimas de recombinación (transposasas), lo que permite la transposición («salto») de un lugar a otro, con independencia de las enzimas de recombinación del huésped (independiente de recA). Se pueden transponer a secuencias no homólogas de ADN y diseminar los genes de resistencia antimicrobiana a múltiples plásmidos o localizaciones genómicas del huésped. Algunos transposones poseen la capacidad para moverse directamente de un donante a un receptor, al margen de otros fenómenos de transferencia de genes (transposones conjugables).




Se tienen pruebas de que los genes de resistencia antimicrobiana ya estaban presentes antes de que estuviera disponible el tratamiento antibiótico y es probable que se originaran de bacterias productoras de antibióticos3,10. Hoy día, los niveles ambientales de múltiples clases de antimicrobianos son tan frecuentes en muestras del suelo y agua que géneros de múltiples bacterias poseen cepas que subsisten por completo tan sólo con antibióticos como fuente exclusiva de carbono11. Estas bacterias expresan niveles muy altos de resistencia a una amplia variedad de clases de antibióticos. Los medios acuáticos son especialmente ricos en poblaciones bacterianas que poseen múltiples genes de resistencia antimicrobiana12. Es probable que estas cepas bacterianas ambientales ofrezcan un potencial de patógenos para el ser humano con una fuente de nuevos genes de resistencia antimicrobiana11,12. Las presiones de selección ejercidas sobre las poblaciones microbianas por los antibióticos favorecen la expansión de cepas que tienen la capacidad de resistir los efectos inhibidores de los antibióticos. Estas poblaciones resistentes proliferan y diseminan los genes de resistencia antimicrobiana verticalmente a las generaciones ulteriores y horizontalmente a las cepas sensibles de bacterias relacionadas, incluso de especies o géneros diferentes13. Aunque algunos genes de resistencia antimicrobiana ejercen una carga metabólica sobre las bacterias, muchos microorganismos poseen estrategias evolucionadas que limitan este coste mediante la expresión de genes de represión cuando no se necesitan, mediante la producción de productos génicos alternativos o mediante una variación de fase. Estas adaptaciones permiten que, en ausencia de presión de selección antimicrobiana, como reserva, se mantenga una resistencia antimicrobiana favorable pero en ocasiones «de alto coste», aunque expresada con la reexposición a los antimicrobianos14.






Plásmidos


Antes de la introducción de los antimicrobianos en medicina clínica en el siglo xx, los elementos extracromosómicos ya estaban presentes en las bacterias10,13. El tratamiento antimicrobiano creó presiones de selección que favorecieron la propagación de los genes de resistencia a través de los elementos génicos móviles2,3,13. Los plásmidos están especialmente bien adaptados para servir como elementos de intercambio genético y propagación de los genes de resistencia1,3. Son elementos genéticos que se replican de forma autónoma y están formados por moléculas circulares de ADN bicatenario, cerradas de modo covalente, y cuya longitud varía desde menos de 10 pares de kilobases hasta más de 400. Son habituales en las bacterias13. A pesar de que en una célula bacteriana individual pueden encontrarse múltiples copias de un plásmido específico o numerosos plásmidos diferentes (o ambos), en la misma célula no pueden coexistir plásmidos directamente relacionados. Esta observación ha dado lugar a un sistema de clasificación de los plásmidos basado en los grupos de incompatibilidad (Inc)1,4.


Además de la resistencia antimicrobiana, los plásmidos pueden determinar una amplia variedad de funciones, incluida la virulencia y la capacidad metabólica. Todos los plásmidos poseen un sitio de replicación de la ADN polimerasa para unirse y replicar el ADN plásmido. También deben conservar una serie de genes que facilitan su mantenimiento estable en la bacteria huésped. La transferencia de ADN plásmido entre especies bacterianas es un proceso complejo, y los genes que han de transferirse (genes tra) hacen que los plásmidos conjugativos sean más largos que los no conjugativos. Algunos plásmidos pequeños pueden ser capaces de transferirse a otras bacterias utilizando el mecanismo de conjugación proporcionado por los plásmidos conjugativos corresidentes o incluso los transposones conjugativos. Numerosas funciones codificadas por los plásmidos permiten que las cepas bacterianas persistan en el ambiente resistiendo a los agentes nocivos, como los metales pesados. El mercurio liberado de los empastes y obturaciones dentales puede aumentar el número de bacterias resistentes a los antimicrobianos en la cavidad oral15. Los antisépticos como el hexaclorofeno se usan como bacteriostáticos tópicos, y la resistencia mediada por plásmidos a estas sustancias ha aumentado sustancialmente16.









Elementos genéticos transponibles


Los transposones pueden translocarse como una unidad desde un área del cromosoma bacteriano a otra o entre el cromosoma y el plásmido o el ADN del bacteriófago. Los elementos genéticos transponibles poseen un sistema especializado de recombinación que es independiente del sistema de recombinación generalizado que clásicamente permite la recombinación de secuencias de ADN en gran parte homólogas a través de acontecimientos de entrecruzamiento (el sistema recA de las bacterias). El sistema de recombinación recA-independiente («transposasa») de los elementos transponibles suele acontecer de manera aleatoria entre secuencias no homólogas de ADN y da lugar a modificaciones de extensas secuencias de ADN como acontecimiento único (fig. 19-2)2,5.
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Figura 19-2 


A, Aspecto característico de un transposón en el microscopio electrónico, que muestra la configuración en tallo-horquilla. El transposón de resistencia a la kanamicina Tn903 se inserta en un plásmido pequeño (pSC105). Tras la desnaturalización, el templado intracatenario de las secuencias complementarias de terminales inversamente repetidos de 1.000 pb del transposón forma la estructura del tallo. El gen de resistencia a la kanamicina y los genes necesarios para la transposición se localizan en la estructura central. B, Estructura de un elemento transponible insertado en una secuencia del ADN receptor. El transposón (rectángulos y líneas onduladas) consta de una secuencia central que contiene el gen o los genes marcadores del fenotipo (gen de resistencia antimicrobiana) y los genes «transposasa». Las secuencias de terminales repetidos del transposón flanquean las secuencias centrales a ambos lados. La inserción del transposón produce cortes escalonados de una cadena en el ADN receptor (asteriscos). La posterior síntesis y ligamiento de ADN para llenar los huecos tiene como consecuencia la duplicación de una corta secuencia del ADN receptor en cualquier extremo del transposón.




Los dos tipos de elementos genéticos transponibles, transposones (Tn) y secuencias de inserción, poseen características similares. Las pruebas a partir de ensayos de secuenciación de todo el genoma indican que los cromosomas bacterianos están llenos de elementos transponibles17. Es probable que estas secuencias móviles desempeñen un papel importante fisiológico en la variación y evolución genética de los microorganismos. Los transposones difieren de las secuencias de inserción porque codifican genes funcionales que median una característica fenotípica reconocible, como un marcador de resistencia antimicrobiana. Cualquiera de los elementos puede translocarse como una unidad independiente. Ambos elementos son flanqueados a cada extremo por secuencias cortas idénticas de ADN en orden inverso (terminales inversamente repetidos). Estos terminales de ADN inversamente repetidos son esenciales para el proceso de transposición. Los transposones y las secuencias de inserción son incapaces de autorreplicarse y deben estar presentes en un replicón, como el cromosoma, un bacteriófago o un plásmido para replicarse y mantenerse en una población bacteriana. Algunos transposones tienen la capacidad de moverse de una bacteria a otra sin permanecer fijos en un plásmido o bacteriófago. Se hace referencia a estos elementos como transposones conjugativos. El elemento transponible ubicuo Tn916 y sus derivados son ejemplos de transposones conjugativos y se han detectado principalmente en microorganismos aeróbicos y anaeróbicos grampositivos, aunque también pueden existir en bacterias gramnegativas18,19.


La transposición suele dar lugar a la replicación localizada del elemento transponible a partir de la secuencia de ADN del donante original y la inserción de una copia del elemento transponible en la secuencia receptora de ADN (transposición replicativa)1,2. Similar a la mutación puntual, la transposición es un proceso continuado en las poblaciones bacterianas. Un ejemplo de este fenómeno es la propagación del transposón de resistencia a tetraciclinas entre Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum20,21. Los transposones también son esenciales en la evolución de los plásmidos de resistencia que contienen múltiples determinantes de resistencia antimicrobiana16. En algunos hospitales europeos, la transposición de genes de resistencia en los integrones para separar los plásmidos de los diferentes géneros bacterianos de los bacilos gramnegativos facilitó la diseminación reciente de resistencia a carbapenem a partir de metalo-β-lactamasas entre enterobacterias22. En los enterococos, la resistencia de alto nivel a vancomicina (vanA) está mediada por un transposón combinado que codifica diversos genes necesarios para la expresión de resistencia a este antimicrobiano23. Los transposones individuales también pueden codificar múltiples determinantes de resistencia antimicrobiana en sus terminales inversamente repetidos2.


El intercambio genético de genes de resistencia antimicrobiana acontece entre bacterias de especies y géneros muy diferentes24,25. Genes idénticos de resistencia a los aminoglucósidos están presentes en estreptococos y en Campylobacter25 y, en apariencia, los enterococos han adquirido resistencia a aminoglucósidos26 y β-lactámicos27 a partir de los estafilococos. Debido a las presiones muy variables de selección ambiental creadas por los antimicrobianos y la plasticidad de los genomas bacterianos, parece inevitable la evolución continuada de especies multirresistentes28-30.









Elementos de integración del ADN


Con frecuencia, los genes estructurales que median la resistencia antimicrobiana están directamente relacionados y pueden existir en tándem a lo largo del cromosoma o plásmido bacteriano. El análisis genético de las secuencias de ADN adyacentes a los genes de resistencia antimicrobiana reveló que las unidades de integración exclusiva suelen existir cerca de los lugares promotores31.


Estos elementos de integración, llamados integrones32, funcionan como «puntos calientes» (hot spots) recombinantes para los acontecimientos de recombinación específicos de sitio entre secuencias, en buena parte, no homólogas de ADN. Los integrones facilitan la transferencia e integración lateral de genes de resistencia antimicrobiana a partir de cassettes génicas móviles. El integrón proporciona su propia función integrasa exclusiva33 que facilita una reocombinación recA-independiente y un sitio de inserción e integración especializado que consiste en una secuencia espaciadora de ADN muy conservado, con frecuencia de 59 pares de bases (límites, 57 a 141 pares de bases). Este elemento de 59 pares de bases está preservado en el extremo 3′ de los genes insertados de resistencia antimicrobiana34,35.


Aunque estos elementos de integración difieren desde un punto de vista estructural y funcional de los transposones36, parecen ser difundidos en las poblaciones bacterianas y desempeñan un papel importante en la propagación de los genes de resistencia antimicrobiana2,21,37,38. Los integrones no se transponen independientemente como una estructura de unidad específica de una secuencia de ADN a otra. Esta capacidad de movimiento autónomo de extensas secuencias de ADN se reserva principalmente a los transposones, elementos de secuencia de inserción y, en algunos casos, bacteriófagos. Sin embargo, los integrones pueden estar flanqueados por elementos transponibles e integrados en un transposón existente. El papel principal de los integrones es proporcionar un lugar de inserción conveniente a los genes de resistencia antimicrobiana de fuentes de ADN extraño.


Existen cinco clases de integrones que codifican los genes de resistencia antimicrobiana, siendo los de clase 1 el tipo más habitual en los microorganismos patogénicos38. En la figura 19-3 se muestra una representación esquemática de integrones de clase 1. Los integrones también sirven como cassettes de expresión de los genes de resistencia antimicrobiana en los que se proporciona un sitio promotor eficiente en estrecha proximidad con el extremo 5′ de la secuencia de ADN recién insertada. La frecuencia de transcripción de cassettes integradas de genes de resistencia antimicrobiana depende de la proximidad del gen al promotor en el extremo 5′ del integrón. El nivel de expresión de un gen de resistencia disminuye a medida que aumenta la distancia entre el promotor y la cassette del gen específico de resistencia antimicrobiana33. Se han identificado numerosas agrupaciones (clusters) de diferentes genes de resistencia antimicrobiana que han evolucionado a través de inserciones específicas en integrones comunes34. Se ha encontrado que los integrones poseen cinco genes de resistencia antimicrobiana en la secuencia de una unidad individual del integrón39.
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Figura 19-3 Organización de un hipotético integrón de clase I.


La secuencia conservada 5′ (5′-CS) contiene una integrasa específica del sitio (intl1), un punto de unión (attl1), que funciona como receptor de nuevas cassettes de genes y dos promotores potenciales (P1 y P2). El promotor es el punto de inicio de la transcripción de las múltiples potenciales cassettes génicas de resistencia antimicrobiana (denominados R1, R2, R3) que se insertan en dirección 3′ del promotor. Elementos repetidos de longitud variable, por lo general de 59 pb, flanquean las cassettes génicas centrales de resistencia antimicrobiana. El extremo conservado 3′ del integrón (3-CS) suele estar formado por un gen de resistencia a los derivados de amonio cuaternario, un gen de resistencia a sulfamidas y otro marco de lectura abierto (orf5). Los límites externos de la estructura del integrón están flanqueados por una secuencia inversamente repetida de 25 pb (denominada IRi e IRt).




Los integrones complejos descritos se caracterizan por un marco de lectura común (orf 513) relacionado con el extremo 3′ de un integrón típico, seguido por una serie de genes insertados (con frecuencia β-lactamasas de espectro extendido) y acto seguido una duplicación del extremo 3′ del integrón. Este extremo 3′ común de los integrones de tipo 1 codifica los genes de resistencia a los derivados de amonio cuaternario (qacE1), resistencia a las sulfamidas (sul1) y un marco de lectura abierto de función desconocida (orf5). Estos integrones complejos pueden movilizarse y propagarse mediante secuencias de inserción adyacentes para diseminarse entre poblaciones bacterianas40.
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Como mínimo, se han descrito ocho mecanismos característicos de resistencia antimicrobiana en las bacterias (tabla 19-1). Los ejemplos de cada uno de estos mecanismos se proporcionan en los apartados siguientes.




Tabla 19-1 Los ocho principales mecanismos de resistencia por clase antimicrobiana
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Alteración enzimática






β-lactamasas


La resistencia a los antibióticos β-lactámicos tiene lugar principalmente a través de la producción de β-lactamasas, las enzimas que inactivan estos antibióticos rompiendo el enlace amida del anillo β-lactámico. Muy probablemente, las β-lactamasas coevolucionaron con las bacterias como mecanismos de resistencia frente a los antibióticos naturales con el tiempo, y la presión selectiva ejercida por el uso difundido de antimicrobianos en medicina moderna podría haber acelerado su desarrollo y propagación.


Las β-lactamasas están codificadas por genes cromosómicos o por genes transferibles localizados en plásmidos y transposones. Además, con frecuencia, los genes de las β-lactamasas (bla) residen en los integrones, en general portadores de determinantes de multirresistencia. Si son movilizados por los elementos transponibles, los integrones pueden facilitar la propagación adicional de multirresistencia entre las diferentes especies bacterianas41.


Las β-lactamasas pueden clasificarse de acuerdo con su estructura de aminoácidos en cuatro clases moleculares, A a D (tabla 19-2), como sugirió por primera vez Ambler41a. Por otra parte, el sistema de clasificación de Bush-Jacoby-Medeiros divide las enzimas en varios grupos funcionales de acuerdo con el perfil de su sustrato y sensibilidad a los inhibidores de la β-lactamasa, como el ácido clavulánico (tabla 19-3)42. Las β-lactamasas de clase A, C y D hidrolizan el anillo β-lactámico a través de un residuo serina en su lugar activo, mientras que las enzimas de clase B son metalo-β-lactamasas que usan zinc (Zn2+) para romper el enlace amida.




Tabla 19-2 Clasificación de Ambler de las β-lactamasas
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Tabla 19-3 Clasificación funcional de Bush-Jacoby-Medeiros de las β-lactamasas
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Las enzimas de clase C incluyen la β-lactamasa determinada por el gen cromosómico ampC de Escherichia coli K-12, que comparte una amplia homología de secuencia con β-lactamasas mediadas cromosómicamente de especies de Shigella y Klebsiella. Estas enzimas son grandes proteínas (peso molecular, del orden de 39.000) con actividad principalmente cefalosporinasa. También poseen serina en su lugar activo, pero apenas comparten homología con las β-lactamasas de clase A. Las estructuras terciarias, las β-lactamasas de clase C, muestran similitudes destacadas con las proteínas de unión a la penicilina (PBP), a partir de las cuales han evolucionado3.


En 1940 se describió la primera β-lactamasa como una «penicilinasa» capaz de hidrolizar la penicilina en E. coli, aproximadamente al mismo tiempo que, en un estudio publicado, se describió el primer uso clínico del antibiótico43. Los años siguientes fueron testigos de la rápida diseminación de resistencia a penicilina codificada por plásmidos entre la mayoría de aislamientos clínicos de S. aureus44,45. Entre los microorganismos gramnegativos, en la década de 1960, el aumento de resistencia a ampicilina se atribuyó a la aparición de TEM-1, una β-lactamasa codificada por un plásmido, llamada así por un paciente griego, Temoniera, en el que se obtuvo el primer aislamiento. La familia de las TEM β-lactamasas se difundió por todo el mundo a través de diversas enterobacterias, al igual que de Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae y N. gonorrhoeae46,47. De forma parecida, las β-lactamasas de tipo SHV codificadas cromosómicamente y mediadas por plásmido, con una estructura molecular relacionada con las enzimas TEM, llegaron a ser muy prevalentes entre los aislamientos de E. coli y K. pneumoniae. El desarrollo emprendido por la industria farmacéutica de cefalosporinas de tercera generación, que inicialmente eran estables a las acciones de las TEM β-lactamasas y β-lactamasas de tipo SHV, pronto se siguió de la aparición y diseminación global de β-lactamasas de espectro extendido, capaces de hidrolizar el monobactam y las cefalosporinas de amplio espectro3,45-48. Además, los casos crecientes de emergencia y diseminación de carbapenemasas han suscitado preocupación acerca del arsenal antimicrobiano limitado frente a las infecciones por bacterias gramnegativas multirresistentes47. Hasta la fecha se han descrito más de 600 β-lactamasas, y sus secuencias de aminoácidos pueden encontrarse en la página web de Jacoby y Bush (www.lahey.org/studies/webt/htm, acceso en febrero de 2009).






β-lactamasas de espectro extendido (BLEE)






TEM-derivadas


TEM-1 es la β-lactamasa más habitual en las bacterias gramnegativas, y puede hidrolizar las penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido en las enterobacterias, N. gonorrhoeae y H. influenzae45. El espectro ampliado de actividad de las BLEE TEM derivadas se obtiene a través de cambios de un solo o unos pocos aminoácidos que alteran la configuración de la enzima en su lugar activo, lo que la hace más accesible a las cadenas laterales oximino R1 voluminosas de las cefalosporinas de tercera generación (cefotaxima, cefpodoxima, ceftacidima, ceftriaxona) y monobactam (aztreonam)49. La primera BLEE TEM derivada, TEM-3, se describió en 198850. En la actualidad se conocen más de 160 BLEE TEM derivadas (v. la página web de Lahey, descrita previamente). Se detectan principalmente en aislamientos de E. coli y K. pneumoniae, pero también en otras enterobacterias, como Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, especies de Proteus y especies de Salmonella45. La mayoría de BLEE TEM derivadas sigue siendo sensible a la inhibición por el ácido clavulánico, a pesar de que también se han descrito variantes resistentes al inhibidor51.









SHV derivadas


La β-lactamasa SHV-1 (o variable sulfhidrilo) tiene una estructura bioquímica similar a la de TEM-1 (comparten el 68% de aminoácidos52), y sus derivados BLEE también son producidos por mutaciones puntuales (una o más sustituciones de aminoácido) en su lugar activo. Las β-lactamasas de tipo SHV están presentes principalmente en cepas de K. pneumoniae. En la figura 19-4 se proporciona una imagen tridimensional de BLEE de tipo TEM y de tipo SHV.
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Figura 19-4 Diagramas en cinta de TEM β-lactamasas (A) y de SHV β-lactamasas (B).


Se muestran las hélices alfa en amarillo, las cadenas beta en rosa y los giros en gris. Se muestra el residuo serina (Ser) (flecha blanca) que participa en la hidrólisis del anillo antibiótico β-lactámico en el sitio activo en el centro de cada molécula. Los átomos representan los diversos sitios de sustituciones de aminoácidos (mutaciones puntuales) que producen el fenotipo β-lactamasa de espectro extendido


(Adaptada con autorización de Jacoby GA, Munoz-Price SL. The new beta-lactamases. N Engl J Med. 2005;352:380.)












CTX-M derivadas


Las β-lactamasas CTX-M no se relacionan evolutivamente con las familias SHV y TEM; se considera que han sido adquiridas por plásmidos a partir de las enzimas cromosómicas AmpC de especies de Kluyvera, bacilos gramnegativos ambientales de bajo potencial patogénico53,54. En general, los miembros de la familia CTX-M hidrolizan mejor la cefotaxima y la ceftriaxona que la ceftacidima, y su inhibición es mayor por tazobactam que por ácido clavulánico45,52, aunque pueden producirse mutaciones puntuales que den lugar a una mayor actividad frente a ceftacidima. Las enzimas CTX-M se han diseminado rápidamente por todo el mundo y, hoy día, son algunas de las BLEE más prevalentes en Europa y Sudamérica55. Publicaciones recientes sobre bacteriemias adquiridas en la comunidad con aislamientos de E. coli CTX-M multirresistente, procedentes de España e Israel, están suscitando una preocupación de salud pública considerable56,57.









OXA derivadas


Las β-lactamasas tipo OXA (clase molecular D, grupo funcional 2d) hidrolizan la oxacilina y sus derivados eficazmente y apenas son inhibidas por el ácido clavulánico42,45. Las BLEE OXA derivadas se han descrito principalmente en P. aeruginosa, en la que confieren una resistencia de alto nivel a β-lactámicos oximino45.









Enzimas AmpC


Las β-lactamasas AmpC (clase molecular C, grupo funcional 1) son principalmente enzimas cromosómicas que confieren resistencia a las penicilinas, cefalosporinas de espectro reducido, β-lactámicos oximino y cefamicinas; no son sensibles a los inhibidores de la β-lactamasa como el ácido clavulánico58. En general, la cefepima y el aztreonam son sustratos inapropiados, aunque la modulación por mutaciones puntuales en la subunidad R2 del lugar activo ha sido responsable de variantes con una mayor capacidad para hidrolizar la cefepima. En los bacilos gramnegativos, en general, se detecta represión de la producción de AmpC. No obstante, puede producirse un aumento transitorio de la producción (10 a 100 veces) en presencia de antibióticos β-lactámicos en las siguientes especies que poseen enzimas Amp inducibles: Enterobacter, Citrobacter freundii, Serratia, M. morganii, Providencia y P. aeruginosa59. La producción de β-lactamasa AmpC regresa a unos niveles bajos tras la interrupción de la exposición al antibiótico, a menos que se produzcan mutaciones espontáneas en el locus ampD del gen, que da lugar a una hiperproducción permanente (desrepresión) en estas especies. Por tanto, en las infecciones por Enterobacter pueden seleccionarse cefalosporinas de tercera generación para el sobrecrecimiento de mutantes desreprimidas estables, lo que da lugar a la aparición de resistencia antimicrobiana durante el tratamiento58,60.


Se han descrito más de 20 enzimas Amp mediadas por plásmidos derivadas de genes codificados cromosómicamente en enterobacterias o en especies de Aeromonas, en E. coli, K. pneumoniae, Salmonella enterica y Proteus mirabilis. La resistencia a β-lactámicos atribuible a este sistema parece ser creciente y confiere un fenotipo de resistencia similar al de las especies de Enterobacter47.









Carbapenemasas


Las carbapenemasas confieren el mayor espectro de resistencia antimicrobiana, porque no sólo pueden hidrolizar a los carbapenemes sino también a las penicilinas de amplio espectro, oximinocefalosporinas y cefamicinas. Hoy día, las enzimas KPC son las carbapenemasas más importantes de clase serina A. Desde que, inicialmente, se describieran a partir de aislamientos de K. pneumoniae en varios brotes en el noreste de Estados Unidos61-64, las carbapenemasas KPC se han descrito en todo el mundo en muchas otras especies gramnegativas, como E. coli, Citrobacter, Enterobacter, Salmonella, Serratia y P. aeruginosa5.


Las metalo-β-lactamasas de clase B usan el catión Zn2+ para la hidrólisis del anillo β-lactámico, son vulnerables a los quelantes de iones, como el ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) y resistentes al ácido clavulánico, tazobactam y sulbactam. Confieren resistencia a todos los antibióticos β-lactámicos excepto los monobactams. Codificadas cromosómicamente, las metalo-β-lactamasas se detectan principalmente en aislamientos ambientales de especies de Aeromonas, Chryseobacterium y Stenotrophomonas y suelen tener un potencial patogénico bajo65. Las más importantes desde un punto de vista clínico pertenecen a cinco familias diferentes (IMP, VIM, SPM, GIM y SIM). En general, se transmiten por los elementos génicos móviles insertados en los integrones y se han propagado a través de P. aeruginosa, Acinetobacter, otros patógenos no fermentadores gramnegativos y patógenos bacterianos entéricos22,66.


Por último, se han descrito carbapenemasas de clase D entre cuatro subfamilias de β-lactamasas de tipo OXA (OXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-58), principalmente en Acinetobacter baumannii. En este patógeno, la actividad carbapenemasa intrínseca más débil aumenta a través de la asociación de la producción de β-lactamasa con un mecanismo de resistencia adicional, como la disminución de la permeabilidad de membrana o un aumento de la eliminación activa67.












Bacterias anaeróbicas


Las β-lactamasas también contribuyen a la resistencia de las bacterias anaeróbicas a los antibióticos β-lactámicos73,74. Las β-lactamasas de las fusobacterias y los clostridios son principalmente penicilinasas75,76. Las β-lactamasas producidas por Bacteroides fragilis son sobre todo cefalosporinasas, algunas de las cuales hidrolizan la cefoxitina y el imipenem y pueden ser transferibles77-79. La mayoría de las cefalosporinasas son inhibidas por el ácido clavulánico, sulbactam o tazobactam. Algunos aislamientos de especies de Bacteroides producen carbapenemasas, metaloenzimas inhibidas por EDTA pero no por ácido clavulánico, que confieren resistencia a imipenem.









Contribución de las β-lactamasas a la resistencia a β-lactámicos


El nivel de resistencia antimicrobiana, mediada por una β-lactamasa concreta en una población de bacterias, está determinado, como mínimo, por cinco variables. La eficiencia de la β-lactamasa en la hidrólisis de un antibiótico depende de: 1) su velocidad de hidrólisis y 2) su afinidad por el antimicrobiano; otras variables son 3) la cantidad de β-lactamasa producida por la célula bacteriana, 4) la sensibilidad de la proteína diana (proteínas de unión a penicilina [PBP]) al antibiótico y 5) la velocidad de difusión del antibiótico en el periplasma de la célula.


Dentro de la célula bacteriana, las β-lactamasas contribuyen a la resistencia antimicrobiana de diversas formas. El modelo más simple es el de los estafilococos productores de penicilinasa, en el cual las bacterias, al exponerse a penicilina, empiezan a producir β-lactamasa, que excretan al medio extracelular. Después tienen lugar dos acontecimientos al mismo tiempo: la penicilina lisa la bacteria y la β-lactamasa hidroliza la penicilina. Si, tras la disminución del nivel de penicilina hasta valores inferiores a la concentración mínima inhibitoria (CMI), persisten células bacterianas viables, tiene lugar una nueva proliferación de la bacteria39.


En otro modelo sirven de ejemplo los bacilos gramnegativos, que 1) producen una β-lactamasa que permanece atrapada en el espacio periplásmico y 2) carecen de obstáculos para la penetración antibiótica. Un ejemplo son las cepas de H. influenzae que producen la β-lactamasa TEM-180. En este modelo y el primero descrito, tiene lugar un destacado efecto de inóculo: la CMI para un inóculo extenso (106 microorganismos/ml) puede ser 1.000 veces mayor que para uno pequeño (102/ml). Debido al nivel bajo de resistencia de las células individuales ha sido posible la curación con ampicilina de algunas infecciones provocadas por cepas de H. influenzae productoras de β-lactamasa en las que el inóculo de la bacteria infectante era bajo.


En otro modelo, el ejemplo puede ser la resistencia a ampicilina de las cepas de E. coli que producen la β-lactamasa TEM-1. Estas bacterias presentan una barrera para que penetren las moléculas del β-lactámico (la membrana externa) y producen una β-lactamasa que permanece localizada en el espacio periplásmico. En este modelo, la cinética es más compleja. La enzima está situada estratégicamente entre la barrera de la penetración del antimicrobiano (membrana externa) y las dianas del antibiótico (PBP) en la membrana citoplasmática. En esta posición, la enzima puede destruir las moléculas de antibiótico de forma secuencial a medida que atraviesa la barrera, de forma análoga a un tirador con abundante munición que trate de dar en el blanco atravesando un solo punto de entrada. Como consecuencia, en comparación con el ejemplo previo, se producen niveles altos de resistencia con las células bacterianas individuales39.


Tienen lugar variaciones de este modelo cuando la cantidad de β-lactamasa producida aumenta con la exposición al β-lactámico (inducción), como ocurre en las especies de Enterobacter y Pseudomonas. Sólo se producen niveles altos de β-lactamasa tras un período de exposición al antibiótico inductor, y la resistencia puede expresarse más tarde. Cuando las cepas de Enterobacter se exponen a dos antibióticos β-lactámicos, uno de los cuales es un potente inductor (p. ej., cefamandol), puede tener lugar un antagonismo entre ambos antibióticos77.


La tabla 19-4 cita los mecanismos de resistencia a los antibióticos β-lactámicos. Con frecuencia, estos mecanismos actúan concomitantemente y pueden acumularse en un paciente individual. Por ejemplo, durante un período de 3 meses, en un niño de 19 meses de edad con anemia aplásica, se detectaron nueve aislamientos sanguíneos de E. coli, todos derivados de un ancestro común, a pesar de administrar múltiples tandas de antibióticos que incluyeron ceftacidima81. El primer aislamiento produjo una β-lactamasa TEM-1, pero era sensible a ceftacidima (CMI = 0,25 μg/ml). El último aislamiento era resistente (CMI de ceftazidima = 32 μg/ml) por la adquisición de una nueva β-lactamasa (SHV-1) determinada por un plásmido, relacionado con un promotor eficiente y desactivando la producción de una porina de la membrana externa. Cuando la β-lactamasa SHV-1 mutó formando la BLEE SHV-8, que hidroliza mucho más rápidamente la ceftacidima, el nivel de resistencia fue incluso mayor (CMI de ceftazidima ≥128 μg/ml). Con la desconexión de la producción de porina para ralentizar la velocidad de entrada de ceftacidima al espacio periplásmico y produciendo una BLEE de inactivación de ceftacidima, E. coli infectante utilizó dos mecanismos sinérgicos para alcanzar un nivel elevado de resistencia antimicrobiana.


Tabla 19-4 Mecanismos de resistencia a los antibióticos β-lactámicos






	


I. Alteración del lugar diana (PBP)


A. Disminución de la afinidad de la PBP por antibiótico β-lactámico


1. Modificación de la PBP existente


a. Creación de PBP mosaico


(1) Inserción de nucleótidos obtenidos de bacterias próximas (p. ej., Streptococcus pneumoniae, resistente a penicilina)



(2) Mutación del gen o genes estructurales de PBP (p. ej., Haemophilus influenzae resistente a ampicilina y negativo para β-lactamasa)









2. Importación de nuevas PBP (p. ej., mecA en Staphylococcus aureus resistente a meticilina)















	


II. Destrucción del antibiótico β-lactámico


A. Aumento de la producción de β-lactamasa


1. Adquisición de promotor más eficiente


a. Mutación existente en promotor



b. Importación de nuevo promotor






2. Disregulación del control de la producción de β-lactamasa


a. Mutación del gen regulador (p. ej., ampD en Enterobacter cloacae «con pérdida estable de represión»)









B. Modificación de la estructura de la β-lactamasa residente


1. Mutación de su gen estructural (p. ej., BLEE en Klebsiella pneumoniae)






C. Importación de nuevas β-lactamasas con diferente espectro de actividad












	


III. Disminución de la concentración de antibiótico β-lactámico dentro de la célula


A. Restricción de su entrada (pérdida de porinas)



B. Bombeo al exterior (mecanismos de eliminación)













BLEE, β-lactamasa de espectro extendido; PBP, proteína de unión a penicilina.












Resistencia a aminoglucósidos: enzimas modificantes


Entre las bacterias aeróbicas, la resistencia a aminoglucósidos se debe en general a las enzimas modificantes que son codificadas por genes en plásmidos o en el cromosoma. Se ha demostrado que los transposones portan diversas enzimas modificantes de aminoglucósidos82.


Se han identificado más de 30 enzimas de este tipo que son capaces de efectuar tres reacciones generales: N-acetilación, O-nucleotidilación y O-fosforilación. Para cada una de estas reacciones hay enzimas diferentes que atacan a un grupo amino o hidroxilo específico. La nomenclatura de estas enzimas identifica el sitio molecular donde se produce la modificación tras el tipo de actividad enzimática. Por ejemplo, una acetiltransferasa de aminoglucósidos (AAC) que actúa en el lugar 3′ se designa como AAC(3′) (tabla 19-5). Puesto que puede catalizar la misma reacción más de una enzima, también pueden ser necesarios los números romanos, como en AAC(3′)–IV.


Tabla 19-5 Enzimas modificantes de aminoglucósidos






	Enzima

	Antibióticos modificados habituales

	Géneros habituales






	Fosforilación

	 

	 






	 APH(2″)

	K, T, G,

	SA, SR






	 APH(3′)–I

	K

	E, PS, SA, SR






	 APH(3′)–III

	K, ±A

	E, PS, SA, SR






	Acetilación

	 

	 






	 AAC(2′)

	G

	PR






	 AAC(3′)–I

	±T, G

	E, PS






	 AAC(3′)–III, –IV o –V

	K, T, G

	E, PS






	 AAC(6′)

	K, T, A

	E, PS, SA






	Adenilación

	 

	 






	 ANT(2″)

	K, T, G

	E, PS






	 ANT(4′)

	K, T, A

	SA






	Enzimas bifuncionales

	 

	 






	 AAC(6′)APH(2″)

	G, Ar

	SA, Ent






	 AAC(6′)–Ib cr

	G, K, T, FQ

	E







A, amikacina; AAC, aminoglucósido acetiltransferasa; ANT, aminoglucósido nucleotidiltransferasa; APH, aminoglucósido fosfotransferasa; Ar, arbekacina; cr, resistencia a ciprofloxacino; E, enterobacterias; Ent, enterococos; FQ, fluoroquinolona; G, gentamicina; K, kanamicina; PR, Providencia-Proteus; PS, pseudomonas; SA, estafilococos; SR, estreptococos; T, tobramicina.


La resistencia enzimática a los aminoglucósidos se obtiene por modificación del antibiótico durante el proceso de transporte a través de la membrana citoplasmática83. La resistencia a un aminoglucósido concreto está en función del equilibrio entre las dos velocidades diferentes, la de la captación del fármaco y la de la inactivación. Un factor importante en la determinación del nivel de resistencia es la afinidad de la enzima modificante por el antibiótico. Si una enzima posee una afinidad alta por el aminoglucósido específico, la inactivación del antimicrobiano puede ocurrir con concentraciones muy bajas de la enzima.


En parte, las diferencias observadas en la distribución mundial de las enzimas modificantes de aminoglucósidos pueden están en función de las presiones de selección antibiótica y pueden tener implicaciones profundas por lo que respecta a la elección de los antibióticos utilizados en centros médicos específicos. Las aminoglucósido fosfotransferasas APH(3′) y APH(3″) están distribuidas ampliamente entre especies de grampositivos y gramnegativos en todo el mundo y han dado lugar a una disminución de la administración de kanamicina y estreptomicina. En la década de 1990, en Estados Unidos, el gen de la aminoglucósido nucleotidiltransferasa ANT(2″) se asoció con múltiples brotes nosocomiales. Se ha descrito que en el este asiático el gen de la aminoglucósido acetiltransferasa AAC(6′)–I es más prevalente en las bacterias entéricas y en los estafilococos84. El grupo AAC(3) de enzimas ha sido responsable de brotes de resistencia antimicrobiana en Sudamérica, Europa occidental y en Estados Unidos. Aunque cada brote de enterobacterias resistentes a aminoglucósidos tiene su propio patrón, la forma más característica de propagación ha sido la aparición de una cepa de K. pneumoniae, resistente a aminoglucósidos, portador de un plásmido y en general portador del gen ANT(2″), con la diseminación posterior a otras cepas de la especie y una propagación adicional más tarde a otras especies y géneros de enterobacterias83.


Entre enterococos se han descrito importantes aumentos de la resistencia a los aminoglucósidos mediada por plásmidos85, inicialmente en países en desarrollo86 pero en un número cada vez mayor en Estados Unidos y Europa87,88. Su influencia clínica se ve aumentada por la cotransmisión frecuente de las β-lactamasas, lo que se traduce en la pérdida de sinergia cuando, para las infecciones graves por enterococos, se administra antibioterapia combinada. S. aureus y S. epidermidis se han hecho cada vez más resistentes a los aminoglucósidos debido a la propagación interespecie e intraespecie de enzimas modificantes de los aminoglucósidos, mediadas por plásmidos89.


Los dos avances más interesantes en las enzimas modificantes de aminoglucósidos han implicado el descubrimiento de las enzimas bifuncionales. El primer ejemplo es la enzima AAC(6′)APH(2″); se caracteriza por dos lugares activos funcionales, uno para la acetilación y otro para la fosforilación de los aminoglucósidos. Es probable que esta enzima bifuncional se origine de un acontecimiento de fusión de los genes de ambas enzimas. Hoy día, esta enzima está difundida en estafilococos y enterococos, presente con frecuencia en un transposón común (Tn4001), que se encuentra en el cromosoma y en los plásmidos transferibles. AAC(6′)APH(2″) es responsable de la mayoría de la resistencia de alto nivel a gentamicina y a arbekacina observada en aislamientos de S. aureus resistente a meticilina (SARM) en muchos países del mundo90,91.


El otro descubrimiento importante por lo que respecta a las enzimas modificantes de aminoglucósidos es la existencia de enzimas variantes que pueden modificar la estructura de una clase totalmente distinta de antimicrobiano. La primera enzima bifuncional capaz de modificar los aminoglucósidos y una fluoroquinolona (ciprofloxacino) se describió en 200692. Denominada AAC(6′)–Ib, cr, esta enzima no sólo acetila kanamicina, gentamicina y tobramicina sino que también acetila el grupo lateral piperacinilo de ciprofloxacino. La quinolona acetilada es cuatro veces menos activa que el compuesto original y puede traducirse en una resistencia clínicamente significativa en las bacterias entéricas que poseen otros mecanismos para reducir la actividad de las quinolonas. Esta enzima posee dos importantes mutaciones en el gen de la enzima básica de AAC(6′) (W102R y D179Y) y 12 pares de bases exclusivas en su extremo 5′ que son esenciales para alterar la especificidad de sustrato y permitir la función de acetilación enzimática del ciprofloxacino. El uso amplio de ciprofloxacino y otras fluoroquinolonas durante las dos últimas décadas ha cambiado las presiones de selección en las poblaciones bacterianas, favoreciendo el desarrollo de resistencia a quinolonas92.









Cloranfenicol acetiltransferasa


La resistencia a cloranfenicol en microorganismos grampositivos y gramnegativos está mediada principalmente por la enzima inactivante, la cloranfenicol acetiltransferasa. Es una enzima intracelular que inactiva el antimicrobiano por 3-O-acetilación93 y está codificada por plásmidos o cromosómicos. A pesar de la homología en el lugar activo de esta enzima, entre las enzimas cloranfenicol acetiltransferasa aisladas de microorganismos grampositivos y gramnegativos se detecta una diversidad considerable94.









Enzimas inactivadoras de macrólidos, lincosamida y estreptogramina


A pesar de que la resistencia a eritromicina y a otros macrólidos con frecuencia es consecuencia de alteraciones en el lugar diana ribosómico o las bombas de expulsión, se han caracterizado diversas enzimas inactivadoras de sustrato95. Las eritromicina esterasas se han aislado de E. coli e hidrolizan el anillo lactona del antibiótico y dan lugar a su inactivación. Es un determinante de resistencia mediada por plásmido que se produce constitutivamente y da lugar a una resistencia de alto nivel a eritromicina (CMI >2.000 μg/ml)96. Estos genes de resistencia limitan la utilidad de la eritromicina oral u otros macrólidos para reducir la microbiota gramnegativa aeróbica del tracto gastrointestinal antes de efectuar procedimientos quirúrgicos en él. Otros genes de resistencia mediados por plásmidos generan enzimas inactivadoras específicas en Streptococcus hemolyticus y S. aureus que adenilan97 las lincosamidas o acetilan98 o hidrolizan99 las estreptograminas.









Inactivación de las tetraciclinas


Rara vez se ha descrito una enzima inactivadora de las tetraciclinas llamada TetX en especies de Bacteroides100. La resistencia a tetraciclinas está mediada principalmente por otros mecanismos, incluida la expulsión y la protección ribosómica (tabla 19-6).


Tabla 19-6 Mecanismos de resistencia a tetraciclinas






	Mecanismo de resistencia

	Determinante Tet

	Especies bacterianas comunes






	Eliminación antimicrobiana

	
tetA-L, P*, V, Y, Z, otrB, tcr3, Tet 30

	Enterobacterias, Pseudomonas, Streptomyces, Staphylococcus, Streptococcus spp.






	Protección ribosómica

	
tetM, O, P*, Q, S, T, W, otrA

	Anaerobios grampositivos y gramnegativos; Neisseria, Haemophilus, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus spp.






	Inactivación enzimática

	tetX

	
Bacteroides spp.






	Desconocido

	
tetU, otrC

	
Mycobacteria, Enterococcus spp.






	Alteración diana ribosómica

	—

	Helicobacter pylori







* Tet P posee dos genes diferentes que median mecanismos distintos de resistencia.












Disminución de la permeabilidad de las membranas bacterianas






Permeabilidad de la membrana externa


En la historia del desarrollo de los antibióticos, se reconoció de manera precoz que la penicilina es eficaz frente a las bacterias grampositivas pero no frente a las gramnegativas101. Esta diferencia en la sensibilidad al antimicrobiano se debe en gran parte a la membrana externa, una bicapa lipídica que actúa como barrera frente a la penetración de muchos antibióticos en la célula102. Situada fuera de la pared celular de peptidoglicanos de las bacterias gramnegativas, esta membrana externa no está presente en las bacterias grampositivas. La porción externa de esta bicapa lipídica está formada principalmente por lipopolisacáridos constituidos por moléculas de hidrocarbono unidas densamente que impiden la entrada de los antibióticos hidrófobos, como la nafcilina o la eritromicina103,104. Los agentes que desintegran la capa lipopolisacárida (p, ej., la polimixina) o las mutaciones que dan lugar a la producción de lipopolisacáridos defectuosos originan un aumento de la permeabilidad a los antibióticos hidrófobos105.


La presencia de porinas, proteínas dispuestas de forma que constituyen canales de difusión llenos de agua, a través de los que los antibióticos pueden atravesar la membrana, facilita el paso de los antibióticos hidrófilos a través de esta membrana externa106. En general, las bacterias producen muchas porinas; en una sola célula de E. coli están presentes alrededor de 105 moléculas de porinas. Las bacterias son capaces de regular el número relativo de las diversas porinas como respuesta a la osmolaridad del medio circundante. En los medios hiperosmolares, E. coli puede reprimir la producción de las porinas de mayor tamaño (OmpF) mientras continúan expresándose las más pequeñas (OmpC)107.


La velocidad de difusión de los antibióticos a través de su membrana externa no sólo está en función del número y las propiedades de los canales de porinas, sino también de las características fisicoquímicas del antibiótico. En general, cuanto mayor es la molécula del antibiótico, más negativas son las cargas, y cuanto mayor es el grado de hidrofobicidad, menos probable es que penetren a través de la membrana externa108. Las moléculas pequeñas hidrófilas con una carga zwitteriónica, como el imipenem, son muy permeables. Las moléculas de mayor tamaño, de carga elevada, como la carbenicilina, son mucho menos permeables.


Las mutaciones que dan lugar a la pérdida de porinas específicas pueden acontecer en los aislamientos clínicos y determinan la mayor resistencia a los antibióticos β-lactámicos. La resistencia a los aminoglucósidos y a los carbapenemes, que aparecen durante el tratamiento se ha asociado con la falta de producción de proteínas de la membrana externa109,110. Por ejemplo, la aparición de resistencia a imipenem durante el tratamiento, observada en hasta el 25% de infecciones por P. aeruginosa111, se ha atribuido a la pérdida mutacional de su proteína OprD (también conocida como porina D2)109-113.


La resistencia al ácido nalidíxico y a otras quinolonas se ha asociado con alteraciones de las proteínas de la membrana externa en Serratia marcescens114 y P. aeruginosa. No obstante, la resistencia mutacional de alto nivel, de paso único, a ácido nalidíxico por bacilos gramnegativos aeróbicos se produce con una frecuencia de 10–7, mientras que la resistencia de bajo nivel a las quinolonas más nuevas (menos de 10 veces la CMI) suele obtenerse con una selección de paso único de menos de alrededor de 109115. La resistencia a cloranfenicol mediada por plásmido como consecuencia de una disminución de la permeabilidad se ha demostrado en E. coli116.









Permeabilidad de la membrana interna


La velocidad de entrada de las moléculas de aminoglucósido en células bacterianas está en función de su unión a un transportador aniónico en general no saturable, donde conservan su carga positiva y, más tarde, son «propulsadas» a través de la membrana citoplasmática por la carga negativa interna de la célula117. Este proceso requiere energía, y, antes de que tenga lugar un transporte significativo, debe estar presente un nivel mínimo de carga negativa interna en la célula; esto se denomina fuerza motriz protónica118. El nivel de carga interna necesario puede depender de la concentración real de aminoglucósidos en un momento determinado. La generación de energía o la fuerza motriz protónica necesaria para el transporte de sustratos en la célula pueden alterarse en mutantes resistentes a aminoglucósidos.


Los aislamientos resistentes a aminoglucósidos con una fuerza motriz protónica alterada son poco frecuentes, pero aparecen en el curso de un tratamiento crónico con estos antimicrobianos119. Estos aislamientos suelen tener un fenotipo de «colonias pequeñas» debido a su reducida velocidad de crecimiento. Pueden ser inestables e invertirse hasta un fenotipo sensible en ausencia de una presión selectiva de los aminoglucósidos. No está claro el significado clínico de estos aislamientos. Pueden conservar cierto grado de virulencia120 y rara vez pueden provocar una bacteriemia letal121. Puesto que el metabolismo oxidativo es esencial para la acción de captación de los aminoglucósidos y para el crecimiento y desarrollo celular, se han detectado mutantes de Pseudomonas deficientes en citocromos específicos122. Se han descrito mutantes resistentes con sistemas defectuosos de transporte electrónico en especies de E. coli, S. aureus y Salmonella. Los microorganismos facultativos que crecen de forma anaeróbica son resistentes a los aminoglucósidos debido a una disminución destacada de la captación del antimicrobiano.












Promoción de la eliminación antimicrobiana






Tetraciclinas


La expulsión activa de antimicrobianos se reconoce cada vez más como un mecanismo habitual de resistencia en muchos patógenos relevantes desde un punto de vista clínico. Algunas cepas de E. coli, especies de Shigella y otros microorganismos entéricos expresan un sistema transportador de membrana que da lugar a multirresistencia por la expulsión del antimicrobiano122. Muchos de ellos son sistemas transportadores dependientes de la energía, regulados, multicomponentes que favorecen la expulsión activa de múltiples clases de antibióticos. También existen bombas específicas de expulsión que favorecen la salida de las clases únicas de antimicrobianos.


El principal mecanismo de resistencia a las tetraciclinas detectado en microorganismos gramnegativos entéricos es la disminución de la acumulación de tetraciclina (v. tabla 19-6). Esta disminución de la captación es un proceso dependiente de la energía que se relaciona con la generación de una proteína de la membrana interna producida por productos génicos determinantes de la resistencia a tetraciclina (designados como Tet) o productos génicos de resistencia para los derivados de la oxitetraciclina (Otr). El mecanismo primario de la disminución de la acumulación de tetraciclina es por medio de la expulsión activa del antibiótico a través de la membrana celular123. La disminución de la captación de la tetraciclina desde el medio extracelular también explica la disminución de la acumulación en el interior de las células resistentes. Estos determinantes de resistencia pueden encontrarse en el cromosoma o los plásmidos y con frecuencia se detectan en elementos genéticos transponibles. Los genes de resistencia a tetraciclina en general son inducibles por concentraciones subinhibidoras de tetraciclina. Se han descrito casi 40 determinantes de resistencia a tetraciclinas, la mayoría de los cuales median la expulsión del antimicrobiano124. Previamente sus genes se designaron por letras (es decir, tetA, tetB). Puesto que en la actualidad hay más determinantes que letras en el alfabeto inglés, los nuevos genes tet se designan por números (p. ej., tet30).









Macrólidos y estreptograminas


En algunas cepas de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, S. aureus y S. epidermidis, un mecanismo de expulsión activa provoca resistencia a los macrólidos, estreptograminas y azólidos125. Este mecanismo está mediado por los genes mef (para la expulsión de macrólidos) en los estreptococos y genes msr (a macrólidos y estreptograminas) en estafilococos126. En el grupo de estreptococos B se ha descrito un sistema de expulsión similar, codificado por un gen llamado mreA (por la expulsión A en la resistencia a los macrólidos)127. Este mecanismo de resistencia es prevalente en las infecciones adquiridas en la comunidad128 y la diseminación de estos genes de resistencia entre importantes patógenos bacterianos constituye una amenaza considerable para la utilidad de los antibióticos macrólidos (tabla 19-7).




Tabla 19-7 Mecanismos de resistencia frente a macrólidos, lincosamidas y estreptograminas


[image: image]











β-lactámicos


Los mecanismos de expulsión activa también pueden contribuir a la expresión completa de resistencia a β-lactámicos en P. aeruginosa. Las bombas de expulsión multifármacos en la membrana interna y externa de la bacteria actúan junto con las β-lactamasas periplásmicas y los componentes de permeabilidad de la membrana protegiendo al patógeno frente a los agentes β-lactámicos129,130.









Fluoroquinolonas


La expulsión activa de fluoroquinolonas se ha detectado en bacterias entéricas131,132 y en estafilococos128,133. Esta expulsión activa puede relacionarse con un transportador de multirresistencia antimicrobiana128 (es decir, NorA) o una bomba de expulsión específica de quinolonas (es decir, EmrAB, AcrAB). Este mecanismo de acceso limitado de altos niveles de fluoroquinolonas actúa junto con otros mecanismos (mutaciones puntuales de las ADN girasas, barreras de permeabilidad y acetilación) para la expresión completa de resistencia a quinolonas.












Alteración de los lugares diana






Alteración de los lugares diana ribosómicos






Macrólidos, lincosamidas y estreptograminas


La resistencia a una amplia variedad de antimicrobianos, incluidas las tetraciclinas, macrólidos, lincosamidas, estreptograminas y aminoglucósidos, puede ser consecuencia de la alteración de los lugares de unión ribosómicos. La falta de unión del antibiótico a su lugar diana en el ribosoma afecta a su capacidad para inhibir la síntesis proteica y el crecimiento celular. Para los macrólidos, lincosamidas y estreptogramina B, es el mecanismo principal de multirresistencia entre microorganismos grampositivos aeróbicos y anaeróbicos126. La resistencia está mediada por los productos del gen erm (metilación ribosómica de eritromicina): la variedad de enzimas metilasa (MLSB-determinante) que dimetilan los residuos de adenina en el ARN 23S ribosómico (ARNr) de la subunidad 50S del ribosoma procariótico, desorganizan la unión de MLS al ribosoma (v. tabla 19-7). Las diferentes clases de este determinante de resistencia pueden localizarse en plásmidos o en el cromosoma bacteriano.


La resistencia MLSB como consecuencia de la metilación ribosómica se ha descrito en muchas especies, incluidos S. aureus, Streptococcus sanguis, B. fragilis y Clostridium perfringens. La resistencia MLS puede ser constitutiva o inducible por otros macrólidos más antiguos (p. ej., eritromicina) o los azólidos más nuevos. En S. pneumoniae, la resistencia está codificada por el gen ermB, que es responsable de la metilación de la horquilla V de la subunidad ribosómica 23S134,135. Además, se han descrito mutaciones puntuales en las proteínas ribosómicas L4 y L22 de la subunidad 50S que hacen que S. pneumoniae sea resistente a macrólidos136.


En los estreptococos, la resistencia inducible está provocada por diversas lincosamidas y macrólidos, lo que se traduce en una resistencia cruzada a los antibióticos MLSB. En los estafilococos, sólo los macrólidos 14-15 miembros inducen metilación de MLSB y los microorganismos expresan resistencia exclusiva a estos antimicrobianos.









Tetraciclinas


La resistencia a tetraciclina puede estar mediada por distintos mecanismos, siendo los más habituales los de expulsión del antimicrobiano y el de protección ribosómica (v. tabla 19-6)137. En Helicobacter pylori se ha detectado un mecanismo poco común de resistencia a tetraciclina a través de una alteración del lugar diana de acción138. Este microorganismo puede poseer una mutación en su ARNr 16S que limita la unión de tetraciclina a su lugar diana en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano.









Aminoglucósidos


La resistencia a aminoglucósidos también está mediada a nivel ribosómico. En las enterobacterias y bacterias gramnegativas no fermentativas, la metilación de ARNr 16S (el lugar en el que los aminoglucósidos se unen e inhiben la síntesis proteica) por enzimas habitualmente vehiculizadas por plásmidos está mediada por el gen rmtA y genes relacionados (rmtB, rmtC, armA). En la actualidad se reconoce como el mecanismo más importante de resistencia a todos los aminoglucósidos parenterales que parece propagarse a nivel mundial139. Se ha demostrado que las mutaciones de la proteína S12 de la subunidad 30S interfieren con la unión de estreptomicina al ribosoma. La resistencia ribosómica a la estreptomicina puede ser una causa importante de resistencia entre los aislamientos enterocócicos140. La resistencia ribosómica a los aminoglucósidos 2-desoxiestreptamina (gentamicina, tobramicina y amikacina) parece poco frecuente y puede requerir múltiples mutaciones, ya que estos aminoglucósidos parecen unirse a diversos sitios de las subunidades 30S y 50S del ribosoma procariótico. La resistencia ribosómica suele asociarse con una disminución de la acumulación intracelular del antimicrobiano141.









Ketólidos


Aunque los ketólidos se han introducido recientemente en la práctica clínica, se han descrito aislamientos clínicos de S. pneumoniae resistente a telitromicina, que se deben a la expresión constitutiva del gen erm, mutaciones en los dominios II y V de los sitios de unión de ARNr 23S y mutaciones en las proteínas ribosómicas L4 y L22142.









Oxazolidinonas


La resistencia a linezolid, la principal oxazolidinona usada en la actualidad en clínica, se ha descrito en aislamientos grampositivos (S. aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, S. epidermidis) como consecuencia de mutaciones puntuales en los genes que codifican el ARNr 23S de la subunidad ribosómica 50S, el principal lugar de unión del antibiótico143. Específicamente, durante la traducción de los ribosomas bacterianos, se inhibe la translocación del peptidil de transferencia de ARN desde el lugar A al P a través de las sustituciones de G por U en posición 2576 o lugares de unión similares en la región de la peptidiltransferasa de ARNr 23S144. En bacteriemia por enterococo resistente a vancomicina (ERV), durante el tratamiento prolongado con linezolid se ha observado la aparición de resistencia145.












Alteración de las dianas precursoras de la pared celular


La vancomicina y otros antibióticos glucopeptídicos, como la teicoplanina, se unen a d-alanina-d-alanina, que está presente en los terminales del péptido original en los precursores de los peptidoglucanos. Las moléculas grandes de glucopéptidos impiden la incorporación de los precursores en la pared celular. La resistencia de los enterococos a la vancomicina se ha clasificado en seis variedades, en función del genotipo, tipo de alteración en el lugar diana y nivel de resistencia a la vancomicina y sensibilidad o resistencia a la teicoplanina (tabla 19-8)146,147.




Tabla 19-8 Resistencia a vancomicina en enterococos y estafilococos


[image: image]




Las cepas de E. faecium y E. faecalis con una resistencia de alto nivel a vancomicina y teicoplanina presentan una resistencia de clase A. La vancomicina o la teicoplanina pueden inducir resistencia en estas cepas. La resistencia de clase A a los glucopéptidos se transfiere por conjugación desde E. faecium a otras bacterias grampositivas148, incluido E. faecalis149, S. pyogenes, S. sanguis y Listeria monocytogenes. El gen vanA en el plásmido codifica una proteína inducible que guarda relación con las ligasas d-alanina-d-alanina que participan en la síntesis de la pared celular en E. coli150. Esta proteína sintetiza los precursores de los peptidoglucanos que tienen un término depsipéptido (d-alanina-d-lactato) en lugar de la d-alanina-d-alanina habitual. El peptidoglucano modificado se une a los antibióticos glucopeptídicos con una menor afinidad, confiriendo resistencia a vancomicina y a teicoplanina151,152.


Las cepas de E. faecium y E. faecalis con resistencia de clase B poseen resistencia a vancomicina que varía de alta (CMI = 1.024 μg/ml) a baja (CMI = 4 μg/ml) y son sensibles a teicoplanina. En estas cepas, la vancomicina, pero no la teicoplanina, puede inducir resistencia a vancomicina y teicoplanina. Los genes que determinan el fenotipo VanB son autotransferibles por conjugación a otras cepas de Enterococcus153,154.


Todos los aislamientos de Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus, y Enterococcus flavescens manifiestan resistencia de bajo nivel a vancomicina y son sensibles a teicoplanina (fenotipo de clase C). La resistencia está mediada por genes cromosómicos conocidos como vanC1, vanC2, o vanC3155. El complejo del gen vanC da lugar a resistencia a vancomicina por la síntesis de un dipéptido alternativo, d-alanina-d-serina, en el que la serina reemplaza a la alanina terminal. Otros genes variantes, conocidos como vanE y vanG, se han detectado en especies enterocócicas y también provocan diversos niveles de resistencia a glucopéptidos (v. tabla 19-8).


Desde 1987, estudios publicados en Estados Unidos y Japón han documentado brotes de S. epidermidis156, S. haemolyticus157 y S. aureus resistentes a vancomicina158. En Estados Unidos el primer aislamiento de S. aureus resistente a vancomicina (SARV) se obtuvo en 2002 de una úlcera del pie en un paciente diabético que recibía hemodiálisis crónica, junto con una cepa ERV de la misma herida159. La secuenciación del ADN reveló genes vanA idénticos en ambos aislamientos y un análisis molecular adicional implicó una transferencia de resistencia mediada por plásmido, a través del gen vanA que codificaba el elemento genético Tn1546, a partir de la cepa de enterococo (ERV) a la cepa SARM sensible a vancomicina obtenida del mismo paciente, lo que la hizo resistente a vancomicina (SARV)159,160.









Alteración de las enzimas diana






β-lactámicos


Los antibióticos β-lactámicos inhiben las bacterias mediante la unión covalente a las PBP de la membrana citoplasmática. Estas proteínas diana catalizan la síntesis del peptidoglucano que forma la pared celular de las bacterias165. Sus alteraciones pueden dar lugar a resistencia antimicrobiana a β-lactámicos166.


En las bacterias grampositivas, la resistencia a antibióticos β-lactámicos puede asociarse con una disminución de la afinidad de las PBP por el antibiótico167 o con un cambio de la cantidad de PBP producida por la bacteria168. En algunos aislamientos clínicos están presentes múltiples mecanismos. Las cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina aisladas en Sudáfrica demostraron varios cambios de las PBP: disminución de la afinidad de algunas PBP, pérdida de otras y aparición de PBP no presentes en las células más sensibles169. Los genes que codifican estas PBP son mosaicos, formados por segmentos procedentes de neumococos sensibles y de estreptococos comensales resistentes170. En S. aureus171-173 y E. faecium174 pueden ser inducibles PBP adicionales (es decir, su producción es estimulada por la exposición del microorganismo al antibiótico β-lactámico). Estas PBP inducibles poseen una menor afinidad por estos antibióticos, lo que las hace menos sensibles a la inhibición por concentraciones bajas del antimicrobiano. Los cambios de los tipos de PBP observados en cepas sensibles y resistentes también se han identificado con especies de estreptococo viridans Streptococcus mitis175.









Meticilina


En S. aureus confiere resistencia a meticilina la expresión del gen mecA, que codifica la PBP2a, una proteína con una baja afinidad por los antibióticos β-lactámicos que confiere resistencia a meticilina, nafcilina, oxacilina y cefalosporinas. El gen mecA es el componente estructural de la cassette génica mec y se inserta en la cassette cromosómica estafilocócica mec de mayor tamaño (SCCmec), que parece adquirirse por transferencia horizontal a partir de especies de Staphylococcus coagulasa-negativos176. Como mínimo, se han descrito cinco tipos diferentes SCCmec de secuencias genéticas y tamaños diversos. Los tipos I a III se detectan en cepas de SARM asociados a la asistencia sanitaria y tienen tendencia a ser de mayor tamaño y multirresistentes. Los tipos IV y V se asocian con cepas de SARM adquirido en la comunidad; tienen tendencia a ser más pequeños y más sensibles a antibióticos diferentes de los β-lactámicos.


La expresión del gen de resistencia a meticilina está controlada por dos componentes reguladores del gen mec, mecR1 y mecI, y los genes de las β-lactamasas, blaI, blaRI y blaZ, que pueden regular a la baja la transcripción mecA. Aunque el gen mecA está presente en todos los aislamientos de SARM, la expresión fenotípica de resistencia a meticilina es más variable. Por ejemplo, los aislamientos de S. aureus que crecen a 32 °C más que a 37 °C tienen más probabilidades de expresar resistencia al antimicrobiano177. La expresión de resistencia parece modificada también por genes auxiliares, como fem y aux, que están presentes en el cromosoma estafilocócico y afectan a diversos pasos en la síntesis de peptidoglucano178,179.


Se ha demostrado que las PBP de las cepas de N. gonorrhoeae, Neisseria meningitidis y H. influenzae resistentes a penicilina, β-lactamasa-negativas poseen una disminución de la afinidad de unión a penicilina180-183. Sus PBP parecen codificadas por genes híbridos que contienen segmentos de ADN extraídos de cepas resistentes de especies relacionadas, de forma similar a los neumococos resistentes a penicilina184. Las mutaciones que dan lugar a la pérdida de las proteínas de la membrana externa pueden asociarse con la adquisición de resistencia a penicilina en cepas de N. gonorrhoeae no productoras de penicilinasa, lo que sugiere que la alteración de la permeabilidad también puede contribuir a la resistencia185. Los cambios de la permeabilidad y la disminución de la afinidad de las PBP son mecanismos detectados conjuntamente en aislamientos clínicos de P. aeruginosa186 y en cepas de H. influenzae187 no productoras de β-lactamasas. Para producir este tipo de resistencia pueden ser necesarias múltiples mutaciones.









Quinolonas


La ADN girasa (también llamada topoisomerasa II bacteriana) es necesaria para que el superenrollamiento del ADN cromosómico en las bacterias lleve a cabo una división celular eficiente188. También se requiere una enzima relacionada, la topoisomerasa IV, para la segregación de los genomas bacterianos en las dos células hija durante la división celular. Estas enzimas consisten en dos subunidades A codificadas por el gen gyrA y dos subunidades B codificadas por el gen gyrB (o parC y parE para la topoisomerasa IV). Aunque la mutación espontánea en el locus gyrA es la causa más habitual de resistencia a múltiples fluoroquinolonas en las bacterias entéricas, las alteraciones de la subunidad B también pueden afectar a la resistencia a estos antimicrobianos. La resistencia a quinolonas puede acontecer como consecuencia de una disminución de la permeabilidad de la pared celular, de la expulsión o del mecanismo de protección enzimática9.


La ADN girasa es el sitio primario de acción de las bacterias gramnegativas, mientras que la topoisomerasa IV es la principal diana de las quinolonas en las bacterias grampositivas, incluido S. aureus. Se han descrito mutaciones en diversos loci cromosómicos que dan lugar a una alteración de las ADN girasas resistentes a ácido nalidíxico y a las fluoroquinolonas más nuevas en enterobacterias y P. aeruginosa189,190. Muchas de estas mutaciones incluyen la sustitución de aminoácidos individuales en la región que determina resistencia a las quinolonas (QRDR; localizada entre los aminoácidos 67 y 106 en la subunidad girasa A), que participa en la generación del complejo ADN girasa-ADN bacteriano191,192. En Japón se puso de relieve que los aislamientos clínicos de C. freundii eran altamente resistentes a las quinolonas más nuevas como consecuencia de alteraciones de la ADN girasa193.


En diversas enterobacterias se ha encontrado resistencia a quinolonas mediada por plásmidos conferida por las proteínas codificadas por qnr que se unen a la ADN A girasa que es la diana del antibiótico y la protegen de la acción de las quinolonas. Aunque la resistencia a fluoroquinolonas asociada a los genes qnr originados por los plásmidos es de bajo nivel, estos genes suelen estar relacionados con otros determinantes de resistencia antibiótica, portados en el mismo elemento móvil, y se han asociado con fenotipos de multirresistencia9,194-196. La otra resistencia a quinolonas derivada de plásmidos, codificada por el gen aac(6′)–Ib cr y derivada por mutación de una enzima modificadora de aminoglucósidos contenida en el plásmido, parece ampliamente diseminada entre aislamientos de E. coli en Estados Unidos y provoca una resistencia de bajo nivel a ciprofloxacino92.









Sulfamidas


Hay dos genes habituales que median la resistencia a sulfamidas en las bacterias patogénicas: sul1 y sul2. Estos genes dan lugar a formas alteradas de la enzima diana de las sulfamidas, la dihidropteroato sintasa (DHPS)197. Esta enzima es esencial para la síntesis de ácido fólico en las bacterias sensibles. Las enzimas alteradas de DHPS mediadas por los genes de resistencia a sulfamidas dejan de unirse a estos antimicrobianos, aunque continúan sintetizando dihidropteroato a partir del sustrato ácido paraaminobenzoico. El gen ubicuo sul1 forma parte de la familia de los integrones de clase I, dando lugar a una resistencia generalizada a las sulfamidas38.









Trimetoprima


La trimetoprima es un potente inhibidor de la dihidrofolatorreductasa (DHFR) bacteriana. Se han descrito muchas enzimas DHFR alteradas con la pérdida de inhibición por trimetoprima a partir de genes, detectados principalmente en plásmidos de resistencia. Estos genes DHFR alterados están muy difundidos en bacterias gramnegativas y se detectan en estafilococos (gen dfrA)198,199.















Protección de los sitios diana






Tetraciclinas


La resistencia a tetraciclinas puede acontecer por un mecanismo que interfiere con la capacidad del antimicrobiano para unirse al ribosoma. El gen de resistencia tetM ubicuo y los determinantes relacionados de resistencia a tetraciclina protegen al ribosoma frente a la acción del antibiótico. No se ha dilucidado el sitio molecular exacto de acción de este mecanismo de resistencia. tetM está dispersado ampliamente en microorganismos grampositivos y en especies de Mycoplasma124, Ureaplasma21, Campylobacter124 y Neisseria20. El gen produce una proteína con una elongación de la actividad de tipo factor que estabiliza las interacciones de transferencia de ARN ribosómico en presencia de moléculas de tetraciclinas.









Fluoroquinolonas


El gen de resistencia antimicrobiana mediada por plásmidos, reconocido recientemente, que media la resistencia a quinolonas parece actuar como un sistema de protección de la diana9. El mecanismo de resistencia parece proteger la ADN girasa frente a la unión a las quinolonas, lo que permite que la bacteria resista sus efectos inhibidores. Cuando este determinante de resistencia de bajo nivel se expresa junto con otro gen de resistencia a quinolonas, como las mutaciones de la ADN girasa, pueden observarse fracasos clínicos de la administración de esta clase de antimicrobiano.












Sobreproducción de dianas






Sulfamidas y trimetoprima


Las sulfamidas compiten con el ácido paraminobenzoico para unirse a la enzima DHPS y detener la generación de pteridinas y ácidos nucleicos. En algunas bacterias, la resistencia a sulfamidas puede estar mediada por la producción excesiva de la enzima sintética de DHPS. El gen responsable de esta enzima es felP, y las cepas de bacterias que producen un exceso de la enzima pueden superar la inhibición de las sulfamidas197. La resistencia a trimetoprima puede acontecer de una forma similar a través de la producción de cantidades excesivas de la enzima a partir del gen cromosómico bacteriano folA198,199.












Evitación de la inhibición antimicrobiana


Otro mecanismo de adquisición de resistencia a antimicrobianos específicos es a través del desarrollo de auxótrofos, que tienen requisitos de factores de crecimiento diferentes de los de la cepa salvaje. Estas mutantes requieren sustratos normalmente sintetizados por las enzimas diana. Si los sustratos están presentes en el entorno, el microorganismo es capaz de crecer a pesar de la inhibición de la enzima sintética. Los enterococos pueden ser auxótrofos del folato, lo que requiere la adquisición ambiental de ácido fólico para su crecimiento. En el proceso pueden llegar a ser intrínsecamente resistentes a los inhibidores del ácido fólico (sulfamidas o trimetoprima). Las bacterias con mutaciones en la enzima timidilato sintetasa pueden conservar su viabilidad pero llegan a ser «timinadependientes». Requieren un aporte exógeno de timidina para sintetizar el timidilato a través de vías de rescate y son muy resistentes a las sulfamidas y a trimetoprima200.









Unión al antibiótico


S. aureus de resistencia intermedia a vancomicina (SAIV) manifiesta excepcionalmente paredes celulares de peptidoglucanos gruesas con un menor número de enlaces cruzados161. La pared celular de algunas cepas contiene precursores no amidados de glutamina que proporcionan un número mayor de sitios falsos de unión al antimicrobiano162,163. Las moléculas del antimicrobiano son absorbidas en estos sitios de unión, lo que impide que el antibiótico alcance su diana y permite que continúe la síntesis de peptidoglucanos en la membrana citoplasmática163. La posibilidad de aumento de brotes de estafilococos resistentes a vancomicina ha propiciado que los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades de Estados Unidos establezcan guías provisionales para mitigar la propagación de este grave problema nosocomial164.


En la tabla 19-9 se proporciona una recopilación de los mecanismos de resistencia más frecuentes usados por los patógenos bacterianos habituales para inhibir las acciones de los antimicrobianos. Dentro de las células bacterianas individuales es cada vez mayor el número de mecanismos que actúan al mismo tiempo. En los apartados siguientes se considera el problema de la expresión de multirresistencia.


Tabla 19-9 Mecanismos de resistencia presentes en los patógenos habituales






	Patógeno

	Fenotipo de resistencia

	Mecanismos principales de resistencia






	Streptococcus pneumoniae

	β-lactámicos

	Alteración de enzimas diana (PBP)






	Macrólidos, lincosamidas, estreptogramina B

	Alteración sitios diana ribosómicos (metilación del residuo adenina en el dominio V de ARNr 23S:ermB); eliminación (mefE)







	Tetraciclinas

	Protección del sitio diana ribosómico (tetM)






	Trimetoprima y sulfamidas

	Alteración de enzimas diana (DHFR):trimetoprima; DHPS sintasa:sul1, sul2 en sulfamidas)






	Fluoroquinolonas

	Alteración de enzimas diana (ADN girasa: mutaciones gyrA; topoisomerasa IV: mutaciones parC







	Staphylococcus aureus

	β-lactámicos: penicilina

	Inhibición enzimática (producción de penicilinasa)






	β-lactámicos: meticilina, oxacilina, nafcilina y cefalosporinas (SARM)

	Alteración de la enzima diana: PBP2a (mecA)






	Glucopéptidos: SAIG

	Alteración dianas precursoras pared celular (la pared celular engrosada se une al antimicrobiano y le impide alcanzar su diana)






	Glucopéptidos: SARG

	Alteración dianas precursoras pared celular (transferencia de genes vanA mediada por plásmidos a partir de ERV, que da lugar a precursores peptidoglucanos d-ala-d-lac)






	Enterococos

	β-lactámicos (ampicilina)

	Alteración de enzimas diana (PBP5 en E. faecium); inhibición enzimática: rara (penicilinasa en E. faecalis)






	Aminoglucósidos

	Mutaciones del sitio diana ribosómico; inhibición enzimática (resistencia de alto nivel: AME)






	Vancomicina

	Alteración dianas precursoras pared celular (resistencia de alto nivel: fenotipos vanA, vanB, vanD; resistencia de bajo nivel: fenotipos vanC, vanE, vanG)






	Linezolid

	Alteración sitios diana ribosómicos (mutación G2576U en el dominio V de ARNr 23S)






	Quinupristina-dalfopristina

	Inhibición enzimática; eliminación (eflujo); modificación de la diana (E. faecium)







	Neisseria gonorrhoeae

	Penicilinas

	NGPP: inhibición enzimática (penicilinasa adquirida a través de plásmidos); NGCR: alteración de enzimas diana (PBP)






	Fluoroquinolonas

	Alteración de enzimas diana (ADN girasa, topoisomerasa IV); eliminación (sistema de eliminación MtrR-CDE)






	Tetraciclinas

	Protección de la diana ribosómica (gen tetM)






	Macrólidos

	Eliminación (eflujo); alteración de las dianas ribosómicas (mutación C2611T en el dominio V de ARNr 23S)






	MDR

	Eliminación (eflujo) (sistema MtrR-CDE: confiere resistencia a penicilina, tetraciclinas y macrólidos)






	Pseudomonas aeruginosa

	β-lactámicos

	Inhibición enzimática (ampC, cefalosporinasas, BLEE, MBL); eliminación activa (MexAB); disminución de la permeabilidad de la membrana externa (pérdida del canal OprD)






	Aminoglucósidos

	Inhibición enzimática (AME); eliminación (MexXY); alteración de las dianas ribosómicas (metilación ribosómica)






	Fluoroquinolonas

	Eliminación (eflujo) (MexAB, CD, EF, XY, GH, VW); alteración de enzimas diana (mutaciones de ADN girasa: gyrA)






	MDR

	Sobreexpresión del sistema de eliminación activo MexA-MexB-OprM (resistencia a quinolonas, tetraciclinas y trimetoprima)






	Acinetobacter baumannii

	β-lactámicos

	Inhibición enzimática (cefalosporinasas ampC, β-lactamasas adquiridas por plásmidos de las familias TEM, SHV, CTX-M, PER y VEB; MBL de las familias IMP, VIM, SIM; y carbapenemasas serina tipo OXA); alteración de enzimas diana (PBP); reducción de la permeabilidad de la membrana externa; bombas de eliminación (eflujo)






	Aminoglucósidos

	Inhibición enzimática (AME); bombas de eliminación (eflujo)






	Quinolonas

	Bombas de expulsión






	Tigeciclina

	Bombas de expulsión






	Stenotrophomonas maltophilia

	β-lactámicos

	Membrana externa impermeable; inhibición enzimática (MBL inducible, L1, L2)






	TMP-SMX

	Alteración de las enzimas diana de sulfamidas (genes sul1, sul2: asociados con plásmidos o integrones de clase 1)






	Fluoroquinolonas

	Alteración de enzimas diana (mutaciones ADN girasa); bombas eliminación (eflujo)






	MDR

	Bombas expulsión MDR (eflujo) (SmeDEF: confiere resistencia a tetraciclinas, eritromicina, cloranfenicol, norfloxacino, ofloxacino)






	Klebsiella pneumoniae

	β-lactámicos

	Inhibición enzimática (expresión constitutiva de penicilinasas; BLEE; KPC carbapenemasas); disminución permeabilidad de la membrana externa






	Fluoroquinolonas

	Alteración de enzimas diana (mutaciones de ADN girasa: gyrA); eliminación (eflujo); protección del sitio diana (genes qnr mediados por plásmidos)






	Aminoglucósidos

	Inhibición enzimática (AME); alteración de las dianas ribosómicas (metilación ribosómica)






	
Bacteroides spp.

	β-lactámicos

	Inhibición enzimática (cefalosporinasas cepA codificadas cromosómicamente; MBL); eliminación (eflujo) (homólogos de las bombas RND); alteración de las dianas de los antimicrobianos (PBP)






	Macrólidos, lincosamidas, estreptogramina B

	Alteración de las dianas ribosómicas






	Tetraciclinas

	Protección de la diana ribosómica (tetQ); eliminación (eflujo)






	Quinolonas

	Alteración de enzimas diana (mutaciones de la ADN girasa: gyrA); eliminación (eflujo)







ala, alanina; AME, aminoglycoside-modifying enzymes (enzimas modificadoras de aminoglucósidos); ARNr, ARN ribosómico; BLEE, β-lactamasa de espectro extendido; DHFR, dihidrofolato reductasa; DHPS, dihidropteroato sintasa; lac, lactato; MBL, metalo-β-lactamasa; MDR, multirresistencia antimicrobiana; NGPP, N. gonorrhoeae productor de penicilinasa; NGRC, N. gonorrhoeae resistente cromosómicamente; PBP, proteína de unión a penicilina; RND, resistance nodulation division (división de la nodulación de resistencia); SAIG, S. aureus de resistencia intermedia a glucopéptidos; SARG, S. aureus resistente a glucopéptidos; SARM, S. aureus resistente a meticilina; TMP-SMX, trimetoprima-sulfametoxazol.









Resistencia a los antimicrobianos más nuevos, más antiguos y diversos


En la tabla 19-10 se resumen los principales mecanismos de resistencia antimicrobiana a los antibióticos más nuevos y a antimicrobianos como la polimixina B y moléculas relacionadas, que han suscitado un interés renovado como respuesta a la progresiva resistencia. La oxazolidinona linezolid es un inhibidor de la iniciación de la traducción bacteriana y ha demostrado su utilidad en el tratamiento de las infecciones bacterianas grampositivas, en particular las que expresan resistencia a los antibióticos de referencia, como SARM, S. aureus resistente a glucopéptidos (SARG) y ERV. La resistencia se relaciona sobre todo con mutaciones del sitio de unión a ARNr del antimicrobiano144,145,201. Los mecanismos de expulsión también pueden contribuir a la disminución de la actividad del linezolid en algunas especies bacterianas202.




Tabla 19-10 Mecanismos de resistencia a antimicrobianos más nuevos, más antiguos y otros
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La polimixina es un antibiótico peptídico catiónico que altera la permeabilidad de la membrana externa de las bacterias gramnegativas. Su administración se ha reactivado a la luz del número limitado de opciones terapéuticas disponibles para tratar los bacilos multirresistentes. La resistencia es atribuible a la unión del antimicrobiano a la cápsula polisacárida203 o a alteraciones de la afinidad de unión a la diana de la polimixina B, el lípido de la membrana externa204.


Hoy día, la daptomicina, un lipopéptido, se usa ampliamente para tratar las infecciones por SARM y SARG. El antimicrobiano induce cambios de la permeabilidad y la pérdida de potasio intracelular en bacterias grampositivas sensibles. A menudo la resistencia se asocia con una pared celular anormalmente gruesa, característica de las cepas SAIV205,206. La acumulación de mutaciones, en especial con el gen mprF (que codifica la lisilfosfatidilglicerol sintetasa), indica que las alteraciones en los sitios potenciales de unión de la membrana celular explican la disminución de la actividad de este antimicrobiano207.


La tigeciclina es un antibiótico glicilciclina con un mecanismo de acción similar al de las tetraciclinas pero con una resistencia destacada a muchos de los mecanismos de resistencia de referencia de las tetraciclinas. Pruebas recientes indican que en algunos bacilos gramnegativos multirresistentes se expresan bombas de expulsión poco comunes208-210. La resistencia a metronidazol guarda relación con la pérdida de actividad de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducida (NADPH) nitrorreductasa a través de mutaciones del gen sintético rdxA. Esta actividad enzimática es esencial para convertir el metronidazol en su metabolito activo211. En la tabla 19-10 se resumen estos mecanismos.
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Las bacterias pueden expresar más de un mecanismo de resistencia antimicrobiana, dando lugar a fenotipos de multirresistencia o incluso de panresistencia. Por ejemplo, el análisis molecular de los aislamientos de P. aeruginosa a partir de un brote nosocomial acontecido en Bélgica reveló la convergencia de diversas estrategias de resistencia antimicrobiana: 1) sobreexpresión de β-lactamasas cromosómicas AmpC que confieren resistencia a múltiples antibióticos β-lactámicos; 2) pérdida mutacional de la porina OprD, que confiere resistencia a imipenem, y 3) regulación al alza del sistema de expulsión MexXY (un miembro de la familia RND), que saca fluoroquinolonas, tetraciclinas, aminoglucósidos y β-lactámicos antipseudomonas212.


En general, en las bacterias gramnegativas la multirresistencia antimicrobiana suele iniciarse con la permeabilidad relativamente limitada de la membrana externa a muchos antibióticos, junto con la sobreexpresión de bombas de expulsión de multirresistencia antimicrobiana que pueden sacar múltiples antibióticos no relacionados213. Además, mediante la reducción de la concentración intracelular del antimicrobiano a valores inferiores a la CMI necesaria para la muerte bacteriana, los mecanismos de expulsión permiten la supervivencia de las bacterias durante períodos más prolongados, facilitando la acumulación de mutaciones de resistencia a nuevos antibióticos (p. ej., las que codifican las dianas de la topoisomerasa IV o ADN girasa, lo que hace que las fluoroquinolonas sean ineficaces)214.


Las bombas de expulsión de multirresistencia antimicrobiana clínicamente importantes pertenecen a varias familias diferentes: 1) la familia de división de la nodulación de resistencia (RND); 2) la superfamilia facilitadora mayor (MFS); 3) la familia estafilocócica de multirresistencia antimicrobiana (SMR), y 4) la familia de extrusión combinada de multirresistencia antimicrobiana y tóxica (MATE). Estas bombas de expulsión están difundidas entre los procariotas (fig. 19-5) y son responsables de la salida de sustancias tóxicas, lo que permite la supervivencia en entornos nocivos (p. ej., la vía biliar para las bacterias entéricas)215. También pueden desempeñar un papel en la mediación de la adhesión bacteriana a los tejidos del huésped y la salida de los determinantes de virulencia, como se ha descrito para P. aeruginosa216.
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Figura 19-5 Modelo estructural propuesto para la bomba de expulsión AcrAB-TolC en la multirresistencia antimicrobiana de Escherichia coli.


El sistema es el transportador resistance-nodulation-division (RND, división de la nodulación de resistencia) más importante en E. coli y está formado por tres elementos interconectados: 1) transportador AcrB transmembrana, que protruye desde la membrana interna en el periplasma; 2) el canal TolC de la membrana interna, que, desde el periplasma, llega a la membrana externa, proporcionando la vía de salida para los sustratos en el medio extracelular, y 3) la proteína accesoria periplasmática AcrA, que estabiliza el complejo. La bomba reconoce una amplia variedad de sustratos, incluidos los solventes orgánicos hidrófobos y los lípidos, al igual que antimicrobianos aniónicos, catiónicos y zwitteriónicos, deparando un fenotipo de multirresistencia antimicrobiana.


(Adaptada con autorización de Lomovoskaya O, Zgurskaya HI, Totrov M, Watkins WJ. Waltzing transporters and «the dance macabre» between humans and bacteria. Nat Rev Drug Discov. 2007;6:56-65.)





Las bacterias también pueden adquirir multirresistencia antimicrobiana a través de la transferencia secuencial de múltiples determinantes de resistencia localizados en los elementos genéticos móviles. Por ejemplo, los transposones conjugativos, como Tn916, que confieren resistencia a tetraciclinas y cloranfenicol, pueden propagarse fácilmente entre especies bacterianas217. Con frecuencia, los transposones coexisten con otros elementos genéticos, como los plásmidos, que pueden ser portadores de determinantes adicionales de resistencia antimicrobiana. Por ejemplo, en un brote de infección por E. coli acontecido en Toronto, el análisis del gen bla(CTX-15), que codifica un plásmido y es responsable de la resistencia a cefalosporinas de espectro extendido, reveló la presencia de múltiples transposones y numerosos genes de resistencia, como bla(OXA-1), bla(TEM-1), tetA y los genes aac(6′)–Ib y aac(3)–II de resistencia a aminoglucósidos que codifican una extensa región de multirresistencia antimicrobiana218. La capacidad de las bacterias para capturar múltiples genes de resistencia antimicrobiana se ilustra con más detalle por los integrones de resistencia, que pueden insertar cassettes génicas de resistencia en el sitio de integración attI y, con frecuencia, están presentes en transposones portados en plásmidos con un potencial recombinante en apariencia infinito219.
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Aunque la aparición de bacterias resistentes a antimicrobianos se ha correlacionado con el aumento y la disminución del uso de antibióticos específicos en la práctica clínica, el nexo de causalidad no siempre es claro220,221. Las cepas bacterianas contienen agregaciones complejas de genes que pueden estar ligados. El uso de un antibiótico puede seleccionarse por la aparición de resistencia a otro. Los elementos genéticos móviles y las cassettes de integrones que evolucionan rápidamente con múltiples genes de resistencia antimicrobiana dotan a las bacterias de una notable capacidad de resistencia222. Aunque el desarrollo de resistencia antimicrobiana puede ser inevitable, el ritmo al que aparece puede reducirse mediante la administración racional de antibióticos29.


La mayor accesibilidad de los ordenadores y la capacidad para rastrear los genes de resistencia con técnicas moleculares han aumentado la comprensión e identificación de la propagación de la resistencia antimicrobiana. Con una vigilancia informatizada apropiada, un laboratorio hospitalario puede detectar rápidamente la aparición de un tipo nuevo de resistencia o la presencia de una cepa nueva en una unidad específica o una población de pacientes. Las técnicas, como los análisis de digestión de endonucleasas de restricción de los genomas microbianos y las sondas genéticas de los genes de resistencia mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), permiten confirmar la presencia de nuevos genes en el entorno. Esta información puede correlacionarse con variables fenotípicas determinadas por el sistema de vigilancia de microbiología clínica (fig. 19-6). La utilización de técnicas moleculares mejora considerablemente los datos de vigilancia, ya quelos grandes conjuntos de datos pueden eclipsar los cambios sutiles («miniepidemias») que pueden ser más subsidiarios de la instauración de medidas estrictas de control de la infección.
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Figura 19-6 A, Gel de agarosa de plásmidos EcoRI digeridos derivados de cuatro aislamientos que contienen un plásmido de resistencia nosocomial a trimetoprima (denominado pBWH10) procedente de un hospital de Boston (carriles 1-4). Se muestra otro plásmido de resistencia nosocomial del mismo hospital que no contiene genes de resistencia a trimetoprima (carril 5) y uno en los que están presentes plásmidos de resistencia y sensibilidad a trimetoprima en el mismo aislamiento (carril 6). B, Para mostrar que las «huellas» de los plásmidos de resistencia a trimetoprima en los carriles 1-4 y 6 contienen el mismo gen, se realizó una hibridación ADN-ADN de los mismos seis plásmidos con una sonda de dihidrofolato reductasa de tipo II. La sonda y los análisis con endonucleasas de restricción contribuyeron a indicar la localización y la homología genética de este gen de resistencia a trimetoprima.




Algunas cepas bacterianas tienen una capacidad de hipermutación en condiciones de estrés, aumentando el riesgo de adquisición de mutaciones de resistencia223,224. Puesto que los microorganismos procarióticos contribuyen a una «reserva génica» común, los genes favorables que median la resistencia antimicrobiana pueden propagarse entre poblaciones bacterianas. En menos de una década, los fármacos de uso reciente y de bajo coste como trimetoprima han pasado a ser desde muy eficaces en el tratamiento de la disentería en los países en desarrollo a no utilizables en estas regiones225. La aparición de otros microorganismos multirresistentes ha tenido importancia clínica en el tratamiento de las infecciones tanto comunitarias como nosocomiales.


En Japón y Estados Unidos, las publicaciones sobre SARV sugieren que los patógenos invasivos habituales pueden llegar a ser resistentes a cualquier antimicrobiano en el futuro29. Las políticas racionales de uso de antibióticos sugieren la reducción del uso innecesario de antibióticos en situaciones como la ganadería. La relación causal entre el uso de antibióticos para favorecer el crecimiento y el aumento de resistencia en los patógenos para el ser humano ha sido motivo de controversia226, pero las pruebas más recientes demuestran que a través del consumo de alimentos es posible la transferencia de genes de resistencia227-229.


Los descubrimientos de nuevos fármacos han permitido a los médicos adelantarse a los patógenos bacterianos. Sin embargo, la rápida evolución de resistencia ha limitado la duración de la eficacia de antimicrobianos específicos frente a ciertos patógenos. La mejor esperanza para el futuro es el desarrollo de una mayor compresión sobre cómo se propaga la resistencia antimicrobiana, el uso inteligente y desarrollo de mejores vacunas bacterianas y la instauración de estrategias efectivas de control de las infecciones230. Los antimicrobianos más nuevos han producido un impacto sustancial en la disminución de las tasas de morbilidad y mortalidad durante los últimos 50 años. Es necesario ampliar nuestra vigilancia de los determinantes de resistencia antimicrobiana y ser prudentes en la dispensación de antibióticos para aumentar al máximo su eficacia continuada.
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20 Farmacocinética y farmacodinámica de los medicamentos antiinfecciosos
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La farmacología es el conocimiento básico de un compuesto en función de su historia, su origen, sus propiedades físicas y químicas, su composición, sus efectos bioquímicos y fisiológicos, sus mecanismos de acción y resistencia, su absorción, distribución, metabolismo, excreción y sus usos tanto terapéuticos como otros1. La farmacocinética abarca todas las formas en las que el cuerpo manipula un fármaco e incluye la absorción, la distribución, el metabolismo y la excreción. La farmacodinámica describe los efectos bioquímicos y fisiológicos del fármaco y su mecanismo de acción (fig. 20-1). Los términos definidos en este capítulo se resumen en la tabla 20-1.
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Figura 20-1 Visión general de la interacción de la farmacocinética y farmacodinámica de los fármacos antiinfecciosos.


(De Craig WA. Pharmacokinetic/pharmacodynamic parameters: Rationale for antibacterial dosing of mice and men. Clin Infect Dis. 1998;26:1-12.)





Tabla 20-1 Referencia rápida de abreviaturas farmacológicas y sus definiciones






	Tipo de término

	Abreviatura

	Definición






	Farmacocinética






	Absorción

	F

	Biodisponibilidad; biodisponibilidad absoluta






	 

	Ka

	Constante de la velocidad de absorción






	Distribución

	Vd


	Volumen de distribución






	 

	Vd/F

	Volumen de distribución aparente






	 

	Vee


	Volumen de distribución en el equilibrio estacionario






	 

	Vee/F

	Volumen de distribución aparente en el equilibrio estacionario






	 

	CLD


	Aclaramiento distributivo






	 

	CLD/F

	Aclaramiento distributivo aparente






	Metabolismo

	Km

	Concentración del fármaco en la cual la velocidad a la que el sistema enzimático puede metabolizar un fármaco es la mitad de Vm (metabolismo del tipo Michaelis-Menten [metabolismo saturable])






	 

	Vm

	Máxima capacidad metabólica (metabolismo del tipo Michaelis-Menten [mecanismo saturable])






	 

	CYP

	Sistemas enzimáticos del citocromo P-450






	Eliminación

	CLr


	Aclaramiento renal






	 

	CLnr


	Aclaramiento no renal






	 

	CLnr/F

	Aclaramiento oral no renal






	 

	CLT


	Aclaramiento total






	 

	CLT/F

	Aclaramiento oral total






	 

	T1/2


	Semivida






	Farmacodinámica






	 

	CMI90


	Concentración mínima inhibitoria para el 90% de los aislados






	 

	CE50


	Concentración efectiva para el 50% de los aislados






	 

	CPM

	Concentración de prevención de mutaciones






	 

	VSM

	Ventana de selección de mutaciones






	 

	CI50


	Concentración inhibitoria del 50% de los aislados






	 

	Cmáx/CMI

	Relación entre el pico sérico de antimicrobiano y la CMI (bactericidas dependientes de concentración)






	 

	AUC/CMI

	Relación entre el área bajo la curva de concentración frente al tiempo de 24 horas y la CMI






	 

	ABIC

	Área bajo la curva de inhibición de 24 horas






	 

	T1/2


	Semivida






	 

	T > CMI

	Tiempo en el que las concentraciones séricas del antimicrobiano están por encima de la CMI del microorganismo (bactericidas dependientes del tiempo)






	 

	TSB

	Título (concentración) sérico bactericida






	 

	CoI

	Cociente inhibitorio = relación entre la concentración plasmática aproximada y la CI50







	 

	EPA

	Efecto postantibiótico
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Modelos farmacocinéticos


La información sobre la farmacocinética de un fármaco puede analizarse por métodos compartimentales o no compartimentales. Con estos últimos no se hacen suposiciones sobre la distribución fisiológica o la eliminación de un fármaco. El análisis no compartimental simplemente sirve como descripción del comportamiento del fármaco en los líquidos biológicos, sobre todo en el suero o plasma. El análisis compartimental ofrece la posibilidad de ampliar el conocimiento del fármaco al proporcionar una mayor comprensión sobre su distribución fisiológica y las posibles vías de eliminación. Estas últimas pueden ser lineales, como la eliminación renal, o no lineales, como la hepática. El análisis compartimental puede compensar mejor los errores de los métodos de investigación (es decir, errores de muestreo, pérdida de valores) y es más susceptible para el análisis poblacional, en el que se incorpora al análisis la información previa sobre el comportamiento farmacocinético y farmacodinámico de un fármaco en la población destinataria.


El modelo compartimental requiere la exploración de varios modelos candidatos (p. ej., modelo de un compartimento, modelo de dos compartimentos), que pueden seleccionarse inicialmente tras inspección visual de la representación gráfica de la concentración del fármaco frente al tiempo, pero en último extremo está definido por recomendaciones estadísticas. Todos los modelos se definen mediante una combinación de parámetros en función de la vía de administración, los líquidos biológicos recogidos, los análisis químicos realizados y otros factores. El modelo que minimice el error estadístico en el ajuste a una curva se seleccionará en último término como modelo definitivo. En los siguientes apartados se describen los parámetros más empleados en los modelos asociados con la literatura acerca de la farmacocinética.









Absorción


La absorción de un fármaco a la circulación sistémica se produce en cualquier lugar donde se administra excepto cuando se administra directamente en un compartimento de un líquido fisiológico (p. ej., torrente sanguíneo, líquido cefalorraquídeo). Esta definición incluye la administración intramuscular, subcutánea o tópica y la absorción en el aparato gastrointestinal tras la administración oral, rectal o por sonda. La cantidad de fármaco que llega a la circulación sistémica se expresa como un porcentaje de la cantidad total que podría haberse absorbido. Este porcentaje se define como la biodisponibilidad del fármaco, descrita con frecuencia en la literatura con el término F. También puede denominarse biodisponibilidad absoluta, un valor más exacto que se determina mediante comparación directa de una forma intravenosa del fármaco administrada por vía extravascular. Por definición, la mayoría (pero no todas) de las formas intravenosas de un fármaco tiene una biodisponibilidad del 100%, ya que toda la dosis administrada entra en el torrente sanguíneo. Los fármacos que no tienen una biodisponibilidad de 100% por vía intravenosa son con frecuencia ésteres que requieren ser escindidos para su activación para eliminar la forma éster del fármaco antes de que pueda ser activado (generalmente mediante eliminación renal). Otros muchos valores farmacocinéticos dependen de la biodisponibilidad (p. ej., aclaramiento, volumen de distribución) de los fármacos que requieren su absorción.


La absorción es un proceso dinámico. En función de la forma de administración, la absorción de un fármaco y su biodisponibilidad pueden variar. La absorción oral puede ser saturable o no saturable, con factores como la degradación por ácidos en el intestino, el metabolismo por enzimas metabolizadoras del fármaco en el intestino, transportadores de salida como la inhibición de la absorción por parte de la glucoproteína p o la solubilidad dependiente de la concentración que determina la velocidad y el grado de la absorción. Otros factores que pueden afectar a la absorción y la biodisponibilidad son las interacciones farmacológicas con otros compuestos o con alimentos que pueden unirse al fármaco y evitar su absorción o una enfermedad que pueda afectar de forma adversa al lugar de la absorción (es decir, la diarrea, los parásitos, el íleo, la colitis ulcerosa).


En cualquier caso, la velocidad a la que el fármaco se absorbe se denomina constante de la velocidad de absorción (Ka).


Un factor con frecuencia asociado a una disminución de la biodisponibilidad de un fármaco (es decir, la cantidad que llega a la circulación sistémica) es el efecto de primer paso. Los fármacos que se absorben en el intestino delgado pueden verse afectados por el efecto de primer paso hepático porque la circulación que drena estos lugares (la circulación venosa porta) pasa a través del hígado inmediatamente. Los fármacos administrados por otras vías (p. ej., rectal [variable], intramuscular, intravenosa) no suelen asociarse a este efecto y su biodisponibilidad puede ser mayor ya que no se ven afectadas de inmediato por la capacidad metabólica del hígado.
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Por lo general, la distribución de un fármaco se describe por el volumen de distribución (Vd o Vd/F). Este volumen de distribución no es un volumen real o fisiológico, sino más bien un valor que relaciona la concentración del fármaco en el sistema con la cantidad de fármaco presente en el mismo. Los factores que alteran el volumen de distribución son la liposolubilidad, el coeficiente de partición del fármaco entre los diferentes tipos de tejidos, el flujo sanguíneo a los tejidos, el pH y la unión a material biológico (p. ej., proteínas plasmáticas, componentes celulares)2.


Los fármacos con volúmenes pequeños de distribución tienen una distribución limitada, mientras que aquéllos con volúmenes grandes se distribuyen de forma extensa por todo el organismo. Un fármaco con un volumen de distribución de 5 l en un adulto se restringiría al sistema circulatorio. Si dicho volumen es de 10-20 l, el fármaco se distribuye en los compartimentos extracelulares; de 25-30 l, estará implicada la distribución intracelular. Los volúmenes de distribución de alrededor de 40 l sugieren una distribución en todo el líquido corporal. En circunstancias poco habituales, estos volúmenes pueden medirse en cientos o incluso miles de litros, lo que sugiere un depósito en los tejidos «profundos» en los compartimentos periféricos (p. ej., grasa) o una intensa unión a estructuras biológicas (p. ej., proteínas tisulares, orgánelos). Cuando se alcanza un equilibrio estacionario tras la administración de varias dosis de un medicamento, el volumen total de distribución se denomina Vee y representa la suma de los volúmenes de distribución de cada uno de los compartimentos fisiológicos identificados.


Tras la administración intravenosa de un fármaco, la concentración alcanza con rapidez un máximo antes de comenzar a disminuir. La distribución y la eliminación son dos factores que afectan a la importancia de la concentración máxima y la velocidad de disminución. Por lo general, la distribución se completa antes que la eliminación. Esta situación produce dos fases en la gráfica de la concentración frente al tiempo (fig. 20-2). La primera fase, o fase α, suele ser corta y representa la mezcla del fármaco en el sistema circulatorio y su distribución a los tejidos de equilibrio rápido. La segunda, o fase β, generalmente refleja la eliminación terminal y es la fase a partir de la cual se calcula la semivida terminal (T1/2). En ocasiones se observan más de dos fases, lo que suele indicar una posterior distribución a los tejidos de equilibrio lento. La comprensión de estos dos parámetros es importante cuando se aplica la farmacocinética a la monitorización terapéutica de un fármaco. Un ejemplo son los aminoglucósidos. Se han elaborado nomogramas y reglas para ayudar a la dosificación cuando se utiliza el tratamiento de dosis única diaria, aunque se idearon a partir de suposiciones sobre la distribución de los fármacos a dosis más bajas. Con el uso de dosis más elevadas de aminoglucósidos, el tiempo de distribución está aumentado y por tanto muchos nomogramas y reglas habituales para la dosificación de estos fármacos una vez al día son erróneos porque las suposiciones originales no son aplicables a las dosis elevadas3.
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Figura 20-2 Ejemplo gráfico del perfil de la concentración sérica frente al tiempo de dos fases o dos compartimentos de un fármaco típico durante las fases de absorción-perfusión, distribución y eliminación.




La velocidad a la que el fármaco se desplaza de la sangre a los tejidos se describe en el aclaramiento distributivo (CLD o CLD/F). Al igual que el aclaramiento corporal total describe el volumen de sangre del que el fármaco se elimina por unidad de tiempo, el aclaramiento distributivo describe el volumen de sangre del cual el fármaco se transfiere a un tejido o compartimento por unidad de tiempo. Es un proceso bidireccional que refleja el equilibrio en el movimiento de la sangre al tejido y de éste a la sangre. Cuando el fármaco se encuentra en un compartimento tisular, la concentración local tisular depende de la cantidad de fármaco en el tejido y el volumen tisular de distribución, también conocido como volumen del compartimento periférico (Vp). Estos volúmenes sólo pueden estimarse mediante modelos matemáticos porque por lo general es imposible recoger muestras biológicas de compartimentos periféricos y calcular en ellos la concentración del fármaco.


Muchos fármacos se ligan a las proteínas plasmáticas, en especial a la albúmina o a las glucoproteínas ácidas α1. De forma similar a otras clases de fármacos, los antimicrobianos pueden unirse a las proteínas en grado variable. En teoría, la unión a proteínas es una consideración importante para los antimicrobianos porque sólo la fracción no ligada está disponible para ejercer su actividad4. Sin embargo, los cambios en la fracción no ligada del fármaco no conducen a variaciones significativas en la concentración libre del mismo a causa de diferentes procesos de equilibrio. Aunque los cambios en la unión a proteínas pueden alterar el comportamiento farmacocinético de un antimicrobiano, es improbable que se produzcan cambios sustanciales en la farmacodinámica5.






Metabolismo y biotransformación


Los fármacos y otros compuestos se metabolizan a través de varias reacciones. Aunque siempre se había creído que el metabolismo de los fármacos se producía en el hígado, otros órganos tienen también esta capacidad.


Dado que el metabolismo de los fármacos requiere la presencia de enzimas, se pueden aplicar los principios de Michaelis y Menten. Éstos demostraron hace alrededor de 90 años que los sistemas enzimáticos tienen una capacidad finita para metabolizar los sustratos. Aunque todas las rutas del metabolismo de fármacos son saturables, si las dosis y las concentraciones en el lugar donde se realiza no superan la velocidad máxima de metabolismo (Vmáx), el sistema metabólico parece seguir una farmacocinética lineal. Si la dosis supera la cantidad que puede metabolizarse, el fármaco se acumula y se producen concentraciones plasmáticas y tisulares elevadas. Estas concentraciones tan elevadas pueden producir efectos secundarios tóxicos. Si se administra una dosis diaria menor de la que el organismo puede eliminar, se encontrarán concentraciones bajas. Esta cinética dependiente de la dosis (también llamada de Michaelis-Menten, de orden cero o cinética de saturación) significa que cuando se alcanza la saturación de la capacidad para metabolizar o, de otra forma, eliminar el fármaco en un período de 24 horas, pequeños incrementos de dosis pueden producir aumentos grandes y desproporcionados en las concentraciones séricas. Por el contrario, si una dosis diaria es superior a lo que puede metabolizarse en 24 horas y produce unas concentraciones séricas elevadas, pequeñas reducciones en la dosis pueden causar grandes disminuciones de la concentración sérica.


Las reacciones del metabolismo de los fármacos se clasifican en reacciones de fase I y de fase II. Las reacciones de fase I pueden inactivar, activar o convertir un sustrato activo en otro sustrato activo con una actividad superior, inferior o equivalente a la del compuesto inicial. Por lo general, estas reacciones inactivan el sustrato, y el compuesto resultante es más polar que el inicial, lo que facilita su eliminación del organismo. Entre las reacciones de fase I se incluyen la desalquilación, la hidroxilación, la oxidación y la desaminación. Generalmente, el sistema del citocromo P-450 es el responsable de las reacciones de fase I.


Las reacciones de fase II implican la conjugación del compuesto inicial con moléculas más grandes, lo que aumenta su polaridad y lo prepara para su eliminación. Aunque por lo general inactivan el compuesto inicial, en ocasiones la conjugación aumenta la potencia del mismo. Cuando los compuestos conjugados se secretan al intestino puede producirse una escisión enzimática con liberación y reabsorción del compuesto activo inicial, fenómeno denominado recirculación enterohepática. Entre las reacciones de conjugación se incluyen la glucoronidación, la sulfuración y la acetilación.









Sistema del citocromo P-450


Generalmente, las reacciones de fase I están bajo el control del sistema del citocromo P-450 (CYP). Las enzimas CYP son proteínas que contienen un grupo hemo que se localizan en el retículo endoplasmático de varios tipos celulares, sobre todo en el hígado. Están controladas por una superfamilia de genes que se clasifican en familias en función de sus secuencias de aminoácidos. Cada familia se divide después en subfamilias. El término CYP3A4 designa las enzimas (CYP) de mamíferos de la familia 3, subfamilia A, gen 4. Se han encontrado catorce familias de CYP en mamíferos, con 26 subfamilias, de las cuales 20 se han secuenciado en el genoma humano. En la actualidad existen datos para describir 33 enzimas CYP humanas en 20 familias6.


Las enzimas CYP están afectadas por muchos factores que estimulan o inhiben su capacidad para metabolizar los fármacos. Se ha demostrado que los factores genéticos dan lugar a un fenómeno denominado polimorfismo. Dicho de forma simple, el polimorfismo significa que la capacidad de cada individuo determinada a nivel genético para metabolizar el sustrato del CYP es variable. Para algunas enzimas CYP, como la CYP2D6, en una población existen distintos patrones de metabolización «escasa» y «amplia»; en la raza blanca, el 4-6% presenta metabolización escasa y en el resto es amplia. Las CYP como por ejemplo CYP2C9, CYP2C19, CYP2A6 y CY2B6 también muestran polimorfismo genético. Estas CYP son importantes en el metabolismo de los fármacos. Se han descubierto polimorfismos genéticos en otras CYP, como la CYP3A, aunque su significado sigue siendo confuso. Estos fenómenos tienen importantes implicaciones para los fármacos antiinfecciosos, en los que la eficacia contra los microorganismos causantes de la infección y la toxicidad en el hospedador está determinada por la farmacocinética del fármaco y su consiguiente efecto farmacodinámico.


Entre otros factores que se han investigado por sus efectos sobre las enzimas CYP se incluyen el sexo, la enfermedad, la edad y el ciclo menstrual. En general, no se han observado diferencias clínicamente significativas relacionadas con el sexo y el ciclo menstrual (es decir, la fase folicular media frente a la fase lútea media). Los efectos de la edad y de la enfermedad no están claros. En las infecciones, las citocinas liberadas durante la infección aguda pueden inhibir la actividad CYP. Este puede ser el caso en las infecciones agudas y crónicas, como la producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o en las infecciones de los pacientes ingresados en el hospital7.


Desde el punto de vista clínico, los efectos de los fármacos, los alimentos, la enfermedad y las plantas medicinales sobre el sistema CYP pueden traducirse en inhibición, activación o inducción del metabolismo. La inducción de CYP conlleva un aumento de la producción de la proteína y el consiguiente incremento de la capacidad para metabolizar compuestos específicos. Un ejemplo es la inducción de la CYP3A por la rifampicina con el consiguiente aumento en el metabolismo de los inhibidores de la proteasa. Muchos inductores de las enzimas CYP también inducen reacciones de conjugación de fase II y la aparición de transportadores. Además, se ha descrito un fenómeno denominado activación alostérica de las enzimas metabolizadoras de fármacos. En la actualidad, no está claro si los inductores clásicos de estas enzimas producen también activación alostérica para aumentar la eficacia de las mismas. La consecuencia del aumento del metabolismo del sustrato al aplicarse al tratamiento antiinfeccioso es el desarrollo de resistencias.


La inhibición de la actividad de CYP se produce mediante la reducción de la producción de enzimas o la competición por su sustrato. Por lo general, las personas con una mayor actividad enzimática muestran una mayor inhibición del sistema CYP en presencia de un fármaco inhibidor que aquéllas con menor actividad. La inhibición enzimática puede producir un aumento del efecto farmacodinámico, con un potencial no sólo de mayor eficacia, sino también de mayor toxicidad. Este proceso inhibitorio puede emplearse de forma ventajosa según el contexto clínico. Es posible emplear ritonavir para disminuir la actividad de CYP3A en el intestino, lo que permitiría una absorción mayor de otros inhibidores de proteasa como tipranavir y darunavir (al reducirse el efecto del primer paso) y una reducción del coste global del tratamiento. A nivel clínico, la combinación de ritonavir y lopinavir se ha comercializado para aprovechar las ventajas de esta interacción farmacológica beneficiosa.


Mediante el estudio del genotipo y el fenotipo se ha realizado una cuantificación de la actividad CYP. Al analizar el genotipo se pueden identificar los alelos presentes en el ADN de un paciente, a partir de lo cual se puede predecir la actividad CYP determinada a nivel genético. Dado que esta actividad también se ve afectada por influencias exógenas (p. ej., fármacos, contaminantes ambientales, humo de cigarrillos), se ha demostrado que la determinación del fenotipo es más prometedora para determinar la actividad CYP individual. Se administra un fármaco relativamente inocuo en dosis única a un individuo y se realizan análisis de orina, de sangre o de aliento. Estas técnicas, aunque todavía están siendo desarrolladas, están empezando a utilizarse en la clínica en un intento de optimizar las dosis de los fármacos. El análisis del fenotipo de muchas enzimas metabolizadoras de fármacos puede realizarse de forma simultánea mediante una mezcla de varios fármacos8.


Hasta la fecha, se ha demostrado que en la mayoría de los fármacos que se metabolizan mediante enzimas de fase I, éstos son cinco CYP principales. En orden decreciente de potencia son CYP3A, CYP2D6, CYP2C, CYP1A2 y CYP2E1. Aunque un análisis completo del sistema CYP está fuera del objetivo de este capítulo, muchos de los nuevos antiinfecciosos, en especial los fármacos antirretrovirales, pueden inducir o inhibir las enzimas CYP y, en muchos casos, son sustratos de ellas y se ven afectados por los cambios en la actividad de las mismas. Es importante una comprensión integral del sistema CYP para optimizar la eficacia y minimizar la toxicidad de estos fármacos.


Como se ha mencionado, el hígado no es el único lugar del organismo en el que existe metabolismo. El metabolismo y la destoxificación de las sustancias extrañas pueden producirse en la mayoría de los órganos del cuerpo









Eliminación


La eliminación de una sustancia del organismo se produce mediante dos mecanismos principales. El aclaramiento renal (CLr) describe la velocidad por la que el cuerpo elimina una sustancia a través de los riñones, por varios métodos, como la filtración glomerular, la secreción tubular (un mecanismo dependiente de energía) y la difusión pasiva. Los diferentes compuestos se eliminan mediante uno o más de estos procesos y el grado en el que uno de ellos se utiliza puede depender de la saturación de otros por parte del compuesto. La secreción tubular renal es un proceso saturable y puede existir una farmacocinética dependiente de la dosis en las sustancias que se someten a secreción tubular como principal vía de eliminación. Estudios recientes sugieren que los transportadores como la glucoproteína P desempeñan una función importante en la secreción tubular de algunos fármacos. La eliminación mediante un proceso de diálisis (hemodiálisis o diálisis peritoneal) también puede considerarse una eliminación renal porque estos procesos actúan como un riñón artificial.


El aclaramiento no renal (CLnr o CLnr/F) es un término genérico que describe la suma de las vías de aclaramiento que no implican a los riñones. En estos mecanismos pueden participar vías biliares (p. ej., la ceftriaxona) o el intestino (p. ej., la azitromicina). Otros mecanismos poco frecuentes son la eliminación del alcohol a través de la piel y los pulmones (respiración) y la ionización, la quelación del ADN y la inactivación de los aminoglucósidos por el esputo en los pacientes con fibrosis quística con eliminación a través de la expectoración.


Las tasas de aclaramiento renal y no renal se combinan para determinar la velocidad a la que un fármaco se elimina del organismo, conocida como aclaramiento corporal total (CLT o CLT/F para el aclaramiento oral total). El aclaramiento también afecta a la semivida. La semivida de un compuesto es el tiempo requerido para que su concentración sanguínea disminuya a la mitad. Este tiempo puede ser de minutos, días o más. La mayoría de los farmacólogos considera que se ha alcanzado una concentración en equilibrio estacionario cuando el paciente ha tomado el fármaco durante un período equivalente al menos a 5-7 semividas (p. ej., 5-7 días para un fármaco con una semivida de 24 horas). De forma similar, se considera que un fármaco se ha eliminado casi del todo cuando ha transcurrido el intervalo de 5-7 semividas desde la última dosis del fármaco. Las semividas varían de un paciente a otro y con frecuencia se indican en forma de intervalos. Los cambios en la función de los órganos diana o en la unión a proteínas también pueden alterar la semivida de un fármaco.
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Actividad antimicrobiana


Un fármaco antimicrobiano puede inhibir el crecimiento y la replicación (estático) o producir la muerte celular de la bacteria (cida). La interferencia en el desarrollo de la pared celular o la membrana plasmática (p. ej., β-lactámicos, vancomicina) produce la lisis celular y la muerte por una presión osmótica interna intolerablemente elevada o por la destrucción por las enzimas autolíticas. Los antimicrobianos que inhiben la síntesis de ácidos nucleicos (p. ej., quinolonas) o de proteínas (p. ej., aminoglucósidos, macrólidos-azálidos) también pueden producir en último término la muerte celular. Por el contrario, los cambios en la fisiología bacteriana, como la inhibición de la síntesis del ácido fólico (p. ej., sulfonamidas), pueden producir sólo inhibición del crecimiento bacteriano.


Otro factor que afecta a si un fármaco es bacteriostático o bactericida es la concentración de antimicrobiano en el lugar de acción. Los antimicrobianos pueden ser bacteriostáticos a bajas concentraciones pero bactericidas a concentraciones elevadas. Estas concentraciones inhibitorias y bactericidas se han utilizado para cuantificar la actividad de un fármaco frente a un microorganismo. Con más frecuencia se han utilizado la concentración mínima que es inhibitoria para el 90% de todas las cepas aisladas de una especie bacteriana (CMI90) y la concentración inhibitoria o eficaz para el 50% de todos los aislamientos de un virus (CI50 o CE50). Aunque estos parámetros son útiles, no proporcionan información sobre el curso temporal de la actividad ni tampoco sobre el potencial de actividad antiinfecciosa persistente después de que la concentración en el lugar haya disminuido por debajo del nivel inhibitorio ni sobre la interacción del sistema inmunológico con el fármaco.


Un concepto más reciente en los estudios microbiológicos se está analizando cada vez más en la literatura. Los conceptos de la concentración de prevención de mutaciones y la ventana de selección de mutaciones se han utilizado para investigar la relación de la exposición farmacológica con el desarrollo de resistencias9. La concentración de prevención de mutaciones indica la concentración que evita la mutación bacteriana que conlleva el desarrollo de resistencias y parece ser distinta para los diferentes microorganismos y los diferentes fármacos. La ventana de selección de mutaciones es el período de exposición que está por debajo de la concentración de prevención de mutaciones del microorganismo pero por encima de la CMI. Se cree que el tiempo en la ventana de selección de mutaciones puede determinar el desarrollo de resistencias de un microorganismo frente a un antibiótico10,11. Hasta la fecha, se han realizado muchos trabajos sobre la dosis de los fármacos bactericidas de la clase de las quinolonas. Aunque interesantes, no se ha demostrado que estos conceptos sean aplicables a la clínica. Los antimicrobianos se administran combinados por varios motivos, entre los que se incluyen las infecciones graves o potencialmente mortales, el tratamiento empírico cuando el patógeno es desconocido, para evitar resistencias y para lograr una actividad sinérgica12. Sin embargo, los datos sobre la evitación de resistencias o la mejoría de los resultados al usar combinaciones de antibióticos son controvertidos. La sinergia se define como una actividad de dos antimicrobianos administrados juntos mayor que la suma de la actividad que tenían los dos fármacos administrados por separado. Los β-lactámicos se suelen administrar combinados con aminoglucósidos para aprovechar la ventaja de la sinergia frente a especies de Pseudomonas o Enterococcus. La trimetoprima y el sulfametoxazol se combinan para proporcionar una sinergia mediante la inhibición de etapas secuenciales en la síntesis de ácido fólico. En el tratamiento antirretroviral, el hecho de dirigirse a múltiples objetivos produce una reducción de la resistencia del virus y una disminución más rápida de la carga viral. Este concepto se está aplicando a los nuevos fármacos que se están desarrollando frente a la hepatitis C.


Las combinaciones de antimicrobianos no siempre son beneficiosas. Existe antagonismo entre fármacos cuando uno de ellos reduce la actividad del otro. Los β-lactámicos requieren una bacteria con crecimiento normal para inhibir la síntesis de la pared celular. La administración concomitante de un fármaco bacteriostático (p. ej., una tetraciclina) que inhibe el crecimiento celular impide que el β-lactámico ejerza su actividad bactericida. En este caso, se antagoniza la acción del β-lactámico. La mayoría de las combinaciones de antimicrobianos produce pocos o ningún cambio en la actividad de los dos fármacos, una interacción denominada indiferencia.









Metodología del estudio de los efectos farmacodinámicos de los fármacos antiinfecciosos






Modelos in vitro


El modelo tradicional utilizado para estudiar los efectos farmacodinámicos de los fármacos antiinfecciosos es el sistema del «modelo de fibra hueca»13. En este sistema, se utiliza un medio de cultivo líquido; las bacterias se exponen a concentraciones predeterminadas de antibióticos que se «eliminan» del sistema de tal manera que simulan la eliminación determinada por su farmacocinética14. Aunque estos modelos ofrecen un control sobre el inóculo bacteriano y la exposición a fármacos (en términos de concentración y tiempo), no se valoran los efectos del sistema inmunológico sobre la destrucción o la inhibición del crecimiento de los microorganismos. Sí evalúan la relación de las concentraciones libres de fármacos con el efecto, lo que contribuye al desarrollo de las relaciones del fármaco unido a proteínas en seres humanos.









Modelos animales


Los modelos animales han utilizado varias especies, en los que con frecuencia se ha inducido neutropenia antes de la infección. Craig y cols.15-17 demostraron que la presencia de neutrófilos puede afectar a la actividad antibacteriana de las fluoroquinolonas, la penicilina, la clindamicina y la doxiciclina. Se han desarrollado modelos animales de enfermedades infecciosas para simular infecciones humanas. Los modelos animales permiten una extracción frecuente de sangre y de muestras de tejidos y de este modo investigar un amplio intervalo de dosis junto con una amplia gama de inóculos de microorganismos, lo que permite a los investigadores estudiar los efectos de la variación de un único parámetro cada vez. Los modelos animales plantean problemas como la ausencia de estandarización del tamaño del inóculo (con frecuencia se requieren grandes inóculos para producir infecciones) y la mayor velocidad de eliminación de los fármacos en animales en comparación con la de los seres humanos, lo cual conduce al uso de pautas no habituales para intentar simular la exposición humana a los fármacos. Recientemente, se ha aplicado el uso de animales inmunocompetentes para intentar desarrollar directrices más realistas para los objetivos farmacodinámicos en los pacientes con infecciones, muchos de los cuales no presentan neutropenia.









Ensayos con seres humanos


Hasta la fecha, la mayoría de los ensayos con seres humanos18-29 publicados han sido análisis retrospectivos de datos recogidos de forma prospectiva, y sólo un estudio, el de Preston y cols.30, se ha realizado de forma prospectiva. En estos ensayos se han utilizado tres medidas de valoración para relacionar la farmacocinética y la farmacodinámica antimicrobianas: 1) el resultado clínico (curación/fracaso o mejoría); 2) la erradicación de las bacterias del lugar de la infección o la reducción de la concentración (carga) de virus en la sangre u otros lugares, o ambos, y 3) la mejoría de los marcadores indirectos de infección, como la temperatura o la cifra de leucocitos. La desventaja de estos tipos de ensayos es la naturaleza retrospectiva de sus análisis; son necesarios ensayos prospectivos en los que se utilicen estos tres criterios. En la mayoría de los ensayos retrospectivos que se han publicado se ha utilizado uno de los tres parámetros farmacodinámicos de resultado con los antimicrobianos (definidos y analizados más adelante): Cmáx/CMI, AUC/CMI o T > CMI (fig. 20-3). Muchos ensayos no han comunicado los índices farmacodinámicos de fármaco libre. Debido a que el fármaco libre es el fármaco activo, la corrección por unión a proteínas es importante a menos que dicha unión sea muy escasa. Pocos ensayos se han centrado en las relaciones de la exposición a los fármacos con la toxicidad o sobre el desarrollo de resistencias.
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Figura 20-3 Relaciones farmacodinámicas típicas entre farmacocinética antibiótica y concentración mínima inhibitoria (CMI).











Fármacos bactericidas dependientes de la concentración


Los fármacos bactericidas dependientes de la concentración (p. ej., fluoroquinolonas, aminoglucósidos, macrólidos, azálidos, ketólidos, metronidazol, daptomicina y oritavancina) eliminan las bacterias cuando sus concentraciones se encuentran muy por encima de la CMI del microorganismo. Cuando la relación entre la concentración en el lugar de la infección y la CMI es mayor, se produce más destrucción de bacterias. Este concepto se ilustra en la figura 20-4 para la tobramicina y el ciprofloxacino frente a Pseudomonas aeruginosa31. Conforme aumenta la relación entre la concentración del fármaco y la CMI de 0,25 a 64, la destrucción de bacterias continúa aumentando. Además, estos fármacos muestran un efecto postantibiótico (EPA) (analizado más adelante): la inhibición del crecimiento continúa durante un período variable tras la disminución de la concentración por debajo de la CMI por el fármaco antimicrobiano en el lugar en el que se encuentran las bacterias. In vivo, la relación Cmáx/CMI, la máxima concentración sérica del fármaco (Cmáx) dividida por la CMI, es la correlación clínica utilizada como indicador farmacocinético del resultado para los fármacos bactericidas dependientes de la concentración. En los ensayos clínicos, la relación AUC/CMI, el área bajo la curva (AUC) de la concentración plasmática de 24 horas frente al tiempo dividido por la CMI, también se ha correlacionado con resultado mejor18-30. Este hallazgo no es sorprendente porque la Cmáx y la AUC son covariables: cuando Cmáx aumenta, también lo hace la AUC. Los datos más recientes han sugerido que fármacos como las fluoroquinolonas requieren diferentes objetivos en las relaciones AUC/CMI para los patógenos grampositivos comparados con los gramnegativos32-34. En general, las relaciones AUC/CMI de fármaco libre con un valor de 30 son las deseables para una destrucción máxima de Streptococcus pneumoniae, mientras que las relaciones AUC/CMI superiores a 100 son las deseables para los patógenos gramnegativos.
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Figura 20-4 Curvas de lisis de bacterias-tiempo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 con exposición a tobramicina, ciprofloxacino y ticarcilina a concentraciones desde un cuarto hasta 64 veces la concentración mínima inhibitoria (CMI).


(De Craig WA, Ebert SC. Killing and regrowth of bacteria in vitro: A review. Scand J Infect Dis. 1991;74:63-70.)












Fármacos bactericidas dependientes del tiempo (independientes de la concentración)


Los fármacos bactericidas dependientes del tiempo destruyen las bacterias gramnegativas sólo cuando la concentración en el lugar de la infección es superior a la CMI del microorganismo; esto se ha demostrado para la ticarcilina frente a P. aeruginosa en la figura 20-4. Por lo general, cuando la concentración en el lugar de la infección es superior a cuatro veces la CMI, la destrucción adicional que se produce es leve.


Algunos autores han intentado utilizar el tiempo durante el cual la concentración es superior a la CMI (tiempo por encima de la CMI [T > CMI]) como parámetro dinámico que predice la eficacia de estos antiinfecciosos11,26. En un estudio en un modelo de ratón neutropénico con infección pulmonar por Klebsiella pneumoniae y tratamiento con cefotaxima se sugirió una fuerte correlación de 0,94 en términos de reducción del número de colonias bacterianas frente al T superior a la CMI (fig. 20-5)35. Un informe adicional de muchos estudios animales con Streptococcus pneumoniae en el que el tratamiento se realizó con penicilinas o cefalosporinas demostró que cuando T superior a la CMI era 20% o menor que el intervalo de dosis, la mortalidad era del 100%. Por el contrario, se produjo una tasa de mortalidad del 0-10% cuando las concentraciones séricas estaban por encima de la CMI durante más del 40% o 50% del intervalo de dosis11,36. Los fármacos bactericidas dependientes del tiempo son las penicilinas, las cefalosporinas, el aztreonam, la vancomicina (en la que AUC/CMI es predictora), los carbapenemes, los macrólidos, el linezolid, la tigeciclina, la doxiciclina y la clindamicina.
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Figura 20-5 Relación entre el tiempo por encima de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la reducción del número de bacterias para cefotaxima en un modelo de ratón neutropénico con Klebsiella pneumoniae.


(De Craig WA. Interrelationship between pharmacokinetics and pharmacodynamics in determining dosage regimens for broad-spectrum cephalosporins. Diagn Microbiol Infect Dis. 1995;22:89-96.)












Relación entre la concentración sérica máxima y la concentración mínima inhibitoria


La relación Cmáx/CMI se ha utilizado en estudios en animales y en análisis retrospectivos de ensayos clínicos para predecir el resultado del tratamiento antimicrobiano. Este parámetro farmacodinámico se aplica a los fármacos bactericidas dependientes de la concentración, como los aminoglucósidos y las fluoroquinolonas. Además de predecir la eficacia, la relación Cmáx/CMI se ha utilizado in vitro para predecir el desarrollo de resistencias bacterianas14.


Existen cinco estudios en seres humanos en los que se utiliza la relación Cmáx/CMI para predecir los resultados, cuatro con aminoglucósidos y uno con levofloxacino. En estos ensayos se empleó la respuesta clínica (medida por la mejoría con el tratamiento o por la mejoría de los marcadores indirectos) o curación/fracaso como la variable resultado.


En el ensayo de Keating y cols.18 se examinó a pacientes con neutropenia por neoplasia. En este estudio, los pacientes se asignaron de forma aleatoria a recibir perfusiones continuas de uno de los tres antibióticos aminoglucósidos más carbenicilina. Cuando se analizaron las relaciones entre la concentración de aminoglucósidos y la CMI, se detectó una relación con la tasa de respuesta. Para relaciones medias de 1 a 4, 4 a 10 y superiores a 10, las tasas de respuesta fueron del 57%, 67% y 85%.


El estudio de Moore y cols.21 se cita con frecuencia como fundamento para utilizar una relación Cmáx/CMI objetivo de 10 o más en el contexto clínico. En este análisis retrospectivo de datos recogidos de forma prospectiva, los investigadores analizaron 236 pacientes con diferentes infecciones por gramnegativos tratadas con antibióticos aminoglucósidos cada 8 horas. Encontraron que el cociente de posibilidades para la mejoría de la respuesta clínica aumentó cuando la Cmáx/CMI era mayor, con una relación media de 6,6 ± 3,9 en los pacientes que respondieron y de 4,6 ± 3,6 en aquellos que no lo hicieron. Sin embargo, en este ensayo había una mayoría de pacientes con infecciones urinarias (alrededor del 60%). Dado que se sabe que los aminoglucósidos se concentran de 5 a 100 veces en la orina, la relación de Cmáx frente a CMI en este estudio podría carecer de significación. Fue imposible separar los pacientes con otras enfermedades para determinar la relación óptima Cmáx/CMI necesaria para obtener una respuesta. Además, los autores no consideraron el tratamiento antibiótico concomitante en su modelo, por lo que es difícil valorar la contribución de otros antimicrobianos a la tasa de respuesta.


Deziel-Evans y cols.22 analizaron varios factores predictivos farmacodinámicos en 45 pacientes adultos tratados con aminoglucósidos. En este ensayo, se demostró que una relación Cmáx/CMI superior a 4 mejora la respuesta clínica.


En un estudio más reciente de Kashuba y cols.27 se describió la relación entre la Cmáx y la CMI en 78 pacientes con neumonía por gramnegativos documentada. Los autores analizaron la curación o el fracaso junto con dos marcadores indirectos de infección, la temperatura y la cifra de leucocitos. Se confirmó un porcentaje elevado de curación de la neumonía por gramnegativos (92%) y no se pudo correlacionar ninguna variable farmacodinámica con la curación/fracaso, probablemente a causa del pequeño número de fracasos. Sin embargo, los investigadores sí analizaron la relación Cmáx/CMI, en cuanto al tiempo requerido para que el paciente comenzara a estar afebril (≤37,9 °C) y al tiempo hasta la normalización de la cifra de leucocitos. Según se ha mostrado en el gráfico de probabilidades en la figura 20-6, se detectó una fuerte relación entre la proporción Cmáx/CMI y el tiempo hasta la normalización de la fiebre. Una relación de 10 o superior daba una probabilidad del 90% de normalización de la temperatura al 7.° día. Pueden construirse gráficos similares para los días anteriores y posteriores al tratamiento. Por lo general, estos gráficos de probabilidad muestran que una mayor relación Cmáx/CMI proporciona una oportunidad mayor y más precoz de normalización de los marcadores indirectos; esto no tiene en cuenta la probabilidad de toxicidad con relaciones Cmáx/CMI superiores. Una ventaja de este ensayo es que los autores analizaron el tratamiento antibiótico concomitante, que no fue una variable significativa para predecir la respuesta de los marcadores indirectos o la variable curación/fracaso.
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Figura 20-6 Gráfico de probabilidades de la normalización de la temperatura según la relación entre el pico sérico del antimicrobiano y la concentración mínima inhibitoria (pico/CMI) de aminoglucósidos en 78 pacientes con neumonía nosocomial por gramnegativos demostrada mediante cultivo.


(Adaptada de Kashuba ADM, Nafziger AN, Drusano GL y cols. Optimizing aminoglycoside therapy for nosocomial pneumonia caused by gram-negative bacteria. Antimicrob Agents Chemother. 1999;43:623-629.)





Hasta la fecha, en un estudio se ha analizado el uso de la relación Cmáx/CMI con la quinolona levofloxacino. Preston y cols.30 analizaron de forma prospectiva 134 pacientes evaluables con infecciones bacterianas respiratorias, urinarias o cutáneas tratadas con levofloxacino en monoterapia. Se obtuvieron las concentraciones séricas de los 134 pacientes, se identificaron los microorganismos y se determinó la CMI. En términos de resultados clínicos, se encontró que las relaciones Cmáx/CMI y AUC/CMI eran los factores predictivos más importantes del resultado; la correlación de estos dos parámetros farmacodinámicos fue de 0,942. Los investigadores no observaron ningún fracaso en los pacientes con infecciones urinarias, lo que ilustra que la relación Cmáx/CMI puede no ser un factor predictivo válido en los pacientes tratados con fármacos que se concentran en la orina. En términos de respuesta microbiológica, la relación Cmáx/CMI fue el factor predictivo más importante de la erradicación bacteriana. Sin embargo, en este estudio el 26% de las infecciones se debía a microorganismos grampositivos y no se separaron los resultados de los grampositivos y gramnegativos. Como se ha demostrado en los estudios in vitro, los puntos de corte de los índices farmacodinámicos de eficacia parecen ser específicos de cada patógeno. Las relaciones AUC/CMI que se correlacionan con la eficacia son mayores para los microorganismos gramnegativos comparados con los grampositivos. Como se comenta más adelante (apartado AUC/CMI), en otro estudio se ha observado la correlación de la exposición a fluoroquinolonas, medida con las relaciones AUC/CMI, con la eficacia y la erradicación bacteriana.


Estos análisis retrospectivos de datos prospectivos ilustran la importancia potencial de la relación Cmáx/CMI en los fármacos bactericidas dependientes de la concentración. Dado que en ninguno de los cuatro ensayos con aminoglucósidos se utilizó una dosificación única diaria de estos fármacos, no es posible extrapolar estos datos para apoyar esta forma de administración37.


En términos de prevención de las resistencias bacterianas, sólo los datos in vitro que utilizan el modelo de fibra hueca relacionan la proporción Cmáx/CMI con la resistencia. En el estudio de Blaser y cols.14 se analizó la relación Cmáx/CMI del enoxacino y la netilmicina frente a diferentes microorganismos gramnegativos. En todos los cultivos, el recrecimiento de los microorganismos se produjo cuando el enoxacino y la netilmicina mantenían ratios inferiores a 8. Al administrar dosis adicionales de estos antibióticos tras el recrecimiento bacteriano, no se apreció destrucción bacteriana debido al desarrollo de resistencias. En un estudio similar de Marchbanks y cols.38 se utilizó ciprofloxacino y se detectó desarrollo de P. aeruginosa resistente cuando el microorganismo se exponía a una relación Cmáx/CMI de 6 en comparación con la ausencia de resistencias cuando la relación Cmáx/CMI era de 12, incluso aunque ambas pautas mostraban tasas adecuadas de destrucción bacteriana. Estos datos in vitro sugieren que las relaciones Cmáx/CMI pueden influir sobre la determinación del desarrollo de la resistencia bacteriana de los aminoglucósidos y las quinolonas. Sin embargo, una desventaja de estos ensayos es que no tienen en cuenta la función del sistema inmunológico en la «eliminación» de un número pequeño de bacterias resistentes antes de que puedan ser patógenas.


Aunque las relaciones Cmáx/CMI de los aminoglucósidos y las quinolonas pueden ser útiles, hasta la fecha no se han analizado datos sobre la toxicidad del fármaco con exposiciones superiores. Se requiere la realización de un ensayo prospectivo para evaluar la eficacia y la toxicidad con ajustes farmacodinámicos en la dosificación.









Relación entre el área bajo la curva de concentración sérica de 24 horas y la concentración mínima inhibitoria


La relación AUC/CMI es una medida de la exposición total de las bacterias a los fármacos antimicrobianos. La relación AUC/CMI comprende la concentración máxima y la exposición prolongada, lo que puede ser vital para los fármacos con semivida larga. Las relaciones Cmáx/CMI y AUC/CMI son difíciles de separar en un ensayo clínico diseñado científicamente porque cuando la relación Cmáx/CMI es elevada, por lo general la relación AUC/CMI también lo es. Ambas podrían considerarse factores estadísticos predictivos del resultado e indistinguibles en el momento de elegir la de mayor importancia.


En varios estudios se ha definido la función de la relación AUC/CMI como factor predictivo del éxito bacteriano o clínico. En 74 pacientes con enfermedad aguda, la mayoría con neumonía nosocomial, tratados con ciprofloxacino, se evaluaron varios factores farmacodinámicos predictivos del resultado. La relación AUC/CMI, que representa la inversa del título plasmático inhibitorio a lo largo del tiempo (TPI−1·T), se identificó como el factor predictivo más importante de éxito clínico y microbiológico (fig. 20-7). Cuando la relación AUC/CMI es menor de 125 TPI−1·h (log10 = 2,1 = 125 TPI−1·h), las probabilidades de curación clínica y microbiológica fueron del 42% y 26%, mientras que cuando los valores eran mayores de 125 TPI−1·h, las probabilidades eran del 80% y 82%. Cuando la relación AUC/CMI era menor de 125 TPI−1·h, de 125-250 TPI−1·h (log10 = 2,4 = 250 TPI−1·h) y superior a 250 TPI−1·h, el tiempo medio de erradicación fue superior a 32, 6,6 y 1,9 días24. Se realizó un análisis similar en un pequeño número de pacientes con agudización de bronquitis crónica tratada con grepafloxacino29. Con una relación AUC/CMI menor de 75 TPI−1·h, la probabilidad de curación clínica fue del 71%, mientras que con relaciones AUC/CMI superiores a 175 TPI−1·h, era del 98%. Sin embargo, no pueden extraerse conclusiones claras de este estudio debido al limitado tamaño de la muestra. Debido a que el ciprofloxacino se une a proteínas en aproximadamente el 40%, los datos de este estudio se convierten en una relación AUC/CMI deseada de 75.
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Figura 20-7 Relación entre el área bajo la curva de concentración sérica del antimicrobiano de 24 horas frente al tiempo y la concentración mínima inhibitoria (AUC/CMI) y la curación clínica (A) o microbiológica (B) en 74 pacientes con neumonía nosocomial.


(De Forrest A, Nix DE, Ballow CH y cols. Pharmacodynamics of intravenous ciprofloxacin in seriously ill patients. Antimicrob Agents Chemother. 1993;37:1073-1081.)





Un estudio que analiza el levofloxacino en la neumonía nosocomial demostró que un valor AUC/CMI de fármaco total superior a 87 se correlacionaba con la erradicación de los bacilos gramnegativos (P = 0,01). El levofloxacino se une a proteínas en aproximadamente el 30%, lo cual se traduce en una AUC/CMI de fármaco libre de 62. En este estudio, una AUC/CMI de fármaco libre superior a 62 lograba una tasa de erradicación bacteriana del 90% frente al 43% si la AUC/CMI era inferior a 6239.


Un análisis retrospectivo de Ambrose y cols.40 en pacientes con neumonía adquirida en la comunidad debida a S. pneumoniae detectó una respuesta microbiológica en el 64% de los pacientes con relaciones AUC/CMI de fármaco libre menores de 33,7 y en el 100% con relaciones superiores a 33,7. Este hallazgo es compatible con los estudios in vitro con S. pneumoniae. Además, estos investigadores registraron curaciones clínicas en el 70% cuando la relación AUC/CMI de fármaco libre fue menor de 40 y del 92% cuando dicha relación era mayor de 40. Sin embargo, no se obtuvieron mediciones farmacocinéticas específicas del paciente, y la exposición a la fluoroquinolona se determinó mediante el uso de estimaciones de aclaramientos procedentes de la población.


En los pacientes con neumonía adquirida en la comunidad se evaluó la respuesta a la telitromicina. La tasa de respuesta fue del 91% en pacientes con una AUC/CMI superior a 3,375 y del 76% en los pacientes con valores inferiores de AUC/CMI (OR, 5.9; P = 0,002)41. Un estudio analizó la relación de la AUC/CMI y la respuesta al tratamiento de la bacteriemia por Enterococcus faecium y por S. aureus resistente a meticilina. En este estudio, el 98% de los pacientes en los que los valores de la AUC/CMI de fármaco total fueron de 185 tuvieron resultados clínicos favorables, mientras que en aquellos con relaciones más bajas, el 79% respondía favorablemente. Datos adicionales procedentes de este estudio en pacientes con infecciones complicadas de la piel y sus anejos sugerían que una relación AUC/CMI de 110 o superior lograba mejores resultados42.


Se han publicado datos sobre la tigeciclina (un antibiótico bactericida dependiente del tiempo en el que AUC/CMI es el parámetro farmacodinámico predictor) para las infecciones de la piel y sus anejos, así como para las infecciones intraabdominales. En las infecciones cutáneas complicadas, por S. aureus o estreptocócicas, una relación AUC/CMI superior a 17,9 se asoció a una tasa de respuesta positiva del 100%. La tasa de respuesta por debajo de dicho punto fue del 50%43.


En las infecciones intraabdominales por gramnegativos, una AUC/CMI superior a 3,1 se asoció a una tasa de respuesta del 89% mientras que relaciones AUC/CMI inferiores lograron una tasa de respuesta del 50%44.


En este momento, está claro que para los diferentes microorganismos son deseables diferentes relaciones AUC/CMI de fármaco libre. Los intentos de estandarizar la exposición a una relación AUC/CMI son erróneos.


El uso de dicha relación para la prevención de las resistencias bacterianas está limitada a los estudios in vitro y en animales. En un estudio in vitro con gatifloxacino, grepafloxacino, levofloxacino, moxifloxacino y trovafloxacino se relacionaron las relaciones AUC/CMI menores de 31,7 con el recrecimiento significativo y la resistencia de las cepas de S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino45. En un estudio in vitro de Fazili y cols.46 se demostró que una población inicial de S. pneumoniae sensible a ciprofloxacino se convirtió en resistente a este fármaco después de 12 horas de tratamiento con ciprofloxacino y tras 48 horas de tratamiento con gatifloxacino. Cuando se utilizó gatifloxacino con una relación AUC/CMI superior a 50 se suprimió la resistencia. Dado que las diferentes relaciones AUC/CMI se correlacionan con la eficacia con los microorganismos gramnegativos y grampositivos, los puntos de corte para la resistencia con los microorganismos gramnegativos suelen ser superiores que con los grampositivos. En un estudio in vitro con garenoxacino, Tam y cols.47 demostraron que eran necesarias relaciones AUC/CMI superiores a 200 para suprimir la resistencia de P. aeruginosa y mayores de 100 con K. pneumoniae. Las relaciones AUC/CMI menores de 200 y menores de 100 seleccionaban las subpoblaciones resistentes de P. aeruginosa y K. pneumoniae a las 48 horas con garenoxacino y ciprofloxacino. En estudios in vitro para evaluar la aparición de resistencia a las fluoroquinolonas se mostraron resultados compatibles en relación a que la dosificación subóptima de los antibióticos puede seleccionar el crecimiento de las subpoblaciones resistentes. Un estudio de Jumbe y cols.48 sugirió que en el caso del levofloxacino, era necesaria una relación AUC/CMI de 157 para la supresión de los mutantes resistentes. Sin embargo, en este estudio, los autores que utilizaron la simulación de Monte Carlo demostraron que casi el 40% de los pacientes que eran tratados con ciprofloxacino (400 mg cada 8 horas) o con levofloxacino (750 mg una vez al día) no alcanzarían estos niveles de supresión.


Los estudios clínicos en los que se analiza la aparición de resistencias con objetivos de AUC/CMI son limitados. En un estudio retrospectivo de 107 pacientes con infecciones respiratorias bajas de origen nosocomial se analizó la tasa de resistencia con el uso de farmacodinámica49. Los aislamientos bacterianos se separaron en cuatro grupos: especies de Pseudomonas, microorganismos gramnegativos resistentes a las cefalosporinas de espectro estrecho, bacilos gramnegativos susceptibles a las cefalosporinas y un último grupo que contenía el resto de varios microorganismos. Se evaluaron cinco pautas de antimicrobianos: ciprofloxacino, cefmenoxima, ceftazidima, ciprofloxacino más piperacilina y ceftazidima más tobramicina. La probabilidad de desarrollar resistencia era mayor cuando se utilizaba ciprofloxacino para tratar P. aeruginosa y con relaciones AUC/CMI menores de 100. Sin embargo, la relación AUC/CMI se aplicó de forma inadecuada a la monoterapia o al tratamiento combinado de antibióticos. La farmacodinámica de los β-lactámicos se ha ligado a T > CMI, y el uso de un índice farmacodinámico dependiente de la concentración, como el AUC/CMI, puede no ser una predicción exacta de la eficacia o la resistencia.









Tiempo por encima de la concentración inhibitoria mínima


El T > CMI es un parámetro farmacodinámico que mide cómo el tiempo que las concentraciones séricas del fármaco permanecen por encima de la CMI del microorganismo está relacionado con los resultados. Esta definición suele referirse a la concentración total del fármaco, aunque algunos autores han utilizado la concentración de fármaco libre. En caso de perfusiones de bolos intermitentes, los parámetros T > CMI y las relaciones AUC/CMI y Cmáx/CMI están interrelacionadas: al aumentar T > CMI, AUC/CMI y Cmáx/CMI también lo hacen. Puede ser difícil separar la importancia de estos parámetros dinámicos, a menos que se realice un estudio en el que comparen las perfusiones continuas de antimicrobianos frente a las intermitentes.


En modelos animales se ha demostrado que la T > CMI es un factor predictivo farmacodinámico importante para las penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenemas, los monobactamas, los macrólidos y la clindamicina11. Sin embargo, en los estudios realizados con seres humanos no se considera este parámetro como importante. En el estudio de Bodey y cols.19 se analizó la eficacia de las perfusiones de cefamandol intermitentes frente a las continuas más perfusiones intermitentes de carbenicilina en pacientes neutropénicos. Estos investigadores demostraron la existencia de una tasa de respuesta ligeramente superior aunque no significativa en el grupo de perfusión continua. El análisis de un subgrupo de pacientes con microorganismos susceptibles a cefamandol reveló un beneficio significativo de la perfusión continua frente a la intermitente, aunque el número de pacientes fue escaso.


Schentag y cols.20 también encontraron que para la cefmenoxina, la T superior a la concentración de respuesta dinámica (CRD) (análoga a T > CMI) se correlacionaba mejor que la relación AUC/CRD (análoga a la relación AUC/CMI) con la erradicación bacteriana en el pulmón. Sin embargo, se habían combinado los resultados de las partes retrospectiva y prospectiva del estudio. En el estudio retrospectivo no se realizaron ajustes de dosis de cefmenoxima durante el tratamiento, mientras que en el prospectivo sí se ajustaron para alcanzar la erradicación en el día 4. Turnidge50 volvió a analizar los datos para separar los resultados del estudio retrospectivo y demostró que T > CMI es el mejor factor predictivo del resultado comparado con la relación AUC/CMI para este β-lactámico. Dado que el T > CMI definido en la actualidad se está extrapolando a partir de estudios en animales neutropénicos y de estudios clínicos limitados, el establecimiento del T > CMI óptimo en la clínica para los microorganismos grampositivos y gramnegativos requiere más investigaciones.


En un análisis retrospectivo de Craig y Andes26 se intentó correlacionar la farmacodinámica de los antibióticos en el tratamiento de la otitis media. Mediante datos retrospectivos y cálculos de fármaco libre, los autores analizaron el T > CMI y la curación bacteriológica de los β-lactámicos, los macrólidos y la combinación trimetoprima-sulfametoxazol y concluyeron que se lograba una tasa de eficacia del 80-85% cuando el T > CMI era un 40-50% del intervalo de dosificación.


Se han publicado datos sobre la oritavancina. En pacientes en los que se logró un valor de la T > MIC de fármaco libre superior al 22% del intervalo de dosis, el 93% respondieron favorablemente, mientras que cuando se lograban exposiciones menores respondían favorablemente un 76% (OR, 8,8)51.


Se dispone de datos sobre las infecciones estafilocócicas y la vancomicina en pacientes pediátricos. Schaad y cols.52 observaron que un pico sérico bactericida de 1:8 o superior se asociaba con la curación en 16 de los 20 pacientes. Louria y cols.53 observaron que la curación de las infecciones estafilocócicas se lograba cuando el título sérico bactericida era 1:8 o superior (seis pacientes) y se producía un fracaso cuando era menor de 1:8 (tres pacientes, aunque en uno se logró la curación tras un aumento de la dosis). Aunque los datos en animales y de estudios in vitro sugieren que para determinados antibióticos el T > CMI es un factor predictivo farmacodinámico importante, existen escasos datos de estudios en seres humanos para apoyar esta conclusión; parece que la AUC/CMI es el parámetro farmacodinámico predictor para la vancomicina54.









Efecto postantibiótico


Durante los estudios in vitro de los antimicrobianos, puede existir un retraso antes de que los microorganismos se recuperen y vuelvan a entrar en un período de crecimiento logarítmico. Este fenómeno se denomina efecto postantibiótico (EPA), cuya duración exacta depende de la especie y del fármaco. Los aminoglucósidos y las fluoroquinolonas producen EPA in vitro frente a los bacilos gramnegativos de alrededor de 2-6 horas. Los antibióticos β-lactámicos (excepto el imipenem) producen un EPA escaso o nulo frente a los microorganismos gramnegativos en condiciones experimentales idénticas, aunque suelen inducir EPA de 2 horas frente a los grampositivos. Otros factores que afectan al EPA in vitro son las combinaciones de antimicrobianos, la concentración de los fármacos, la duración de la exposición a los mismos y el pH. Entre otros factores potenciales que pueden también afectar al EPA son el tamaño del inóculo, el tipo de medio de cultivo y la fase de crecimiento de la bacteria.


En estudios en modelos animales se ha verificado que el EPA no es un artefacto de los estudios in vitro. Los modelos animales de investigación que se han estudiado son el muslo de ratón neutropénico, un modelo de meningitis en conejo, un modelo de endocarditis en rata y un modelo de neumonía en cobaya. En estos estudios se demostró que existe un EPA in vivo frente a los microorganismos gramnegativos con aminoglucósidos, fluoroquinolonas, eritromicina, clindamicina y tetraciclinas, pero no para los β-lactámicos. Al igual que en los estudios in vitro, los fármacos β-lactámicos sí producen EPA breves frente a los microorganismos grampositivos.


El mecanismo del EPA es desconocido. Entre las posibles explicaciones se encuentran la lesión bacteriana no letal inducida por el fármaco antimicrobiano y la persistencia de éste en el lugar de acción. Sin embargo, cuando se inyectan microorganismos nuevos en los animales durante el período de EPA, existe un crecimiento inmediato y rápido, lo que sugiere que el EPA no se debe a la persistencia del fármaco en los tejidos.


La presencia o ausencia del EPA se ha utilizado para alterar las pautas de dosificación de los antimicrobianos. En teoría, un fármaco con un EPA prolongado puede dosificarse con menor frecuencia que un antimicrobiano sin EPA. Como alternativa, un fármaco con un EPA escaso o nulo puede ser más eficaz si se administra en forma de perfusión continua de modo que la concentración sérica siempre supere la CMI. Estas estrategias de dosificación son teóricas y requieren investigación clínica en estudios con seres humanos con un tamaño de muestras suficiente antes de su puesta en práctica en la clínica.









Farmacodinámica antirretroviral


Las diferencias farmacológicas entre pacientes son un factor importante responsable de la heterogeneidad en la respuesta al tratamiento antirretroviral. Aunque se dispone de muchos fármacos antirretrovirales, el número de opciones terapéuticas es limitado porque estos fármacos suelen utilizarse en combinaciones de tres o más. Se ha demostrado que las pautas antirretrovirales sucesivas no tienen tanta eficacia o no duran tanto como el régimen inicial, por lo que es crucial optimizar el éxito con la primera pauta.


Muchas variables pueden confundir la relación pura entre un fármaco antirretroviral y su respuesta farmacológica. El antagonismo o la sinergia entre los fármacos antirretrovirales, la resistencia cruzada demostrada in vitro, los patrones de cumplimiento y la unión a proteínas pueden contribuir a distorsionar la verdadera relación entre los fármacos individuales y la eficacia55. A pesar de estos obstáculos, en numerosos estudios se ha demostrado la existencia de correlaciones entre la exposición al fármaco antirretroviral y el resultado, determinado por los cambios en las concentraciones plasmáticas de ARN del VIH o por los cambios en los linfocitos T CD4+.


La exposición a fármacos es un determinante importante del resultado virológico, en especial con los inhibidores de la proteasa. El aclaramiento plasmático, la concentración plasmática máxima (Cmáx), la concentración plasmática mínima (Cmín) y el AUC se han propuesto como determinantes de la respuesta virológica y todas se correlacionan entre sí. Aunque en ningún estudio se han comparado directamente los tres parámetros farmacocinéticos como factores predictivos individuales de la eficacia del tratamiento, se ha prestado gran atención a la función de las concentraciones plasmáticas valle en la determinación del resultado virológico56.


Existe una gran variabilidad entre individuos en la farmacocinética de los inhibidores de proteasas. Sin embargo, se han demostrado relaciones concentración-efecto para indinavir57,58, saquinavir59-61, nelfinavir62, amprenavir63 y lopinavir64,65. Se han asociado efectos adversos a las concentraciones de indinavir66 y amprenavir63. También se han establecido las relaciones farmacocinéticas y farmacodinámicas para los inhibidores no nucleotídicos de la transcriptasa inversa nevirapina67 (eficacia y toxicidad), delavirdina68 y efavirenz69. Sin embargo, datos recientes han sugerido que debido a la gran variabilidad intraindividual en los fármacos para el tratamiento del VIH, la aplicación de la monitorización terapéutica de los fármacos constituiría un desafío70.


Es más difícil definir las relaciones concentración-efecto para los inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleótidos porque estos fármacos requieren fosforilación intracelular para sus compuestos trifosfato activos. Los múltiples etapas de fosforilación intracelular con limitación de velocidad y la actividad potencial del transportador de eliminación de la membrana plasmática71,72 producen unas concentraciones plasmáticas del fármaco original que no se correlacionan bien con las concentraciones intracelulares del fármaco73. Sin embargo, se ha demostrado una relación concentración-efecto en escasos pacientes con zidovudina74 y didanosina75. Se han demostrado relaciones concentración-toxicidad para zidovudina76 y didanosina77. En una investigación se mostró la existencia de correlaciones positivas significativas entre la velocidad de disminución del ARN del VIH-1 y el cambio en los linfocitos T CD4+ y las concentraciones intracelulares de zidovudina y lamivudina trifosfato73.


En general, la mayoría de estas relaciones farmacodinámicas son lineales, sin un objetivo claro de concentración. Sin embargo, no es racional utilizar la misma exposición al fármaco para los pacientes con virus sensible al fármaco que para los pacientes con virus resistente. Por tanto, relacionar las concentraciones del fármaco con el virus aislado en cada paciente individual podría ser una mejor opción para optimizar la exposición al antirretroviral.


Descrito por primera vez por Ellner y Neu78, el cociente inhibitorio se ha propuesto como factor predictivo de resultados clínicos en la infección por VIH e integra la exposición al fármaco con las medidas de susceptibilidad del virus. La exposición al fármaco puede definirse como AUC, Cmáx o Cmín (bien como concentración no unida a proteínas o como concentración total del fármaco), y la susceptibilidad viral puede expresarse como la CI50, CI90, CI95 o CI99, con o sin la presencia de proteínas plasmáticas. La CI50 es el parámetro utilizado con más frecuencia porque se asocia al menor grado de error (debido a la relación sigmoidea entre la inhibición viral y la concentración del fármaco) y puede determinarse mediante análisis fenotípico o con el fenotipo virtual.


El uso de los cocientes inhibitorios (CoI)79, los cocientes inhibitorios virtuales (CoIv) o los cocientes inhibitorios normalizados (CoIn) se está evaluando80 en la actualidad sobre todo para los inhibidores de la proteasa. El CoI se define como la relación entre la concentración del fármaco al final del intervalo de dosificación (Cmín) y la concentración del fármaco que in vitro produce una inhibición del 50% de los virus: Cmín/CI50. Aunque Cmín puede no ser la determinación óptima de la exposición al fármaco, logísticamente resulta fácil de obtener en los pacientes ambulatorios. El CoI virtual se define como la razón entre la Cmín y la CI50 del virus salvaje multiplicada por el fenotipo virtual (un cálculo del factor de incremento de las relaciones concentración-respuesta determinado a partir del genotipo viral individual del paciente y el fenotipo comprobado en una gran base de datos): Cmín/CI50 · fenotipo virtual. El CoIn es la razón entre Cmín y el factor de cambio en el fenotipo virtual (Cmín/factor de cambio en CI50), todo ello dividido por una razón fija de la Cmín media de antirretrovirales en la población respecto al punto de corte de la resistencia del fenotipo virtual (Cmín de la población/factor de punto de corte de resistencia)81. Este cociente se elaboró para eliminar la confusión producida por la unión a proteínas, pero puede ser eficaz sólo al elegir dianas de los virus salvajes.


Los beneficios de estos cocientes son todavía sobre todo teóricos. Se ha demostrado que el CoI predice la respuesta virológica con el saquinavir82 y que el CoIv es un factor predictivo significativo de respuesta virológica en pacientes tratados con indinavir/ritonavir83 y con amprenavir/lopinavir84. En una investigación preliminar, el CoIn del amprenavir se correlacionó con el cambio en el ARN plasmático del VIH en los pacientes que reciben una pauta con múltiples fármacos antirretrovirales85. Se están realizando investigaciones sobre la utilidad clínica del CoI, el CoIv y el CoIn.












Advertencia de precaución sobre los índices farmacodinámicos


Cuando se estudia un antibiótico y sus propiedades farmacodinámicas, al introducirlo por primera vez en la investigación o en el desarrollo del mercado, es frecuente detectar que pueden aplicarse varios índices farmacodinámicos de dosificación y que el que se debe seguir se elige según el que tiene mayor correlación estadística30. Pueden correlacionarse positivamente múltiples índices porque las CMI tienden a ser muy bajas para los aislamientos susceptibles, y muchos de los parámetros farmacocinéticos que se utilizan en las ecuaciones del índice están interrelacionados. Aunque la aplicación del índice elegido puede continuar validando el uso del fármaco durante un tiempo, cuando las CMI de los microorganismos previamente susceptibles comienzan a incrementarse, llegará un punto en el que no se alcance el punto de corte necesario en el índice. En este punto, las descripciones de los índices que se han analizado en este capítulo indicarían que debería interrumpirse la administración del fármaco porque los resultados clínicos y microbiológicos no serían ya óptimos. Sin embargo, lo que no se ha analizado es cómo interpretar el valor de estos índices si el fármaco continúa funcionando a pesar de que se encuentren CMI más elevadas o incluso resistentes en las que los índices farmacodinámicos están lejos de ser óptimos. Todavía no está claro si los índices son erróneos o sólo se están aplicando a una matriz biológica errónea (en la actualidad todas se fundamentan en las concentraciones séricas del antibiótico).


El mejor ejemplo de este dilema es la infección respiratoria adquirida en la comunidad causada por S. pneumoniae86. Los aislados neumocócicos a nivel mundial siguen mostrando una incidencia cada vez mayor de resistencia a todos los antibióticos habituales para tratar las infecciones neumocócicas, incluidas las penicilinas (β-lactámicos en general), los macrólidos y las fluoroquinolonas. A pesar de esta resistencia, todos los antibióticos continúan siendo clínicamente satisfactorios a nivel clínico y se siguen recomendando como opciones de tratamiento de primera línea por parte de varios grupos y guías terapéuticas en todo el mundo87-91. Las respuestas a la pregunta de por qué ocurre esto residen, con mayor probabilidad, en los índices descritos en este capítulo. Para los β-lactámicos, cuyas concentraciones extracelulares e intersticiales en el lugar de la infección estarían en relativo equilibrio con las concentraciones séricas concomitantes, es muy probable que el uso del T > CMI para estos fármacos sea adecuado. A propósito o no, los médicos han continuado confiando en este índice y lo optimizan mediante el uso de dosis más elevadas o más frecuentes de β-lactámicos para el tratamiento de las infecciones neumocócicas, incluidas las resistentes y las localizadas en espacios fisiológicos difíciles de alcanzar92-94. El uso de estas dosis más elevadas mantiene las concentraciones en suero y en el espacio intersticial, donde está la mayoría de los patógenos por encima de la CMI del neumococo durante una mayor proporción del intervalo de dosificación, lo que optimiza su dinámica. Para las fluoroquinolonas y los macrólidos, la respuesta es menos clara. En ambos tipos de fármacos, las concentraciones plasmáticas son menores que sus concentraciones en líquido intersticial, en especial en las zonas inflamadas, o que las concentraciones en los fagocitos que en último término eliminan las bacterias del lugar de la infección. Como consecuencia, el uso de las concentraciones séricas en los cálculos de los índices tiene, con gran probabilidad, algunos defectos, como lo demuestran los siguientes ejemplos: 1) Si la Cmáx media alcanzada en equilibrio estacionario con el levofloxacino intravenoso es de 8 mg/l95, la CMI media del neumococo para este fármaco es de 1 mg/l y la relación deseable entre ambas para una actividad óptima es de 1230, el levofloxacino intravenoso, dejando aparte el oral, nunca curará las infecciones neumocócicas porque la relación obtenida es de sólo 8; 2) Si la AUC media de 24 horas que se alcanza con una dosis oral de 500 mg de azitromicina es de 2 mg·h/l96 y las CMI medias de los aislados neumocócicos susceptibles y resistentes son 0,25 mg/l y 32 mg/l y la relación deseable es mayor de 30, la azitromicina nunca curaría los aislamientos neumocócicos resistentes ni las infecciones causadas por aislados susceptibles porque la relación que se alcanza es de sólo 8. A pesar de que este índice muestre lo contrario, ambos fármacos continúan funcionando y se recomiendan de forma regular a las dosis aprobadas en la actualidad. Puede postularse que aunque el índice sea correcto, puede ser más adecuado utilizar una matriz biológica diferente para determinar los valores farmacocinéticos de las ecuaciones del índice. Por ejemplo, aunque la AUC sérica de 24 horas de la azitromicina sea de sólo 2 mg·h/l, la del interior de un neutrófilo es de alrededor de 1.500 mg·h/l96. Mediante la aplicación de este nuevo valor al ejemplo previo puede ser posible afirmar que una CMI de 50 mg/l puede tratarse de forma óptima. Queda por estudiar si esta alteración de la ecuación para ajustarse a las propiedades de distribución de la clase de fármacos (y que el patógeno en realidad tenga contacto con lo que se elimina del organismo sea una manipulación adecuada de estos índices), o si es necesaria una nueva generación de modelo farmacodinámico que pueda utilizar realmente las concentraciones séricas en todos los casos.
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La penicilina fue descubierta por Alexander Fleming en 19281. El trabajo de Florey, Chain y cols. hizo posible la producción comercial de la penicilina G. A finales de la década de 1940, la penicilina G estaba disponible para su uso general en Estados Unidos, lo que marca el inicio de la era antibiótica moderna.






Química


La estructura básica de las penicilinas es un núcleo que consta de un anillo tiazolidínico, el anillo β-lactámico y una cadena lateral (fig. 21-1). Las estructuras nucleares del anillo, en especial el anillo β-lactámico, son esenciales para su actividad antibacteriana. La cadena lateral determina en gran parte el espectro antibacteriano y las propiedades farmacológicas de una penicilina en particular.
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Figura 21-1 Estructura de la penicilina y sitio diana de la β-lactamasa.




La aparición de microorganismos productores de β-lactamasa, sobre todo Staphylococcus aureus, estimuló el desarrollo de compuestos resistentes a la hidrólisis por las β-lactamasas y ayudó a encontrar fármacos más activos que la penicilina G frente a las especies de gramnegativos. El aislamiento del núcleo de la penicilina, el ácido 6-amino-penicilánico, a partir de la fermentación con depleción de precursores de Penicillium chrysogenum hizo posible la producción y el análisis de numerosas penicilinas semisintéticas, incluida la meticilina, activas frente a S. aureus productor de β-lactamasa; la ampicilina, activa frente a determinados bacilos gramnegativos, y la carbenicilina, activa frente a Pseudomonas aeruginosa. Desde entonces, se han desarrollado numerosos fármacos con diferentes propiedades farmacológicas y antimicrobianas.









Mecanismo de acción


La actividad antibacteriana de la penicilina, como todos los antibióticos β-lactámicos, se debe a su inhibición de la síntesis de la pared celular bacteriana. Sin embargo, el concepto de que la penicilina mata las bacterias simplemente mediante el bloqueo de la síntesis de la pared celular es demasiado simplista2. El mecanismo preciso mediante el cual la penicilina mata las células bacterianas es desconocido, aunque la estimulación de la producción de radicales hidroxilo nocivos que dañan irreversiblemente la célula parece ser una vía común final de los antibióticos bactericidas, incluidas las penicilinas3.


La pared celular de las bacterias grampositivas y gramnegativas se compone de peptidoglucanos que la protegen frente a la rotura osmótica. La pared celular de las bacterias grampositivas es una capa sólida de 50-100 moléculas de grosor, mientras que la de las bacterias gramnegativas tiene un espesor de sólo una o dos moléculas. En las especies gramnegativas existe una membrana externa de lipopolisacáridos no presente en las bacterias grampositivas. La pared celular de la bacteria se constituye por una serie de etapas enzimáticas en la que participan al menos 30 enzimas. La subunidad básica del componente de peptidoglucanos es un monómero del disacárido N-acetilglucosamina (NAG) y el pentapéptido N-acetilmurámico (NAM) (fig. 21-2). Las reacciones citoplasmáticas que generan los precursores de la pared celular, la subunidad de monómeros de disacáridos de transporte al exterior de la célula y la reacción transglucosilasa que liga la subunidad al polímero de peptidoglucanos no son sensibles a la penicilina. Ésta inhibe las enzimas que catalizan la etapa final de la generación de la pared celular bacteriana, que es la formación de los enlaces cruzados que unen los peptidoglucanos entre sí, lo que le proporciona su integridad estructural.
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Figura 21-2 Reacción de transpeptidación de la proteína de unión a la penicilina (PBP) para formar un enlace cruzado con la pared celular de la bacteria. NAG, N-acetilglucosamina; NAM, N-acetilmurámico.




El peptidoglucano está compuesto por largas cadenas de polisacáridos de NAG y de pentapéptido NAM. El pentapéptido consta de residuos de aminoácidos que alternan entre esteroisómeros l- y d- y terminan en d-alanil-d-alanina (v. fig. 21-2). Un péptido raíz de longitud y composición variable se adhiere al tercer aminoácido de este pentapéptido. Los pentapéptidos se unen después a los péptidos raíz para formar un enlace cruzado entre las cadenas de polisacáridos. Esta reacción está catalizada por una transpeptidasa que forma un enlace amida entre el grupo amino libre terminal de un péptido raíz y la penúltima d-alanina de un pentapéptido, lo que desplaza la d-alanina terminal en el proceso. Esta reacción de transpeptidación es sensible a la inhibición por la penicilina. Existen diferentes transpeptidasas que proporcionan un anclaje de nuevos peptidoglucanos a los antiguos, que forman enlaces cruzados de estructuras especiales y que dirigen la formación del tabique de la pared celular. Aunque existen otras reacciones sensibles a la penicilina, como las catalizadas por las carboxipeptidasas, no parecen ser esenciales.


Las reacciones sensibles a la penicilina están catalizadas por una familia de proteínas estrechamente relacionadas, las proteínas de unión a penicilinas (PBP)4. Las bacterias producen cuatro tipos de PBP, cuyas estructuras recuerdan a las serinproteasas y de las cuales es muy probable que procedan. Las PBP de alto peso molecular (es decir, >50 kD) y las PBP de bajo peso molecular catalizan las reacciones de transpeptidación y de carboxipeptidación de la construcción de la pared celular, respectivamente. Las PBP de alto peso molecular de clase A son enzimas bifuncionales que poseen dominios transpeptidasa y transglicosilasa que interactúan conjuntamente durante la síntesis de la pared celular5. El receptor de penicilina de las PBP transmite una señal transmembrana para la inducción de β-lactamasas6,7. Las β-lactamasas son PBP que catalizan la hidrólisis del anillo β-lactámico. Excepto estas enzimas, que pueden secretarse o estar asociadas a la membrana, las PBP están ligadas a la membrana. Las PBP se inhiben por la acción de los antibióticos β-lactámicos mediante la formación de un enlace covalente del residuo de serina del centro activo. Dado que las funciones esenciales para la supervivencia de la célula suelen residir en las PBP de alto peso molecular, la unión a ellas y su consiguiente inhibición son las causas de la actividad antibacteriana de los antibióticos β-lactámicos.


Las PBP constituyen alrededor de un 1% de las proteínas de membrana y varían tanto en las cantidades presentes como en las funciones fisiológicas que realizan durante la construcción de la pared celular. Difieren en sus afinidades por los antibióticos β-lactámicos, lo que explica, al menos en parte, por qué estos antibióticos poseen diferentes propiedades antibacterianas y espectro de actividad. Los estudios de Spratt8 con Escherichia coli fueron los primeros en esclarecer las diferentes funciones de las PBP. La inhibición de la PBP 1b, que posee actividad transpeptidasa, o una enzima sustitutiva 1a, produce lisis celular9. Se especula que la PBP 1 es importante para la elongación celular. La inhibición de la PBP 2 produce la formación de células redondas, que en último término son destruidas, lo que sugiere que actúa en la elongación celular y en la determinación del tamaño y la forma del bastón en E. coli10. La inhibición de la PBP 3 produce células largas y filamentosas, lo que indica que es importante para el proceso regulado de formación de la pared celular y de división celular11. Las PBP de bajo peso molecular participan en el mantenimiento de la forma de la célula y en la formación de tabiques5,12.


Los antibióticos β-lactámicos producen su efecto letal sobre las bacterias mediante la inactivación simultánea de múltiples PBP, aunque la inhibición de la síntesis de la pared celular por sí misma no es necesariamente letal. Por ejemplo, las células que no están en fase de crecimiento y aquellas con protección osmótica sobreviven en presencia de penicilina. La acción sin oposición de las autolisinas que se produce cuando los antibióticos β-lactámicos inhiben las PBP puede contribuir al efecto antibacteriano en algunos microorganismos. La lisis celular, aunque ciertamente es letal y con frecuencia acompaña a la inhibición de la pared celular, tampoco se requiere para la muerte celular. El efecto letal, tanto en microorganismos grampositivos como gramnegativos, parece depender del ciclo celular, dado que la inhibición de las PBP produce una interrupción de un acontecimiento crucial probablemente en el momento de la división celular. La hipótesis es que esta alteración de la morfogénesis inicia la muerte celular2.









Resistencia bacteriana


Cuatro mecanismos son los responsables de la resistencia bacteriana clínicamente significativa tanto a las penicilinas como a otros antibióticos β-lactámicos: 1) destrucción del antibiótico mediante β-lactamasas, 2) fracaso del antibiótico para atravesar la membrana externa de los microorganismos gramnegativos para alcanzar las PBP, 3) bombeo del fármaco a través de la membrana externa de las bacterias gramnegativas y 4) unión de baja afinidad del antibiótico a las PBP objetivo. La destrucción del antibiótico por las β-lactamasas es el mecanismo de resistencia más frecuente, y en las bacterias gramnegativas y en Pseudomonas aeruginosa, en particular, a menudo se acompaña de bombeo13. Las β-lactamasas reaccionan de forma covalente con el anillo β-lactámico, lo hidrolizan con rapidez y destruyen la actividad del fármaco.


Las β-lactamasas pueden clasificarse en cuatro clases, las clases de Ambler de A a D, según su similitud en la secuencia de aminoácidos y en la estructura molecular14,15 (tabla 21-1). Las β-lactamasas de las clases A, C y D contienen regiones de unión a penicilina y son PBP. Se diferencian de otras PBP en que suelen ser más pequeñas, alrededor de 35 kD frente a más de 50 kD, y en que no son enzimas de síntesis de la pared celular. Reaccionan con la penicilina mediante la misma serie de reacciones que otras PBP. Existe una unión inicial y reversible y se forma el complejo de Michaelis-Menton, seguido por la acilación de la serina del centro activo y después por la hidrólisis del acil intermedio en una reacción de desacilación que regenera la enzima activa. A nivel bioquímico, la principal diferencia entre las PBP que sintetizan la pared celular y las β-lactamasas es la velocidad de desacilación: la velocidad de desacilación de la PBP que sintetiza la pared celular ligada a penicilina es relativamente lenta y progresa hacia la inhibición irreversible de su actividad, mientras que la velocidad de desacilación de la β-lactamasa suele ser varios órdenes de magnitud más rápida, con lo que hidroliza e inactiva las moléculas de β-lactámicos con gran rapidez. Las β-lactamasas de clase B, aunque también hidrolizan el anillo β-lactámico, no están relacionadas a nivel estructural con las PBP. Son enzimas dependientes de Zn2+ que utilizan una serie diferente de reacciones para abrir el anillo β-lactámico.




Tabla 21-1 Clasificación de las β-lactamasas
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La mayoría de las β-lactamasas importantes desde el punto de vista clínico pertenecen a la clase A o a la clase C. Las enzimas de clase A son penicilinasas, aunque algunas también tienen actividad cefalosporinasa o carbapenemasa16. Son inhibidas por los inhibidores de β-lactamasas como el ácido clavulánico. Las mutaciones puntuales pueden convertir al inhibidor enzimático en resistente o extender el espectro de actividad a las cefalosporinas de tercera generación y a los monobactames (las denominadas β-lactamasas de espectro extendido [BLEE]). Las β-lactamasas de clase C son cefalosporinasas no inhibidas por ácido clavulánico17. Estas β-lactamasas con frecuencia están codificadas por el cromosoma y son inducibles, aunque también pueden estar codificadas por un plásmido y producirse de forma constitutiva. Las enzimas de clase B son las de más amplio espectro, se inhiben por la acción de fármacos quelantes y son capaces de hidrolizar todos los β-lactámicos excepto los monobactames.


La membrana externa de los microorganismos gramnegativos es una barrera importante a la penetración de los fármacos y un elemento importante de resistencia18. Las β-lactamasas de las bacterias gramnegativas están localizadas en el espacio periplasmático, que se encuentra entre la membrana citoplasmática interna y la membrana externa de lipopolisacáridos, donde se concentran de forma estratégica las β-lactamasas para proteger a las PBP de la exposición a los antibióticos β-lactámicos activos. Las moléculas polares de pequeño tamaño (p. ej., glucosa, nutrientes esenciales, antibióticos β-lactámicos) atraviesan esta barrera a través de canales proteicos denominados porinas. Las porinas restringen la entrada de moléculas a la célula en función de su tamaño, estructura y carga. Los antibióticos β-lactámicos que cumplen los requerimientos de entrada pueden atravesar los canales de porinas hacia el espacio periplasmático, donde se unen a las PBP objetivo. La ausencia o la deleción de una porina crucial, por lo general en presencia de actividad β-lactamasa, puede inducir resistencia13,19,20.


El tercer mecanismo de la resistencia es el bombeo; el fármaco que entra en el espacio periplasmático se bombea de vuelta a través de la membrana externa21-23. El bombeo puede funcionar de forma independiente a otros mecanismos, pero, con más frecuencia, la exclusión del antibiótico por las porinas, la destrucción del antibiótico por las β-lactamasa o ambas pueden contribuir a la resistencia al limitar la concentración del antibiótico en el espacio periplasmático. Las diferencias entre especies en las porinas, las bombas, las β-lactamasas y las PBP objetivo determinan si el microorganismo es sensible o resistente a un antibiótico concreto. Las mutaciones que afectan a la estructura o a la expresión proteica pueden hacer que una cepa que al principio era sensible a un determinado antibiótico β-lactámico se convierta en resistente al mismo.


El cuarto tipo general de mecanismo de resistencia implica la producción de una PBP con baja afinidad de unión a un antibiótico β-lactámico24. Esto puede deberse a mutaciones en genes de las PBP que disminuyen esa afinidad de unión, como en los neumococos o especies de Neisseria resistentes a penicilina, o deberse a la presencia de PBP adicionales, de baja afinidad, como la PBP 5 producida por Enterococcus faecium o la PBP 2a producida por los estafilococos resistentes a meticilina. Mediante la disolución de las estructuras cristalinas de las PBP de baja afinidad se han identificado características moleculares e interacciones fundamentales causantes de la resistencia25. En el caso de la PBP 2a, la unión del antibiótico β-lactámico de baja afinidad está mediada por cambios estructurales que producen interacciones energéticamente desfavorables entre antibiótico y proteína, de forma que no se inactiva la serina del núcleo activo o la inactivación se produce demasiado despacio como para bloquear de forma eficaz la síntesis de la pared celular y el crecimiento bacteriano.









Clasificación


Las penicilinas pueden dividirse de modo práctico en cinco clases en función de su actividad antibacteriana con un considerable solapamiento entre ellas: 1) penicilinas naturales, la penicilina G y la penicilina; 2) penicilinas resistentes a penicilinasa, la meticilina, la nafcilina y las isoxazolilpenicilinas; 3) aminopenicilinas, la ampicilina y la amoxicilina; 4) carboxipenicilinas, la carbenicilina y la ticarcilina, y 5) acilureidopenicilinas, la azlocilina, la mezlocilina y la piperacilina. Las carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas se denominan también penicilinas antipseudomonas. Las diferencias entre cada clase son principalmente farmacológicas, aunque un compuesto de una clase puede ser más activo que otro.


Los perfiles de sensibilidad de diferentes especies de microorganismos se facilitan en las tablas 21-2 a 21-4. Las penicilinas naturales son las más activas frente a las bacterias grampositivas no productoras de β-lactamasas, microorganismos anaerobios y determinados cocos gramnegativos, como Neisseria. Las bacterias grampositivas inhibidas por las penicilinas naturales tienden a ser más sensibles a éstas que a las penicilinas semisintéticas26,27. La penicilina V (usada por vía oral) puede sustituirse por penicilina G, excepto frente a las especies gramnegativas, porque es menos activa que la penicilina G contra Neisseria y Haemophilus. Las penicilinas semisintéticas resistentes a penicilinasa son los fármacos de elección sólo para Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis resistentes a la penicilina, aunque también son activas frente a estreptococos, pero no frente a enterococos. Las aminopenicilinas poseen el mismo espectro que la penicilina G y también son activas frente a los cocos gramnegativos y a Enterobacteriaceae no productoras de β-lactamasas28. Las carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas tienen actividad frente a los bacilos aerobios gramnegativos resistentes a la ampicilina, como P. aeruginosa. Las carboxipenicilinas son menos activas que las ureidopenicilinas frente a estreptococos y a especies de Haemophilus. Las ureidopenicilinas suelen ser más activas frente a bacterias gramnegativas que no sean Pseudomonas. Las especies anaerobias grampositivas son sensibles a las penicilinas. Las bacterias anaerobias gramnegativas lo son a la mayoría de las penicilinas (con excepción de los aislamientos de Bacteroides fragilis, otras especies de Bacteroides y algunas de Prevotella, que producen β-lactamasa cromosómica de clase A) y son inhibidas por niveles elevados de penicilina G o de fármacos semisintéticos antipseudomonas, piperacilina y ticarcilina29,30. Las cepas de Fusobacterium varium con frecuencia son resistentes a todas las penicilinas.




Tabla 21-2 Concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) habituales de las penicilinas frente a cocos
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Tabla 21-3 Actividad de las penicilinas frente a determinados bacilos y microorganismos anaerobios
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Tabla 21-4 Actividad de las penicilinas frente a Enterobacteriaceae y Pseudomonas
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Propiedades farmacológicas


Las penicilinas difieren mucho en su absorción oral (tabla 21-5). Los compuestos ácidos lábiles, la penicilina G, la meticilina y las penicilinas antipseudomonas tienen una absorción escasa. Los compuestos ácidos estables pueden presentar diferencias importantes en cuanto a su absorción oral. Las penicilinas semisintéticas, excepto la nafcilina, se absorben bien. La ampicilina sólo se absorbe de forma parcial, 30-60%, y los alimentos disminuyen su absorción, mientras que la amoxicilina se absorbe casi por completo.




Tabla 21-5 Propiedades farmacocinéticas de las penicilinas
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Las penicilinas absorbidas por vía oral proporcionan concentraciones máximas 1-2 horas tras su ingesta. Los niveles séricos máximos se retrasan cuando se ingiere junto con alimentos y los niveles máximos son también más bajos, excepto en el caso de la amoxicilina. La penicilina G procaína y la penicilina benzatina, las formas depot de la penicilina G, se absorben con más lentitud que las sales cristalinas a partir de las inyecciones intramusculares. La procaína y la lidocaína también pueden utilizarse como diluyentes en las inyecciones intramusculares de las penicilinas antipseudomonas, aunque estos compuestos no prolongan la semivida de estos fármacos.


Las penicilinas se unen a las proteínas séricas en diferentes grados, que varían entre el 17% de las aminopenicilinas y el 97% de la dicloxacilina (v. tabla 21-5). La principal proteína a la que se unen es la albúmina26. Sólo el fármaco no ligado ejerce la actividad antibacteriana. Sin embargo, la unión a proteínas es un proceso reversible y es posible que la penicilina ligada se libere y destruya a continuación las bacterias en el tejido o en el torrente sanguíneo. El principal mecanismo por el que la mayoría de estos fármacos se eliminan del organismo consiste en la excreción de moléculas intactas por el riñón. Las penicilinas se metabolizan en menor grado31. Incluso diferencias mínimas en el metabolismo pueden tener como consecuencia diferencias clínicas significativas en la semivida en presencia de insuficiencia renal. Las penicilinas también se excretan por vía biliar, aunque es probable que sólo sea importante para la nafcilina y las penicilinas antipseudomonas.


Las penicilinas se excretan con rapidez a la orina desde las células tubulares renales y, por tanto, tienen una semivida corta que varía desde menos de 30 minutos para la penicilina a 70 minutos para la carbenicilina. La capacidad de las células tubulares renales para excretar penicilina varía con los fármacos, pero pueden excretar hasta 4 g de penicilina G por hora. Esta excreción puede bloquearse con probenecid, un inhibidor de la secreción de ácidos orgánicos en las células tubulares que aumenta la semivida sérica de todas las penicilinas. El probenecid también compite por los lugares de unión a la albúmina; por tanto, en su presencia existe más fármaco libre. La excreción renal de todas las penicilinas en los recién nacidos es mucho menor que en niños mayores porque la función tubular aún no está desarrollada del todo en el momento del nacimiento. Por tanto, los programas de dosificación de las penicilinas deben modificarse cuando se administran estos fármacos a recién nacidos o a lactantes con bajo peso al nacer.


Debe tenerse en cuenta la reducción en la función renal al administrar determinadas penicilinas (p. ej., ticarcilina). Para aclaramientos de creatinina por encima de 10-20 ml/min sólo se requieren ajustes mínimos en la dosificación de las demás penicilinas. En presencia de anuria es necesario reducir la dosis total diaria de las penicilinas naturales, de muchas de las penicilinas resistentes a las penicilinasas y de las aminopenicilinas (tabla 21-6).




Tabla 21-6 Cambio de dosis de antibiótico en enfermedad renal y tras diálisis
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La diálisis peritoneal elimina cantidades variables de las penicilinas. En general, tras la diálisis peritoneal sólo se necesita ajustar las pautas de dosificación de la ticarcilina. Tras la hemodiálisis, que proporciona un aclaramiento de creatinina de alrededor de 10-15 ml/min, y durante la hemofiltración venovenosa continua, con aclaramiento de creatinina de 25 ml/min, debe ajustarse la dosis de penicilina G, ampicilina, amoxicilina, ticarcilina y piperacilina, algo que no es necesario para la nafcilina ni las isoxazolilpenicilinas.


Las penicilinas se distribuyen bien en la mayoría de los tejidos, incluidos pulmones, hígado, riñón, músculo, hueso y placenta. Los niveles de penicilinas en abscesos, en el oído medio y en los líquidos pleural, peritoneal y sinovial son suficientes en presencia de inflamación como para inhibir la mayoría de las bacterias sensibles. La mayor parte de las penicilinas son relativamente insolubles en lípidos y penetran en las células con relativa dificultad. La distribución de todas las penicilinas en el ojo, el cerebro, el líquido cefalorraquídeo o la próstata es nula en ausencia de inflamación. La inflamación altera las barreras normales y permite la entrada de las penicilinas; la mayoría alcanza concentraciones en el líquido cefalorraquídeo que varían entre el 1% y el 5% de las concentraciones séricas, excepto en el caso de la ampicilina, para la cual el intervalo es del 5-10%. Las penicilinas con tasas bajas de unión a proteínas alcanzan niveles en el suero fetal equivalentes a los niveles en el suero materno 30-60 minutos tras la inyección. Por el contrario, las penicilinas semisintéticas con elevada unión a proteínas alcanzan concentraciones bajas tanto en el líquido amniótico como en el suero fetal32.


Las concentraciones en orina de todas las penicilinas son elevadas, incluso en presencia de una función renal moderadamente reducida, pero, en los pacientes con aclaramientos de creatinina inferiores a 10 ml/min, puede que los niveles urinarios no superen a los niveles sanguíneos. Las concentraciones corticales y medulares de penicilinas superan a los niveles séricos.


La mayor parte de las penicilinas son secretadas activamente a la bilis, alcanzando concentraciones biliares que superan a los niveles séricos. Los niveles biliares de penicilina G y ampicilina son de al menos 10 veces los del suero, y los de nafcilina y mezlocilina son de hasta 100 veces el nivel sérico simultáneo. En presencia de obstrucción del conducto colédoco, los niveles de todas las penicilinas en la bilis se reducen de forma considerable. Dado que el sistema de transporte biliar es saturable, con dosis elevadas de fármacos que producen niveles séricos muy altos, los niveles biliares no aumentan de forma significativa sobre los encontrados a niveles séricos más bajos.









Reacciones adversas


Los principales efectos adversos de las penicilinas son las reacciones de hipersensibilidad, de gravedad variable desde exantema a anafilaxia33 (tabla 21-7) (v. cap. 24). Las penicilinas pueden actuar como haptenos para combinarse con proteínas que contaminen la disolución o con proteínas humanas tras la administración de penicilinas en humanos. Los derivados peniciloílo y ácido penicilánico son los principales determinantes de la alergia a las penicilinas34. El determinante peniciloílo, que se produce al abrirse el anillo β-lactámico, lo que permite la formación de un enlace amida con las proteínas corporales (fig. 21-3), es el componente antigénico más importante. El ácido penicilánico y sus derivados aparecen cuando las penicilinas reconstituidas se rompen en la disolución a causa de la acidez o de la elevación de la temperatura. La propia bencilpenicilina y el bencilpeniciloato sódico son determinantes alérgicos menos importantes y pueden actuar como agentes sensibilizantes o provocar por sí mismos una reacción alérgica. Tanto los determinantes principales como los menos importantes pueden participar tanto en las reacciones anafilácticas como en las reacciones de urticaria. Estas reacciones están mediadas por la inmunoglobulina E (IgE). Los determinantes menores son los principales causantes de reacciones anafilácticas. Una persona que se ha sensibilizado por el complejo hapteno-transportador puede experimentar una reacción a la penicilina sola o a la penicilina que ha formado dímeros o polímeros en la disolución. Aunque el antecedente de alergia a la penicilina es bastante frecuente, sólo en alrededor de un 10% se presentará una reacción alérgica tras su administración.


Tabla 21-7 Reacciones adversas a las penicilinas*






	Tipo de reacción

	Frecuencia (%)

	
Ocurre con mayor frecuencia con*







	Alérgica

	 

	 






	Anticuerpos IgE

	0,004-0,4

	Penicilina G






	 Anafilaxia

	 

	 






	 Urticaria precoz (<72 h)

	 

	 






	Anticuerpos citotóxicos

	Rara

	Penicilina G






	 Anemia hemolítica

	 

	 






	Enfermedad por complejos antígeno-anticuerpo

	Rara

	Penicilina G






	Enfermedad del suero

	 

	 






	Hipersensibilidad retardada

	4-8

	Ampicilina






	 Dermatitis de contacto

	 

	 






	Idiopática

	4-8

	Ampicilina






	Exantema cutáneo

	 

	 






	Fiebre

	 

	 






	Urticaria de inicio tardío

	 

	 






	Gastrointestinal

	2-5

	 






	Diarrea

	2-5

	Ampicilina






	Enterocolitis

	<1

	Ampicilina






	Hematológica

	 

	 






	Anemia hemolítica

	Rara

	Penicilina G






	Neutropenia

	1-4

	Penicilina G, nafcilina, oxacilina, piperacilina






	Disfunción plaquetaria

	3

	Ticarcilina






	Hepática

	 

	 






	Elevación de los niveles séricos de aspartato transaminasa

	1-4

	Flucloxacilina, nafcilina, oxacilina






	Alteración electrolítica

	 

	 






	Sobrecarga de sodio

	Variable

	Ticarcilina






	Hipopotasemia

	Variable

	Ticarcilina






	Hiperpotasemia aguda

	Rara

	Penicilina G






	Neurológica

	 

	 






	Convulsiones

	Rara

	Penicilina G






	Sensaciones extrañas

	 

	Penicilina procaína






	Renal

	 

	 






	Nefritis intersticial

	<1

	Cualquier penicilina







* Todas las reacciones pueden producirse con cualquier penicilina.
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Figura 21-3 Mecanismos de formación de antígenos a partir de las penicilinas.




La enfermedad del suero puede producirse con las penicilinas, aunque es muy infrecuente. La enfermedad se caracteriza por fiebre, urticaria, artralgias y edema angioneurótico. La dermatitis exfoliativa y el síndrome de Stevens-Johnson son formas raras de reacciones alérgicas a las penicilinas. Es probable que las erupciones morbiliformes que aparecen tras el tratamiento con penicilina se deban a la formación de anticuerpos IgM frente al hapteno bencilpeniciloílo y a los determinantes menores. En muchos pacientes, estos exantemas desaparecen, incluso si se continúa el tratamiento con penicilina, por la producción de anticuerpos bloqueantes de IgG. Sin embargo, existe riesgo de que el exantema progrese hasta una descamación generalizada. Cuando se produce una reacción de hipersensibilidad, la adrenalina administrada por vía intramuscular o intravenosa generalmente la aborta. No se ha demostrado que se obtenga beneficio alguno con el uso de antihistamínicos o corticoides.


Otra reacción alérgica a las penicilinas es la vasculitis alérgica, con aparición de lesiones cutáneas y viscerales similares a las encontradas en la periarteritis nudosa. Esta reacción es muy infrecuente.


La toxicidad hematológica tampoco es habitual, aunque se han encontrado casos de neutropenia producida por todos los tipos de penicilinas, en especial cuando se utilizan dosis elevadas35. El mecanismo de la neutropenia se desconoce y la cifra de leucocitos vuelve a la normalidad con rapidez si se suspende la administración del fármaco causante. En ocasiones se puede utilizar una dosis más baja del fármaco sin producir neutropenia. Rara vez aparece una anemia hemolítica con positividad para la prueba de Coombs36. Todas las penicilinas a concentraciones elevadas, sobre todo la ticarcilina, se unen al receptor de adenosindifosfato de las plaquetas, lo que impide la agregación plaquetaria normal. La hemorragia con significación clínica es relativamente infrecuente29,37.


La toxicidad renal por penicilinas es variable, desde angitis alérgica hasta nefritis intersticial38. La nefritis intersticial, más frecuente con la meticilina, se puede observar con todas las penicilinas. El síndrome clínico incluye fiebre, exantema macular, eosinofilia, proteinuria, eosinofiluria y hematuria. Al principio, la reacción es una insuficiencia renal no oligúrica con disminución del aclaramiento de creatinina y aumento de las concentraciones séricas de nitrógeno ureico y de creatinina. Esta reacción puede progresar hasta anuria e insuficiencia renal. Las biopsias renales muestran un infiltrado intersticial de células mononucleares y eosinofílicas con lesión tubular pero sin lesiones glomerulares. La suspensión del tratamiento con penicilina logra la normalización de la función renal en la mayoría de los casos.


La administración de dosis muy elevadas de cualquier penicilina, aunque con más frecuencia en el caso de la ticarcilina, puede producir hipopotasemia a causa de la gran dosis de aniones no reabsorbibles que llegan a los túbulos renales distales, lo que altera la excreción de H+ y, de forma secundaria, produce una pérdida de K+.


Tras la administración de dosis altas de penicilina G o ampicilina, puede producirse toxicidad del sistema nervioso central en forma de convulsiones mioclónicas. Si existe una reducción en la función renal, los fármacos se acumulan y esta forma de toxicidad es más probable39. La instilación directa de pequeñas dosis de oxacilina o nafcilina en los ventrículos en el momento de la cirugía de colocación de derivaciones auriculoventriculares no ha producido convulsiones, aunque sí lo hace la aplicación directa de penicilina sobre la corteza.


La administración de cualquiera de las formas orales puede producir molestias gastrointestinales, que son más pronunciadas en el caso de la ampicilina. Se ha descrito colitis asociada a antibióticos por Clostridium difficile tras el uso de todas las penicilinas (v. cap. 96). Todas las penicilinas utilizadas a dosis elevadas durante períodos prolongados eliminan la flora bacteriana normal, por lo que como consecuencia se produce una colonización por bacilos gramnegativos resistentes o por hongos como Candida. Se han comunicado alteraciones en las pruebas de función hepática, como elevación de los niveles de la fosfatasa alcalina y de aminotransferasas (transaminasas), con más frecuencia tras el empleo de oxacilina. La patogenia de la reacción hepática se desconoce. Rara vez se produce lesión hepática importante y las enzimas hepáticas vuelven a sus valores normales algunos días después de suspender el tratamiento.









Uso clínico


En la tabla 21-8 se enumeran algunos usos de las penicilinas. La penicilina G sigue siendo el fármaco principal para tratar las infecciones producidas por Streptococcus pyogenes, cepas de Streptococcus pneumoniae sensibles a la penicilina y enterococos. La penicilina G intravenosa sigue siendo el tratamiento de elección de la meningitis neumocócica y meningocócica, la endocarditis estreptocócica y enterocócica (en el último caso en combinación con gentamicina) y la neurosífilis. No se ha demostrado que las penicilinas más recientes o fármacos de otras clases sean más eficaces. Las cepas de S. pneumoniae sensibles a la penicilina se inhiben con concentraciones inferiores a 0,1 μg de penicilina. Otras penicilinas son también muy activas, aunque las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) suelen ser superiores a las de la penicilina G40. Esta jerarquía de actividad de las penicilinas se mantiene frente a las cepas de S. pneumoniae resistentes a la penicilina, aunque a CMI más elevadas. La penicilina, la ampicilina y la amoxicilina son los compuestos más activos, con CMI que rara vez superan los 4 μg/ml, frente a las CMI de 128 μg/ml o superiores de la ticarcilina contra cepas muy resistentes a penicilina. Excepto en la meningitis neumocócica, en la que se han documentado fracasos clínicos con penicilina, las infecciones causadas por neumococos resistentes a penicilina parecen responder a la penicilina G, siempre que se utilice una dosis elevada41,42. En las infecciones neumocócicas graves producidas por cepas resistentes a la penicilina con CMI superiores a 1 μg/ml, en especial en pacientes inmunodeprimidos, puede ser preferible utilizar vancomicina u otro antibiótico no β-lactámico en lugar de una penicilina u otro β-lactámico43. La penicilina debería utilizarse para tratar la meningitis neumocócica sólo si el aislamiento es totalmente sensible a la penicilina44.




Tabla 21-8 Espectro antimicrobiano de la penicilina*
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Casi todas las cepas de Neisseria meningitidis son sensibles a la penicilina G. Las cepas de Neisseria gonorrhoeae con frecuencia son resistentes a la penicilina, por lo que ya no se recomienda para el tratamiento de la gonorrea. La penicilina G es el fármaco de elección para la sífilis en todas sus etapas. Las infecciones puerperales producidas por estreptococos anaerobios o estreptococos del grupo B (Streptococcus agalactiae), así como las infecciones genitales clostridiales, se tratan con penicilina G. Con este fármaco también se pueden tratar las infecciones producidas por la flora anaerobia de la boca, incluidos cocos grampositivos y gramnegativos y actinomicetos, aunque se han encontrado cepas resistentes a la penicilina de Prevotella melaninogenica productoras de β-lactamasas.


Las penicilinas resistentes a las penicilinasas sólo están indicadas en el tratamiento de infecciones causadas por cepas de estafilococos sensibles a la meticilina, para las cuales son los fármacos de elección. También cubren los estreptococos viridans, S. pyogenes y otros estreptococos hemolíticos, las cepas de S. pneumoniae sensibles a la penicilina, los cocos grampositivos anaerobios y los bacilos grampositivos anaerobios, aunque la penicilina es ligeramente más activa frente a estos microorganismos y es el fármaco preferido. Estos compuestos son inactivos frente a Listeria monocytogenes, especies de Enterococcus y cepas de estafilococos resistentes a la meticilina. El fundamento de la resistencia a la meticilina en los estafilococos es la producción de PBP 2a, proteína con una afinidad baja por meticilina. No tienen actividad frente a microorganismos gramnegativos.


El uso de aminopenicilinas está indicado para el tratamiento de las infecciones respiratorias de vías altas y bajas, las gastroenteritis bacterianas (sólo ampicilina), la endocarditis bacteriana, la meningitis y las infecciones urinarias producidas por microorganismos sensibles (es decir, no productores de β-lactamasas). La amoxicilina, por su excelente biodisponibilidad, es el fármaco preferido para su administración oral en la mayoría de las situaciones; se tolera bien incluso a dosis elevadas de hasta 3 g (80-90 mg/kg/día en niños) administrada dos o tres veces al día45,46. La amoxicilina también se recomienda como componente de una pauta combinada de tres fármacos para el tratamiento de úlceras e infecciones gástricas causadas por Helicobacter pylori47.


Las penicilinas antipseudomonas y de espectro extendido están indicadas para tratar las infecciones producidas por bacilos gramnegativos resistentes, en especial P. aeruginosa. Deben utilizarse combinadas con otro fármaco antipseudomonas, por lo general un aminoglucósido, para las infecciones no urinarias por pseudomonas, al menos durante los primeros días. Las ureidopenicilinas, sobre todo la piperacilina, son activas frente a muchas cepas de especies de Klebsiella y Enterobacter, Serratia marcescens y Providentia, y pueden utilizarse para tratar infecciones producidas por estos microorganismos. La carbenicilina y la ticarcilina son menos activas frente a los enterococos que las ureidopenicilinas y la ampicilina, y no deberían emplearse en el tratamiento de infecciones en las que se documente la presencia de estos microorganismos. La ticarcilina es menos activa frente a los enterococos que las ureidopenicilinas y la ampicilina, y no debe utilizarse para tratar infecciones documentadas causadas por estos microorganismos. La ticarcilina ha caído en desuso, e incluso la piperacilina, que todavía se utiliza bastante, con frecuencia se administra en combinación con tazobactam a causa de la prevalencia de cepas productoras de β-lactamasas. Sin embargo, la actividad de la piperacilina frente a muchas de las especies gramnegativas, como P. aeruginosa, Enterobacter, Citrobacter, Serratia y Providentia, generalmente no suele mejorar tras la asociación de tazobactam, porque estos microorganismos producen típicamente una β-lactamasa de clase C que no se inhibe con los inhibidores de β-lactamasas, y la piperacilina puede utilizarse sin tazobactam en las infecciones causadas por estos microorganismos.









Uso preventivo


Las penicilinas se han utilizado en varias situaciones para la prevención de infecciones. Con la administración oral de 200.000 unidades de penicilina G o de penicilina V cada 12 horas o las inyecciones intramusculares de 1,2 o 2,4 millones de unidades de penicilina benzatina administradas una vez al mes se ha logrado la prevención de las recurrencias de la fiebre reumática. Se han erradicado brotes de infecciones estreptocócicas por S. pyogenes con el uso de penicilina G o V oral (200.000 unidades) administradas dos veces al día durante 5 días, con inyecciones únicas diarias de penicilina procaína o con la administración de penicilina benzatina.


Se ha administrado amoxicilina o ampicilina por vía oral a niños con anesplenia o con agammaglobulinemia para evitar infecciones producidas por Haemophilus influenzae y S. pneumoniae. Se recomienda una dosis única oral de 2 g para la prevención de la endocarditis infecciosa48. No se ha demostrado que la profilaxis con penicilina sea beneficiosa en la prevención de infecciones meningocócicas, de las infecciones bacterianas que aparecen tras una infección respiratoria viral o de la neumonía tras el coma, el shock o la insuficiencia cardíaca congestiva.












[image: image] Propiedades de las penicilinas individuales


Las recomendaciones para la dosificación de penicilinas se facilitan en las tablas 21-9 y 21-10.




Tabla 21-9 Dosificación de las penicilinas
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Tabla 21-10 Dosificación de los antibióticos en neonatos
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Penicilinas naturales






Penicilina G


La penicilina G, o bencilpenicilina G (fig. 21-4), está disponible en forma de sales para su administración oral o parenteral y en forma de sales de liberación sostenida para su inyección intramuscular. Debido a que la penicilina G es inestable en medio ácido, debería utilizarse la penicilina V (o la amoxicilina) para su administración oral.
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Figura 21-4 Estructuras de la penicilina G y la penicilina V.




La penicilina G cristalina en disolución acuosa se ha utilizado por vía intramuscular, subcutánea, intravenosa e intradural. Cuando se administra por vía intramuscular en forma de disolución acuosa, se elimina con rapidez del organismo y puede ser preferible utilizar una forma depot. Está disponible en forma de polvo seco estéril en ampollas o viales que contienen 200.000-20 millones de unidades cada uno. Cada millón de unidades de penicilina G contiene 1,7 mEq de sodio o potasio.


Las penicilinas depot proporcionan depósitos tisulares desde los cuales el fármaco se absorbe durante horas, en el caso de la penicilina procaína, o durante días, en el caso de la penicilina benzatina. Las penicilinas depot son sólo para uso por vía intramuscular y no pueden emplearse por vía intravenosa o subcutánea. La penicilina procaína es una mezcla en partes molares equivalentes de procaína y penicilina; por tanto, 300.000 unidades contienen 120 mg de procaína. El uso de esta suspensión retrasa el pico de actividad y proporciona niveles séricos y tisulares durante al menos 12 horas. Al duplicar la dosis de penicilina procaína administrada en un único punto de inyección, no se duplica el nivel sérico. Para aumentar el nivel máximo es necesario utilizar dos puntos de inyección, como se hace en el tratamiento de la gonorrea; por ejemplo, con 2,4 millones de unidades de penicilina procaína administrada en cada nalga.


La penicilina benzatina es una forma depot de la penicilina que combina 1 mol de penicilina y 2 moles de base amoniacal. Proporciona niveles séricos detectables durante 15-30 días, en función de la dosis. Las concentraciones de penicilina G en el líquido cefalorraquídeo tras el uso de la penicilina benzatina pueden ser inadecuadas para tratar la neurosífilis.












Penicilina V


La fenoximetilpenicilina (v. fig. 21-4) está disponible sólo para su uso oral en forma de sal sódica o potásica en suspensión o en comprimidos con dosis de 125, 250 y 500 mg. La dosis habitual para niños es de 25-50 mg/kg/día y para adultos, de 1-4 g/día divididos en tres o cuatro dosis. La sal potásica produce niveles sanguíneos más elevados que las otras sales. Los niveles séricos son de dos a cinco veces superiores a los obtenidos con la penicilina G oral. Los niveles sanguíneos tras la administración de 500 mg a un adulto son equivalentes a los alcanzados con 600.000 unidades de penicilina procaína administradas por vía intramuscular. La penicilina V puede sustituirse por penicilina G en la mayoría de las situaciones en las que es razonable tratar una infección por vía oral. Sin embargo, la penicilina V es menos activa que la penicilina G frente a Haemophilus, Neisseria y microorganismos entéricos.









Penicilinas resistentes a penicilinasas


El espectro antibacteriano de todas las penicilinas resistentes a penicilinasa es idéntico (fig. 21-5). Son activas frente a cepas de estafilococos sensibles a la meticilina, cepas de estreptococos sensibles a la penicilina, como S. pneumoniae, y la mayoría de los cocos anaerobios grampositivos. Ninguna es activa frente a estafilococos resistentes a la meticilina, estreptococos muy resistentes a penicilinas, enterococos, Listeria monocytogenes, cocos o bacilos aerobios gramnegativos o bacterias anaerobias gramnegativas.
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Figura 21-5 Penicilinas antiestafilocócicas.








Meticilina


La meticilina (2,6-dimetoxifenilpenicilina) fue la primera de varias penicilinas desarrolladas que son resistentes a penicilinasas. La meticilina es la penicilina resistente a penicilinasa que tiene menos actividad por unidad de peso; es sensible al ácido y, por tanto, sólo puede administrarse por vía parenteral. Es más probable que cause nefritis intersticial. Por estos motivos, la meticilina ya no se utiliza en la clínica.












Nafcilina


La nafcilina (2-etoxi-1-naftilpenicilina) tiene una actividad intrínseca mayor que la meticilina frente a los microorganismos sensibles. Presenta una unión elevada a proteínas. Su absorción oral es errática49 y los niveles tras la inyección intramuscular son bajos; por tanto, la única vía práctica de administración es la intravenosa. El antibiótico se excreta principalmente por el hígado y, en menor grado, por el riñón. El probenecid eleva los niveles séricos y prolonga su semivida. Su dosis habitual es de 6-12 g/día, según la gravedad de la infección, y de 100-200 mg/kg/día para niños.






Isoxazolilpenicilinas


Las isoxazolilpenicilinas, la oxacilina, la cloxacilina, la dicloxacilina y la flucloxacilina se absorben tras su administración oral, aunque su absorción se ve afectada de forma adversa por los alimentos. La dicloxacilina y la flucloxacilina proporcionan las concentraciones séricas totales más elevadas, pero, debido a diferencias en su unión a proteínas, las concentraciones libres del fármaco son casi idénticas para los tres compuestos (v. tabla 21-5). Tras la perfusión intravenosa de 1 g en 15 minutos, los niveles séricos son de 25 μg/ml 1 hora después y menores de 1 μg/ml a las 6 horas. Las isoxazolilpenicilinas experimentan cierto grado de metabolismo, pero se excretan sobre todo por el riñón, con una ligera excreción biliar. La oxacilina sufre una degradación más rápida en el organismo que la cloxacilina o la dicloxacilina.


La oxacilina sódica inyectable puede administrarse por vía intramuscular o intravenosa. La dosis para adultos es de 2-12 g/día y para niños, de 100-300 mg/kg/día cada 4-6 horas. La oxacilina puede asociarse a una mayor incidencia de hepatotoxicidad y exantema que la nafcilina u otros fármacos antiestafilocócicos50.


La cloxacilina sódica está disponible en Estados Unidos sólo en forma de solución oral (125 mg/5 ml) o en cápsulas de 250 y 500 mg. La dosis para niños es de 25-50 mg/kg/día en cuatro dosis iguales y para adultos de 1-4 g/día en cuatro dosis iguales.


La dicloxacilina sódica está disponible en forma de suspensión (62,5 mg/5 ml) y en cápsulas de 125 y 250 mg. La dosis para niños de menos de 40 kg es de 25-50 mg/kg/día en cuatro dosis. Para adultos, puede administrarse una dosis de 250 mg-1 g cada 6 horas, según la gravedad de la infección.


La flucloxacilina y la dicloxacilina presentan semejanzas en cuanto a su farmacocinética, su actividad o sus indicaciones51. No se encuentra disponible en Estados Unidos, pero su uso está muy extendido en Europa y en otros países. La flucloxacilina se encuentra disponible como sal sódica en suspensión oral (125 mg/5 ml o 500 mg/5 ml), en cápsulas (250 y 500 mg) y en polvo para ser reconstituido para su administración parenteral.












Aminopenicilinas


Las actividades antibacterianas de todas las aminopenicilinas (fig. 21-6) son similares. No son estables frente a las β-lactamasas. Por motivos prácticos, su actividad es casi idéntica a la de la penicilina G frente a los microorganismos sensibles a la penicilina, excepto en que las aminopenicilinas son ligeramente más activas frente a los enterococos. Las cepas de H. influenzae y Haemophilus parainfluenzae no productoras de β-lactamasas son sensibles. Las cepas de E. coli, Shigella sonnei y especies de Salmonella, incluidas muchas cepas de Salmonella typhi, antes sensibles de forma uniforme a las aminopenicilinas, con frecuencia son resistentes debido a la producción de β-lactamasas. Especies de Klebsiella, Serratia, Acinetobacter, Proteus indol-positivos, Pseudomonas y las cepas de Bacteroides fragilis son resistentes a las aminopenicilinas.
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Figura 21-6 Aminopenicilinas.








Ampicilina


La ampicilina se absorbe más o menos bien tras su administración oral, aunque los niveles máximos se retrasan y son menores si se ingiere con la comida. Se producen picos séricos de 3 μg/ml 1-2 horas tras la ingesta de 0,5 g; los niveles máximos aparecen más tarde en pacientes diabéticos con enfermedad neurológica y en aquellos con insuficiencia renal. Tras la administración intramuscular de 0,5 g, los niveles máximos de 10 μg/ml se alcanzan en 1 hora. La semivida de eliminación es de alrededor de 80 minutos. El probenecid aumenta la magnitud de los niveles máximos y del área bajo la curva de concentración. La ampicilina se distribuye bien a los compartimentos corporales y alcanza concentraciones terapéuticas en el líquido cefalorraquídeo y en los líquidos pleural, articular y peritoneal en presencia de inflamación tras su administración parenteral. El fármaco entra en la circulación enterohepática y aparecen niveles significativos en bilis y heces. Los niveles en orina son elevados, incluso en presencia de una función renal considerablemente reducida. La diálisis peritoneal es ineficaz en la eliminación del fármaco, pero la hemodiálisis elimina alrededor del 40% en un período de 6 horas. La semivida de la ampicilina es de cerca de 3 horas durante la hemofiltración venovenosa continua.


La ampicilina está disponible para su uso oral en forma de sal sódica en cápsulas de 250 y 500 mg y suspensiones orales de 125 o 250 mg/5 ml. La sal sódica puede utilizarse por vía intramuscular o intravenosa. Para la mayoría de las indicaciones, se ha abandonado el uso de ampicilina oral a favor de la amoxicilina oral debido a la mayor biodisponibilidad de esta última. La ampicilina es eficaz para tratar las infecciones respiratorias de vías altas y bajas producidas por S. pneumoniae, estreptococos β-hemolíticos y cepas de H. influenzae no productoras de β-lactamasa. Es eficaz en el tratamiento de la meningitis producida por estreptococos del grupo B, Listeria monocytogenes, N. meningitidis y cepas de S. pneumoniae sensibles a la penicilina. Aunque en otros tiempos fueron útiles en el tratamiento de las infecciones urinarias causadas por E. coli y en las gastroenteritis causadas por Salmonella enterica o especies de Shigella, dada la alta prevalencia de cepas productoras de β-lactamasa, la ampicilina no debería utilizarse hasta que se haya documentado la sensibilidad.


La dosis varía con la edad del paciente, el estado de la función renal y la gravedad de la enfermedad. Para los niños de más de 1 mes de edad, la dosis oral es de 50-100 mg/kg/día en cuatro dosis; la dosis intramuscular o intravenosa es de 100-300 mg/kg/día en cuatro o seis dosis. Para adultos, la dosis oral es de 2-4 g/día administrados en dosis divididas cada 6 horas. Para infecciones graves, la dosis parenteral es de 6-12 g/día administrados en dosis cada 4 horas.









Amoxicilina


La amoxicilina sólo se diferencia de la ampicilina en la presencia de un grupo hidroxilo en posición para de la cadena benceno lateral, aunque sus actividades in vitro son idénticas. Cuando se administra por vía oral se absorbe mucho mejor en comparación con la ampicilina, motivo por el cual es la penicilina preferida en la mayoría de las indicaciones. Los niveles séricos máximos son 2-2,5 veces mayores que los que se alcanzan con una dosis similar de ampicilina, y la comida no disminuye su absorción. La amoxicilina administrada por vía oral produce niveles séricos similares a los logrados con ampicilina sódica o con ampicilina trihidrato administradas por vía intramuscular. La semivida de eliminación es de 80 minutos de media en adultos con función renal normal. La excreción urinaria de la amoxicilina es mayor que la de la ampicilina y la distribución tisular es similar. La amoxicilina parenteral, disponible en Europa, aunque no en Estados Unidos, es farmacológicamente idéntica a la ampicilina administrada por la misma vía.


Se han llevado a cabo abundantes estudios clínicos con amoxicilina; se ha utilizado en el tratamiento de la otitis media, la bronquitis, la neumonía, la fiebre tifoidea, la gonorrea y las infecciones urinarias. La amoxicilina a dosis elevadas (80-90 mg/kg) es el tratamiento de primera elección para la otitis media en los niños, ya que cubre a los neumococos resistentes a penicilinas52. La amoxicilina (1g/8 h) es el fármaco recomendado para el tratamiento por vía oral de la neumonía extrahospitalaria53. La amoxicilina puede lograr concentraciones superiores a las CMI eficaces para las infecciones no meníngeas producidas por cepas de S. pneumoniae resistentes a la penicilina54,55. La amoxicilina no es útil para el tratamiento de la shigelosis.


Los efectos secundarios de la amoxicilina son similares a los producidos por la ampicilina, aunque la diarrea puede ser menos frecuente. La dosis habitual para niños es de 20-40 mg/kg/día, hasta 90 mg/kg/día administrados en dos o tres dosis cada 8 horas, y para adultos, de 0,5-1 g/día cada 8-12 horas, aunque se ha utilizado hasta 1 g cada 4 horas.












Carboxipenicilinas






Carbenicilina


La carbenicilina y la indanilcarbenicilina (fig. 21-7), su éster α-carboxi para administración por vía oral, han dejado de utilizarse debido a las elevadas dosis requeridas, el mayor potencial de toxicidad y la disponibilidad de alternativas más potentes. Las quinolonas han sustituido casi por completo a este fármaco en el tratamiento de las infecciones urinarias y la prostatitis.
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Figura 21-7 Penicilinas activas frente a bacterias gramnegativas.











Ticarcilina


La ticarcilina (v. fig. 21-7) ya no se encuentra disponible como fármaco en forma aislada. Es sensible a la hidrólisis por las β-lactamasas de clase A y se administra como combinación fija de ticarcilina-ácido clavulánico. Es menos activa que las aminopenicilinas frente a los estreptococos resistentes a la penicilina y relativamente inactiva contra enterococos, pero es más activa contra numerosas especies gramnegativas, incluida Pseudomonas aeruginosa. Tras una dosis intravenosa de 3 g, se alcanzan niveles séricos de 250 μg/ml. La ticarcilina se excreta por los túbulos renales. El probenecid retrasa su excreción renal y aumenta sus concentraciones séricas. La distribución tisular es similar a la de la ampicilina, aunque las concentraciones en líquido cefalorraquídeo no son adecuadas para el tratamiento de la meningitis. Su semivida es de alrededor de 70 minutos y se acumula en presencia de insuficiencia renal. Se produce una mayor acumulación si existe disfunción hepática y renal combinadas. La hemodiálisis y la hemofiltración venovenosa continua reducen las concentraciones plasmáticas. Sus efectos adversos son similares a los encontrados con las penicilinas y, además, puede interferir con la función plaquetaria porque se une al receptor del adenosindifosfato (ADP) en las plaquetas e impide la contracción normal. Pueden producirse hemorragias en presencia de niveles séricos elevados y en casos de insuficiencia renal.












Ureidopenicilinas


Todas las ureidopenicilinas (v. fig. 21-7) poseen espectros de actividad y propiedades farmacológicas similares. La azlocilina y la mezlocilina han desaparecido del mercado; han sido sustituidas en la práctica clínica por la ticarcilina-ácido clavulánico y la piperacilina-tazobactam, por lo que no serán estudiadas.


La piperacilina posee una actividad similar a la de la ampicilina frente a las especies grampositivas. Tiene una excelente actividad frente a las especies estreptocócicas y frente a Neisseria y Haemophilus y muchos miembros de la familia de las Enterobacteriaceae. También tiene una actividad excelente frente a los bacilos y los cocos anaerobios. Inhibe un 60-90% de las cepas de P. aeruginosa con concentraciones inferiores a 16 μg/ml. Al igual que la ampicilina, se hidroliza por la acción de las β-lactamasas de clase A. Aunque se hidroliza por las β-lactamasas de clase C producidas por P. aeruginosa y especies de Enterobacter, no es un inductor, lo que tiene importancia en su actividad frente a la mayoría de las cepas de éstas y otras especies relacionadas. La aparición de la resistencia a la piperacilina con frecuencia se debe a la selección de mutaciones que expresan de forma constitutiva niveles elevados de β-lactamasa AmpC19. La piperacilina actúa de forma sinérgica frente a Pseudomonas y a algunas especies de Enterobacteriaceae cuando se combina con los aminoglucósidos56,57; la actividad antibacteriana es más aditiva cuando se combina con una fluoroquinolona58.


La administración de 4 g por vía intravenosa produce niveles séricos máximos superiores a 350 μg/ml. La piperacilina muestra una cinética dependiente de la dosis. Se acumula en la insuficiencia renal en menor grado que la carbenicilina y su semivida es de sólo 4-6 horas con aclaramientos de creatinina menores de 10 ml/min. Se elimina mediante hemodiálisis y debería administrarse tras la diálisis. La semivida con hemofiltración venovenosa continua es de alrededor de 5 horas y se recomienda la administración de 4 g dos veces al día59.


La piperacilina produce reacciones adversas similares a las de las otras penicilinas ya mencionadas. Se ha documentado neutropenia tras la administración prolongada de dosis elevadas. Rara vez se produce alteración del tiempo de hemorragia e hipopotasemia. En estudios clínicos se ha demostrado que es un fármaco útil en el tratamiento de varias infecciones28,29. Se administra a dosis diarias de 12-18 g en adultos. Aunque en la actualidad se encuentra disponible en forma aislada, casi siempre se administra combinada con tazobactam para mejorar la actividad frente a las cepas productoras de β-lactamasa de clase A.
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Los inhibidores de las β-lactamasas son el ácido clavulánico y los derivados de la sulfona del ácido penicilánico, y ellos mismos son compuestos β-lactámicos. Poseen una actividad antibacteriana débil, pero son inhibidores potentes de muchos tipos de β-lactamasas de clase A. Cuando se combinan con un antibiótico β-lactámico que sea un sustrato de las β-lactamasas de clase A, y por tanto inactivo contra las bacterias que las producen, el inhibidor evita la hidrólisis del antibiótico, por lo que le devuelve su actividad (tabla 21-11). Aunque se observa una inhibición competitiva, los inhibidores de las β-lactamasas actúan principalmente como un sustrato suicida que forma un intermediario estable, que inactiva la enzima.


Tabla 21-11 Actividad de la amoxicilina-ácido clavulánico frente a microorganismos resistentes a la amoxicilina






	Microorganismo

	Amoxicilina

	
Amoxicilina-ácido clavulánico*







	Staphylococcus aureus

	256

	1






	Staphylococcus epidermidis

	256

	2






	
S. aureus (SARM)

	256

	16






	Haemophilus influenzae

	64

	0,5






	Branhamella catarrhalis

	16

	0,25






	Neisseria gonorrhoeae

	128

	1






	Escherichia coli

	>256

	8






	Klebsiella pneumoniae

	128

	4






	Proteus mirabilis

	>256

	4






	Proteus vulgaris

	>256

	2






	Bacteroides fragilis

	32

	0,5






	Especies de Enterobacter, Citrobacter, Serratia y Pseudomonas aeruginosa


	>128

	>128







* Contiene amoxicilina y ácido clavulánico en una proporción 2:1. SARM, S. aureus resistente a la meticilina.


En la práctica clínica se utilizan tres inhibidores de las β-lactamasas: el ácido clavulánico, el sulbactam y el tazobactam. Cada inhibidor se encuentra disponible sólo en forma de combinación fija que incluye a un antibiótico β-lactámico como fármaco acompañante. Entre los inhibidores de las β-lactamasas existen diferencias poco importantes en cuanto a potencia, actividad y farmacología, siendo el antibiótico β-lactámico acompañante el que determina principalmente el espectro de actividad antibacteriana. Los inhibidores de las β-lactamasas sólo son eficaces contra las β-lactamasas de clase A de Ambler (es decir, penicilinasas), que a menudo se encuentran codificadas por plásmidos. Las β-lactamasas de clase A son producidas por S. aureus, H. influenzae, Moraxella catarrhalis, especies de Bacteroides (las β-lactamasas son cromosómicas en las dos últimas especies) y Enterobacteriaceae, que producen las β-lactamasas TEM y SHV, estrechamente relacionadas. También inhiben a las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), que son β-lactamasas mutantes de clase A, aunque no se ha establecido el papel de las combinaciones de inhibidores para el tratamiento de las infecciones causadas por microorganismos productores de BLEE. Las β-lactamasas de clase C de Ambler (es decir, cefalosporinasas AmpC) de especies de Serratia, C. freundii, Enterobacter, P. aeruginosa y algunas Enterobacteriaceae, que típicamente son codificadas cromosómicamente, no son inhibidas por los inhibidores de β-lactamasas. Los inhibidores de β-lactamasas tampoco inhiben a las enzimas de clase D ni a las metalo-β-lactamasas de clase B. Estas últimas no se encuentran relacionadas estructuralmente con las otras clases de β-lactamasas, ya que no son proteínas de unión a la penicilina, sino que derivan de metaloproteasas.






Ácido clavulánico


El ácido clavulánico, un inhibidor de la β-lactamasa (fig. 21-8), fue identificado originariamente en cultivos de Streptomyces clavuligerus. Se presenta en combinación con la amoxicilina como administración oral o parenteral. La combinación de ácido clavulánico y ticarcilina se encuentra disponible para administración intravenosa.





[image: image]

Figura 21-8 Ácido clavulánico.








Farmacología


El ácido clavulánico es absorbido moderadamente bien por el aparato gastrointestinal. La concentración sérica máxima de 4 μg/ml en los niños y en los adultos se produce 40-120 minutos tras la ingesta de 125 mg60. La combinación de amoxicilina y ácido clavulánico no altera significativamente los parámetros farmacológicos de ninguno de los dos fármacos. La absorción del ácido clavulánico no se ve afectada por la administración simultánea de alimentos, leche o antiácidos que contengan hidróxido de aluminio. Tras la infusión intravenosa de ácido clavulánico combinado con amoxicilina o ticarcilina, el fármaco es distribuido con rapidez, produciendo concentraciones séricas máximas de aproximadamente 8 μg/ml tras una dosis intravenosa de 100 mg. La semivida sérica del ácido clavulánico es de alrededor de 1 hora. El ácido clavulánico no se acumula hasta que el aclaramiento de creatinina desciende de 10 ml/min60. El ajuste de la dosis se realiza en función de la dosis deseada de amoxicilina o ticarcilina. El ácido clavulánico se degrada in vivo y sus metabolitos se excretan a través de los pulmones, las heces y la orina; tan sólo el 20-60% aparece sin cambios en la orina 6 horas tras una dosis oral. Los niveles urinarios tras administrar una dosis de ácido clavulánico de 125 mg son superiores a 40 μg/ml durante 4-6 horas tras la administración.


El ácido clavulánico alcanza niveles terapéuticos en la bilis, el líquido del oído medio y el tejido amigdalino. El ácido clavulánico atraviesa la placenta y puede encontrarse en la sangre del cordón de los recién nacidos y en el líquido amniótico, pero no se detecta en la leche materna. El ácido clavulánico no penetra las meninges no inflamadas. En el LCR de los pacientes con meningitis se han detectado concentraciones de ácido clavulánico de alrededor de 0,25 μg/ml61. Tras la administración de amoxicilina-ácido clavulánico por vía oral se alcanzan concentraciones de ácido clavulánico en esputo inferiores a 1 μg/ml, pero los niveles en el líquido pleural son del 46-91% de los niveles séricos máximos. La penetración del ácido clavulánico en el líquido peritoneal es rápida; se alcanzan niveles de alrededor del 66% de la concentración sérica.









Reacciones adversas


No se han descrito reacciones adversas de importancia con el uso de ácido clavulánico combinado con amoxicilina o ticarcilina. La incidencia de reacciones cutáneas ha sido similar a la observada cuando se administra penicilina de modo aislado. El efecto secundario más frecuente es la diarrea, en especial si se administran dosis múltiples diarias de 250 mg por vía oral. Las náuseas también acompañan el uso de estas dosis. Por tanto, se recomienda no superar una dosis oral de ácido clavulánico de 125 mg dos o tres veces al día.












Amoxicilina-ácido clavulánico


La combinación amoxicilina-ácido clavulánico ha demostrado ser un tratamiento útil para la otitis media aguda infantil causada por H. influenzae y M. catarrhalis productores de β-lactamasas62. También se ha empleado para tratar sinusitis o neumonía causadas por bacterias sensibles, productoras o no de β-lactamasas. Resulta especialmente útil para tratar infecciones polimicrobianas en las que puedan existir microorganismos productores de β-lactamasas, como son las heridas por mordeduras de origen humano o animal y las infecciones del pie diabético63. Las infecciones de las estructuras cutáneas causadas por estreptococos y estafilococos han respondido a la amoxicilina-ácido clavulánico con resultados comparables a los logrados con fármacos antiestafilocócicos y cefalosporinas por vía oral.


El fármaco se formula en forma de comprimidos de 250, 500 u 875 mg de amoxicilina combinados con 125 mg de ácido clavulánico, y también se dispone de una forma de liberación sostenida de 1.000 mg de amoxicilina combinados con 62,5 mg de ácido clavulánico. La dosis habitual es de 250 mg de amoxicilina cada 8 horas a 875 mg cada 12 horas, por vía oral. Las formas con dosis 500/125 mg y 875/125 mg son eficaces para pautas de administración cada 12 horas, y se asocian con menos diarrea64. La dosis en los niños es de 20-45 mg/kg/día, divididos en dos o tres tomas; se dispone de varios tipos de suspensiones orales y comprimidos masticables.


La formulación de liberación sostenida se administra como una dosis de dos comprimidos de 1.000/62,5 mg, dos veces al día. Esta dosis es eficaz para el tratamiento de la sinusitis bacteriana y de la neumonía extrahospitalaria, incluyendo las infecciones causadas por cepas de Streptococcus pneumoniae65. En las recomendaciones de la Infectious Diseases Society of America se incluye amoxicilina-ácido clavulánico 2.000 mg/125 mg dos veces al día en combinación con un macrólido como alternativa a las fluoroquinolonas para el tratamiento empírico ambulatorio de la neumonía extrahospitalaria en pacientes con otras enfermedades53.









Ticarcilina-ácido clavulánico


La ticarcilina-ácido clavulánico posee un amplio espectro de actividad, que incluye a cocos grampositivos diferentes de los enterococos y estafilococos resistentes a la meticilina; Enterobacteriaceae, entre las que se incluyen cepas resistentes a antibióticos; P. aeruginosa, y anaerobios grampositivos y gramnegativos. Es eficaz para el tratamiento de diversas infecciones, como la neumonía extrahospitalaria, la neumonía asociada con la respiración asistida, las infecciones ginecológicas, las infecciones abdominales, las infecciones de las estructuras cutáneas y la osteomielitis66. La dosis habitual es de 3,1 g administrados cada 4-6 horas.









Sulbactam


El sulbactam (fig. 21-9) es una 6-desaminopenicilina sulfona. El sulbactam es un inhibidor de β-lactamasas con un espectro algo más amplio que el ácido clavulánico, aunque con menor potencia. El sulbactam se encuentra disponible en Estados Unidos únicamente en combinación con ampicilina, en una proporción de 0,5 g de sulbactam por 1 g de ampicilina, como formulación parenteral para administración intravenosa.
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Figura 21-9 Sulbactam (arriba) y éster de sulbactam oral (abajo).








Farmacología


La farmacocinética del sulbactam en el ser humano es similar a la de la ampicilina67. El nivel sérico máximo medio tras la infusión intravenosa de 1 g es de 68 μg/ml. La semivida plasmática es de 1 hora. El sulbactam es excretado por el riñón y la eliminación urinaria es del 70-80% de la dosis. La excreción biliar es mínima y el metabolismo es menor del 25%. El probenecid bloquea la excreción renal. La semivida no se ve alterada significativamente hasta que el aclaramiento de creatinina se reduce a menos de 30 ml/min. Con aclaramientos de creatinina de 5-15 ml/min la semivida es de 9,2 horas, y en anuria es de 20 horas. El ajuste de la dosis es necesario cuando el aclaramiento de creatinina es inferior a 50 ml/min, y se basa en la parte correspondiente a la ampicilina. Las concentraciones de sulbactam en el líquido intersticial y en las secreciones peritoneales son comparables a los niveles séricos. La penetración del sulbactam en las meninges inflamadas es baja; se observan niveles de 0,1-10 μg/ml en el LCR tras la infusión de 1 g.









Reacciones adversas


Los estudios clínicos de la combinación de sulbactam con ampicilina no han revelado reacciones hematológicas, renales, hepáticas o en el sistema nervioso central de consideración. La diarrea no ha sido un problema importante tras la administración intravenosa. Las reacciones cutáneas son similares a las producidas por la ampicilina, y en ocasiones se elevan los niveles de transaminasas.












Uso clínico


La ampicilina-sulbactam posee un espectro de actividad antibacteriana similar al de la amoxicilina-ácido clavulánico. Se ha utilizado para el tratamiento de infecciones bacterianas mixtas, como infecciones intraabdominales, infecciones obstétricas y ginecológicas e infecciones óseas y de partes blandas68. La actividad del sulbactam in vitro frente a cepas de Acinetobacter baumannii es moderada69. Ya que sólo se encuentra disponible como combinación, no puede determinarse su utilidad clínica independiente del β-lactámico acompañante para el tratamiento de las infecciones producidas por A. baumannii, aunque un estudio retrospectivo encontró que la combinación ampicilina-sulbactam es más eficaz que las polimixinas para el tratamiento de las infecciones causadas por cepas resistentes a carbapenem70.









Tazobactam


El tazobactam es un inhibidor de β-lactamasas de tipo sulfona de ácido penicilánico con una estructura similar a la del sulbactam (fig. 21-10). Su espectro de inhibición de β-lactamasas es similar al del sulbactam, pero su potencia es más parecida a la del ácido clavulánico. Se encuentra disponible para administración parenteral únicamente en combinación con la piperacilina, en una proporción de peso entre piperacilina y tazobactam de 8:1.
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Figura 21-10 Tazobactam.








Farmacología


La concentración sérica máxima media tras una infusión intravenosa durante 30 minutos de 375 mg de tazobactam combinado con piperacilina es de 25 μg/ml en la población sana. El tazobactam se elimina principalmente por el riñón y la dosis debe ser ajustada cuando el aclaramiento de creatinina es menor de 40 ml/min. La combinación de tazobactam con piperacilina reduce el aclaramiento de tazobactam, pero el aclaramiento de la piperacilina no se ve afectado. Los aclaramientos de piperacilina y tazobactam son similares en la población con función renal normal. Las concentraciones séricas máximas son aproximadamente un 50% más elevadas en los pacientes con enfermedad renal terminal71. La semivida del tazobactam es de 1 hora en la población con función renal normal, pero se eleva a 3,6 horas (en comparación con las 2 horas para la piperacilina) en los pacientes con un aclaramiento de creatinina menor de 20 ml/min. La semivida del tazobactam es de aproximadamente 7 horas en los pacientes con enfermedad renal terminal. Estas diferencias farmacocinéticas entre la piperacilina y el tazobactam no requieren ajuste de la dosis de tazobactam de modo independiente a la piperacilina; la dosis se ajusta en función de la farmacocinética de la piperacilina.


Los niveles tisulares de tazobactam reflejan un porcentaje de penetración que es similar al de la piperacilina para cada tipo tisular72. El tazobactam penetra las meninges inflamadas. Las concentraciones de piperacilina y tazobactam en el LCR fueron un 16% y un 32%, respectivamente, de las concentraciones séricas simultáneas en un modelo de meningitis en conejos73.









Reacciones adversas


Los escasos datos clínicos no indican ninguna reacción de toxicidad nueva o única al tazobactam.









Uso clínico


La combinación piperacilina-tazobactam posee el espectro más amplio de las tres combinaciones parenterales de inhibidores de las β-lactamasas. Los estudios clínicos publicados han sido efectuados principalmente en adultos; la experiencia con esta combinación para el tratamiento de infecciones graves en niños indica que es segura y efectiva74. Por lo general, el espectro antibacteriano de la piperacilina-tazobactam es similar in vitro a la de la ticarcilina-ácido clavulánico para algunas cepas (incluyendo enterococos), debido supuestamente a la mayor actividad intrínseca de la piperacilina75. En los ensayos clínicos, la eficacia de la piperacilina-tazobactam ha sido equivalente, y en ocasiones superior, a fármacos similares de amplio espectro (p. ej., ticarcilina-ácido clavulánico, carbapenemes, cefalosporinas de tercera generación) para el tratamiento de la neumonía, las infecciones cutáneas y de partes blandas, las infecciones intraabdominales, las infecciones polimicrobianas y la neutropenia febril en combinación con un aminoglucósido76. Al igual que ocurre con otros antibióticos, la combinación piperacilina-tazobactam debe utilizarse asociada a otro fármaco (p. ej., un aminoglucósido) para el tratamiento de la neumonía causada por P. aeruginosa. La dosis habitual en adultos es de 12 g de piperacilina/1,5 g de tazobactam administrados a una dosis de 3,375 g (3 g de piperacilina, 0,375 g de tazobactam) cada 6 horas o de 4,5 g cada 8 horas para un aclaramiento de creatinina superior a 40 ml/min.


Las cepas de E. coli y especies de Klebsiella productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) a menudo son sensibles in vitro a piperacilina-tazobactam77, pero ha existido cierta reticencia a utilizar este fármaco debido a la posibilidad de fracaso terapéutico cuando se utilizan antibióticos β-lactámicos diferentes a los carbapenemes para tratar infecciones causadas por cepas productoras de BLEE. Sin embargo, en una serie de casos pequeña, las infecciones de las vías urinarias fueron tratadas exitosamente con piperacilina-tazobactam con independencia de la sensibilidad, y las infecciones de vías no urinarias respondieron siempre que el aislado fuese sensible in vitro78.
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22 Cefalosporinas




David R. Andes, William A. Craig





Aunque el descubrimiento de la clase antibiótica de las cefalosporinas se comunicó en 1945, no fue hasta casi dos décadas más tarde cuando se obtuvo utilidad clínica de la misma. Giuseppe Brotzu ha sido muy reconocido por descubrir los efectos inhibitorios de amplio espectro de la salida de aguas residuales en Cerdeña, Italia1. El profesor Brotzu aisló después el moho Cephalosporin acremonium (hoy en día Acremonium chrysogenum) y demostró la actividad antimicrobiana de los filtrados de cultivos frente a las bacterias grampositivas y gramnegativas. También demostró la actividad in vivo de estos filtrados de cultivos tanto en modelos de infecciones en animales como en varios pacientes. El filtrado se utilizó localmente mediante inyección en abscesos cutáneos y por vía sistémica para el tratamiento de la brucelosis y la fiebre tifoidea.


Una década después del descubrimiento inicial, se aislaron e identificaron las cefalosporinas como productos de fermentación del moho2. Investigadores de Oxford, entre ellos Florey y Abraham, estudiaron de forma sistemática las características físicas, químicas y estructurales de las cefalosporinas, al igual que habían hecho con las penicilinas una década antes. Se identificaron tres sustancias: las cefalosporinas P, N y C. Cada uno de los productos tenía actividad antimicrobiana. Sin embargo, sólo la cefalosporina C reveló actividad frente a bacterias grampositivas y gramnegativas. Además, tenía una ventajosa estabilidad en presencia de ácido y penicilinasas2. La cefalosporina C se convirtió en la base del posterior desarrollo del fármaco.


La primera cefalosporina farmacéutica, la cefalotina, fue introducida para uso clínico en 1964. En la actualidad existen más de 20 cefalosporinas en uso (16 en Estados Unidos). La clase de las cefalosporinas está entre las clases antimicrobianas más prescritas, debido a su amplio espectro de actividad, baja toxicidad, facilidad de administración y perfil farmacocinético favorable.






[image: image] Química


Casi todas las cefalosporinas disponibles son derivados semisintéticos de la cefalosporina C. La estructura básica del núcleo cefem incluye un anillo β-lactámico fusionado con un anillo de dihidrotiacina de seis elementos y azufre (fig. 22-1). El núcleo cefem es químicamente distinto del núcleo de la penicilina, que contiene un anillo de tiazolidina de cinco elementos. La numeración de la estructura básica del sistema del anillo de cefalosporina comienza en el anillo de dihidrotiacina en el residuo azufrado. El material de inicio utilizado hoy en día como núcleo para el desarrollo de las cefalosporinas es el ácido 7-aminocefalosporánico (7-ACA). Los intentos de alterar las propiedades fisicoquímicas y biológicas de las cefalosporinas mediante modificaciones químicas de la cadena lateral se basaron en el éxito similar obtenido con los cambios estructurales en la cadena lateral del ácido 6-aminopenicilánico de la penicilina3. Las modificaciones químicas de la estructura básica cefem mediante la sustitución de elementos en las posiciones C1, C3 y C7 han dado lugar a las diferentes cefalosporinas empleadas en la actualidad4,5. Las alteraciones en las posiciones C7 y C3 también se denominan R1 y R2, respectivamente. En general, los cambios en R1 afectan al espectro microbiano de actividad. Estas modificaciones con frecuencia afectan a la estabilidad del compuesto frente a la destrucción enzimática por parte de las β-lactamasas o a la afinidad del compuesto por la diana terapéutica. Las modificaciones de R2 a menudo alteran la farmacología del compuesto. Los cambios en el componente R2 pueden influir en la capacidad del compuesto para alcanzar determinados lugares de infección, como el sistema nervioso central, o pueden simplemente prolongar la semivida de eliminación del fármaco.
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Figura 22-1 Núcleo básico de las cefalosporinas.




Entre los cambios predominantes en R1 (posición C7) se encuentran la adición de una cadena lateral acil y la sustitución del hidrógeno por un grupo metoxi5. Esta sustitución por metoxi en R1 ha conducido al desarrollo del grupo cefamicina de compuestos, como la cefoxitina, el cefmetazol y el cefotetano. Esta alteración potenció la resistencia a las β-lactamasas producidas por las bacterias anaerobias y aerobias gramnegativas5,6. Sin embargo, dichos compuestos tienen menor afinidad por la proteína de unión a penicilinas (PBP) en las bacterias grampositivas7. El grupo cefamicina está relacionado estructuralmente con las cefalosporinas, pero se origina como metabolito de Streptomyces lactamdurans6. La unidad básica de construcción del grupo cefamicina es la cefamicina C. La hidrólisis de la cefamicina C produce el núcleo 7-ACA.


Se han realizado muchas modificaciones de la cadena lateral acil. Los primeros compuestos obtenidos mediante la adición de un anillo tienil o una estructura tetrazol en R1 incluyeron las cefalosporinas de primera generación, la cefalotina, la cefaloridina y la cefazolina (fig. 22-2). La simple sustitución de un grupo aminobencil en la posición C7 es fundamental para la absorción oral de las cefalosporinas5. La cefalexina, la cefradina, el cefaclor, el cefprozilo y el loracarbef tienen esta estructura o una muy relacionada (fig. 22-3). La absorción de las cefalosporinas de últimas generaciones está potenciada por la producción de las formulaciones éster. Hoy en día se dispone de los ésteres axetilo, proxetilo o pivoxilo de la cefuroxima, el ceftamet, la cefpodoxima y el cefditoreno.
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Figura 22-2 Cefalosporinas de primera generación.


A, Cefazolina. B, Cefalotina. C, Cefadroxilo. D, Cefalexina.
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Figura 22-3 Cefalosporinas de segunda generación.


A, Cefuroxima. B, Cefotetano. C, Cefoxitina. D, Cefaclor. E, Cefprozilo. F, Loracarbef.




La mayoría de las modificaciones químicas en el desarrollo de las cefalosporinas que han producido cambios en el espectro microbiológico se deben a las alteraciones del α-carbono en la cadena acil lateral5. Estos cambios han variado desde la relativamente simple adición de un grupo hidroxilo a la adición de residuos sintéticos de gran tamaño. Cada una de las alteraciones de la cadena acil lateral ha conducido a una mayor potencia frente a gramnegativos a causa de la mejoría de la estabilidad frente a las β-lactamasas. La adición de un grupo hidroxilo en el α-carbono produjo el cefamandol, una cefalosporina de segunda generación. La cefalosporina de segunda generación cefuroxima fue el resultado de la adición de un grupo metoximino en la posición α junto con un anillo furil en la cadena lateral β-acil. La adición de un grupo 2-aminotiazol a la cadena lateral C7-β-acil y un grupo metoximino al α-carbono condujo a la creación de muchas de las cefalosporinas de tercera y cuarta generación (figs. 22-4 y 22-5)8,9. La cefotaxima, la ceftizoxima, la ceftriaxona, la cefepima, la cefpiroma y la cefpodoxima tienen una estructura similar en la posición C7. La ceftazidima difiere de estos fármacos en la sustitución del grupo metoximino por un residuo de ácido dimetilacético que se une al grupo imino8. Esta alteración potencia la actividad frente a Pseudomonas aeruginosa, pero reduce la actividad frente a los estafilococos. Otras dos modificaciones que han obtenido compuestos con una mayor actividad frente a P. aeruginosa son la adición de un grupo ureido-2,3-dioxipiperacina o un grupo carboxilo al α-carbono, lo que produce cefoperazona y moxalactam, respectivamente5. Estos cambios son similares a los producidos en la piperacilina y la carbenicilina.
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Figura 22-4 Cefalosporinas de tercera generación.


A, Cefotaxima. B, Ceftazidima. C, Ceftriaxona. D, Cefdinir. E, Cefditoreno. F, Cefixima. G, Cefpodoxima. H, Ceftibuteno.
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Figura 22-5 Cefalosporinas de cuarta generación.


A, Cefepima. B, Cefpiroma.




Numerosas modificaciones en R2 (la posición C3) también han desempeñado una función significativa en el desarrollo de las cefalosporinas actuales. En la cefalotina, la cefapirina y la cefotaxima existe una cadena lateral acetoxi5. Las cefalosporinas con esta estructura pueden metabolizarse tanto en suero como en hígado a un derivado desacetilado menos activo. Dichos fármacos también tienden a tener una semivida corta. La sustitución de un cloruro en R2 potenció el espectro de actividad sobre gramnegativos y condujo al desarrollo del cefaclor, una de las primeras cefalosporinas de segunda generación. La exclusiva farmacología de la ceftriaxona es el resultado de una modificación en R2. La sustitución de un grupo tiometil heterocíclico en la posición C3 aumenta su secreción biliar y prolonga de forma considerable la semivida de eliminación del compuesto debido a su unión a proteínas5,10. La adición de residuos de amonio cuaternario con carga positiva en la posición C3 contribuyó al desarrollo de las cefalosporinas de cuarta generación cefepima y cefpiroma9. La modificación química produjo un zwitterión, que potencia la capacidad del compuesto para penetrar la membrana externa de los microorganismos gramnegativos. No todas las modificaciones han producido los efectos deseados. La colocación de un anillo tiometil tetrazol (MTT) en la posición R2 no sólo potenció la actividad antibacteriana, sino que produjo asimismo dos significativos efectos adversos que han limitado el uso de dichos compuestos11,12. El cefamandol, el cefotetano y la cefoperazona contienen esta cadena lateral MTT, responsable de las alteraciones de la coagulación relacionadas con el antagonismo de la acción de la vitamina K. Esta cadena lateral también es la responsable de las propiedades similares al disulfiram de tales compuestos.


Recientemente se han desarrollado cefalosporinas con actividad potenciada frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) (fig. 22-6). Una variedad de alteraciones en las posiciones C3 y C7 han aumentado la estabilidad frente a la inactivación por β-lactamasas y la unión a la PBP 2a′ modificada13,14. Como algunos de estos compuestos requieren más lipofilia en la posición C3 para su actividad, se han requerido profármacos para potenciar la solubilidad en agua15,16.
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Figura 22-6 Cefalosporinas activas frente a SARM.


A, Ceftarolina. B, Ceftobiprol.











[image: image] Clasificación


Existen varias diferencias microbiológicas y farmacológicas que podrían servir como fundamento para una clasificación en la clase farmacológica de las cefalosporinas. La clasificación más aceptada comprende cuatro divisiones o generaciones basadas ampliamente en el espectro de actividad microbiana (tabla 22-1). Las cefalosporinas de primera generación muestran una actividad centrada sobre todo en las bacterias grampositivas. Los fármacos de segunda generación tienen actividad potenciada sobre los bacilos gramnegativos, pero mantienen grados variables de actividad frente a los cocos grampositivos. El grupo cefamicina está incluido en la clasificación de la segunda generación. Las cefamicinas destacan por su actividad adicional frente a las bacterias anaerobias gramnegativas, como especies de Bacteroides.




Tabla 22-1 Clasificación de las cefalosporinas parenterales y orales
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Las cefalosporinas de tercera generación tienen una potencia muy aumentada frente a los bacilos gramnegativos. Sin embargo, para algunos compuestos de la clase de tercera generación, la actividad frente a los cocos grampositivos está reducida. Entre los fármacos del grupo de tercera generación, algunos compuestos, como la ceftazidima, se consideran por separado debido a su actividad frente a P. saeruginosa. La cuarta generación tiene el mayor espectro de actividad de los cinco grupos. Estos fármacos, como la cefepima y la cefpiroma, tienen actividad frente a la mayoría de los bacilos gramnegativos, entre ellos P. aeruginosa, y mantienen su potencia frente a los cocos grampositivos. Los fármacos de tercera y cuarta generación en conjunto también se denominan cefalosporinas de espectro extendido.


El quinto grupo se compone de las cefalosporinas activas frente a SARM y, en la actualidad, incluye a la ceftarolina y al ceftobiprol (todavía no disponibles en Estados Unidos). Además de la importante actividad frente a SARM de las cefalosporinas, estos fármacos también poseen una actividad potenciada frente a Streptococcus pneumoniae y Enterococcus faecalis. Su actividad frente a bacilos gramnegativos es similar a la de las cefalosporinas de tercera generación. El ceftobiprol también presenta actividad frente a P. aeruginosa.
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El mecanismo de la actividad antibacteriana de las cefalosporinas es similar al de otros fármacos β-lactámicos. El crecimiento bacteriano se ve inhibido por la interferencia con la síntesis de la pared celular. La diana principal de estos compuestos en la pared celular es la estructura de enlaces cruzados de peptidoglucanos17. Los peptidoglucanos son cadenas de polisacáridos que alternan residuos de N-acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico. Las cadenas de polisacáridos presentan enlaces cruzados con la cadena lateral de pentapéptidos de los residuos de ácido N-acetilmurámico para formar una estructura de red. Dichas estructuras se insertan en la membrana plasmática desde el citoplasma mediante la acción de un grupo de enzimas que comprende transpeptidasas, carboxipeptidasas y endopeptidasas. El anillo lactámico proporciona a las penicilinas y las cefalosporinas una configuración similar a la d-alanina-d-alanina del pentapéptido18. Los antibióticos forman un enlace covalente con tales enzimas, sobre todo las transpeptidasas, lo que produce la pérdida de actividad enzimática19. Las dianas enzimáticas del fármaco se denominan PBP19,20.


La localización de las PBP en el espacio extracelular es diferente en las bacterias grampositivas y gramnegativas. El peptidoglucano de las bacterias grampositivas se localiza en la superficie externa de la célula. En la superficie más externa de las bacterias gramnegativas se encuentra una estructura compleja de lipopolisacáridos; las cefalosporinas primero deben penetrar o difundir a través de la membrana de lipopolisacáridos para alcanzar las PBP. Las PBP varían en tipo y cantidad según las distintas bacterias. Estas dianas se enumeran por convención en función de su peso molecular. Las letras diferencian proteínas de similar peso molecular. Los cocos grampositivos y gramnegativos tienen típicamente 3-5 PBP; los bacilos gramnegativos contienen, por lo general, 7-10 PBP. Las cefalosporinas pueden tener afinidad variable por cada uno de estos objetivos farmacológicos. A concentraciones bajas, las cefalosporinas se unen de forma preferente a la PBP 3 en los bacilos gramnegativos, por lo que forman filamentos tabicados14,21. Los acontecimientos que siguen al enlace covalente de las cefalosporinas a las PBP y que pueden conducir a la lisis y la muerte celular no se comprenden del todo.


En general, las cefalosporinas se consideran fármacos bactericidas. La velocidad de lisis de las bacterias por las cefalosporinas depende mínimamente de la concentración del antibiótico22. La máxima lisis bacteriana se observa con concentraciones cuatro veces superiores a la concentración mínima inhibitoria (CMI). Las cefalosporinas producen una supresión persistente del crecimiento bacteriano (es decir, un efecto postantibiótico) de varias horas de duración en las bacterias grampositivas, pero inducen efectos postantibióticos cortos o nulos en los bacilos gramnegativos23,24. La duración del tiempo en el que las concentraciones del fármaco superan la CMI es el principal determinante de la actividad antibacteriana de las cefalosporinas24-26.
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Las cefalosporinas son activas frente a una amplia variedad de bacterias aerobias y anaerobias (tablas 22-2 y 22-3)27-61. Casi todos los fármacos son activos frente a los estreptococos y los estafilococos. Algunas de las diferencias en la potencia de los distintos fármacos son magnificadas por su actividad frente a los neumococos resistentes a la penicilina. La ceftarolina y el ceftobiprol son los fármacos más potentes frente a estos microorganismos, seguidos por el cefditoreno, la ceftriaxona, la cefotaxima, la cefepima y la cefpiroma57,61. Las cefamicinas, la ceftazidima, la cefixima y el ceftibuteno son las menos activas frente a estafilococos sensibles a la meticilina. Aunque SARM son resistentes a todas las cefalosporinas antiguas, las nuevas cefalosporinas activas frente a SARM, la ceftarolina y el ceftobiprol, muestran concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de aproximadamente 0,5-4 μg/ml para estas cepas57,61. Los enterococos también han sido resistentes de forma constante a las cefalosporinas con la mayoría de las CMI superiores a 32 μg/ml. Sin embargo, las nuevas cefalosporinas activas frente a SARM tienen CMI mucho menores para las cepas sensibles a la ampicilina. Han variado de 0,12 a 4 μg/ml para ambos fármacos57,61.




Tabla 22-2 Actividad in vitro de las cefalosporinas frente a determinados cocos grampositivos, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y especies de Neisseria
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Tabla 22-3 Actividad in vitro de las cefalosporinas frente a determinados bacilos gramnegativos aerobios y anaerobios
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Las cefalosporinas de primera generación no son muy activas frente a Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis. En comparación, los fármacos de segunda generación son unas cuatro veces más potentes ante estos patógenos respiratorios. Las cefalosporinas de tercera generación tienen las CMI más bajas para H. influenzae y M. catarrhalis, que son 10-100 veces más bajas que las de segunda generación. Las cefalosporinas de primera generación tampoco son tan activas frente a las especies de Neisseria como los fármacos de segunda, tercera y cuarta generación.


Aunque todas las cefalosporinas se consideran activas frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis, la potencia de los fármacos de tercera y cuarta generación y de las cefalosporinas activas frente a SARM es 10-100 veces mayor que la de las cefalosporinas de primera y segunda generación. La mayor potencia de los fármacos de última generación se extiende a cepas de Enterobacter, Serratia, Citrobacter y Morganella, por lo general resistentes a los fármacos de primera y segunda generación. Varias cefalosporinas, como la ceftazidima, la cefoperazona, la cefepima, la cefpiroma y el ceftobiprol son activas frente a numerosas cepas de P. aeruginosa. Las cefalosporinas de tercera y cuarta generación también muestran una potencia superior frente a cepas de Salmonella y Shigella.


Muchas cefalosporinas son activas frente a los anaerobios grampositivos sensibles a la penicilina, como los peptoestreptococos62,63. Fármacos como las cefamicinas, la cefotaxima, la ceftriaxona y la ceftizoxima tienen la mejor actividad frente a Bacteroides fragilis. Muchos de los fármacos son activos frente a espiroquetas, como las causantes de la enfermedad de Lyme y la sífilis64,65. Como grupo, las cefalosporinas tienen una actividad muy escasa frente a especies de Chlamydia, Mycoplasma y Listeria66-68.
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Cuatro mecanismos generales pueden producir resistencia a las cefalosporinas: 1) destrucción del antibiótico mediante hidrólisis por enzimas β-lactamasas, 2) penetración reducida del antibiótico a través de la membrana de lipopolisacáridos hasta la PBP diana, 3) potenciación del bombeo del fármaco del espacio periplasmático y 4) alteración en la PBP diana, en virtud de la cual se reduce la afinidad de unirse al fármaco. Lo más frecuente es que la resistencia de una población bacteriana sea debida a un único mecanismo; sin embargo, un porcentaje progresivamente mayor de microorganismos está mostrando múltiples mecanismos69.


La producción de enzimas β-lactamasas que hidrolizan el anillo β-lactámico es un mecanismo predominante de resistencia para muchas bacterias gramnegativas. En el caso de los estafilococos, la mayoría de las cefalosporinas, a excepción de la cefaloridina, son escasamente hidrolizadas por las penicilinasas estafilocócicas. La resistencia a las cefalosporinas en estos microorganismos se debe casi por completo a la reducción de la afinidad de las PBP. Aunque todos los bacilos gramnegativos producen enzimas β-lactamasas, el tipo y la cantidad de enzimas varían en los distintos microorganismos. Estas enzimas se encuentran localizadas en el espacio periplasmático, entre la membrana externa de lipopolisacáridos y la membrana celular interna. Los fármacos que son capaces de penetrar la membrana externa pueden ser degradados antes de alcanzar la PBP. La actividad antimicrobiana neta de las cefalosporinas frente a los bacilos gramnegativos depende de la velocidad de penetración de la membrana externa y de la estabilidad del fármaco ante las distintas β-lactamasas que lo hidrolizan. La penetración de los fármacos a través de la membrana externa se realiza a través de canales rellenos de agua compuestos por diferentes proteínas de membrana, denominadas porinas. El movimiento a través de los canales de porinas depende del tamaño, la forma, la carga y las propiedades hidrofílicas del compuesto. La concentración de un fármaco con una velocidad lenta de penetración es baja en relación con la cantidad de β-lactamasas en el espacio periplasmático. La concentración relativamente elevada de β-lactamasas puede potenciar la inactivación antibiótica. Para un fármaco que pueda penetrar con rapidez, se cumple lo contrario. Por ejemplo, el zwitterión de la cefepima potencia el movimiento a través de la membrana, lo que produce concentraciones elevadas en el espacio periplasmático y una resistencia relativa clara a la hidrólisis del fármaco70.


El número de β-lactamasas exclusivas está aumentando de forma considerable. Estas proteasas pueden estar codificadas genéticamente en el cromosoma o fuera de él. La desrepresión estable de una mutación cromosómica es un fenómeno genotípico frecuente. Esto se observa sobre todo en las especies de Enterobacter y Serratia, Citrobacter freundii y P. aeruginosa71. Los plásmidos transmisibles han adquirido los genes de las enzimas AmpC y están observándose en bacterias como E. coli y K. pneumoniae, que carecen de enzimas cromosómicas o las expresan poco72. La cefalosporinasa AmpC es capaz de inactivar casi todas las cefalosporinas actuales, incluidas las cefamicinas. La aparición de este tipo de resistencia es frecuente cuando las infecciones por estos microorganismos se tratan sólo con cefalosporinas de amplio espectro73,74. Un gran número de las nuevas enzimas representan variantes de las frecuentes β-lactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 codificadas por plásmidos. Estas enzimas se han observado con más frecuencia en K. pneumoniae y en E. coli, y se conocen como β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), porque son capaces de inactivar muchas cefalosporinas de tercera y cuarta generación75,76. Las nuevas cefalosporinas activas frente a SARM también son sensibles a la inactivación por parte de las BLEE77,78. Estas enzimas son la consecuencia de sustituciones de un aminoácido relacionadas con mutaciones puntuales en los genes de β-lactamasas comunes (es decir, TEM y SHV). Las BLEE SHV son las BLEE encontradas más a menudo en K. pneumoniae79. En ciertas partes del mundo también están apareciendo bacilos gramnegativos productores de carbapenemasas. Estas enzimas, denominadas con frecuencia KPC, son capaces de hidrolizar a casi todas las cefalosporinas80.


Las diferentes enzimas β-lactamasas pueden variar de forma significativa en su afinidad por los fármacos de la clase de las cefalosporinas. Por ejemplo, la cefepima, la cefpiroma y el ceftobiprol son menos sensibles que otras cefalosporinas a la inactivación por las cefalosporinasas AmpC77,81,82. La cefalotina, el cefamandol y la cefoperazona resultan muy sensibles a la inactivación por las β-lactamasas plasmídicas TEM-1, TEM-2 y SHV-171,72. Las cefamicinas no son sensibles a la inactivación por las BLEE. La ceftazidima y la cefpodoxima muestran, por lo general, una elevada sensibilidad a la inactivación por las BLEE75. Por otra parte, la cefepima, la cefpiroma e incluso la cefotaxima y la ceftriaxona pueden revelar sólo una inactivación modesta, y se puede seguir considerando que el microorganismo es sensible con las pruebas estándar de sensibilidad.


El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ha ideado pruebas que utilizan ceftazidima, cefpodoxima, cefotaxima o ceftriaxona, con el fin de identificar las cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de BLEE para su uso en los laboratorios clínicos83. Sin embargo, la identificación de las BLEE en el laboratorio clínico se ve dificultada por la aparición de BLEE nuevas denominadas enzimas CTX-M, que hidrolizan ceftazidima en mucha menor medida que otras cefalosporinas de tercera y cuarta generación84-86. La recomendación previa del CLSI era considerar a dichas cepas como resistentes a cefalosporinas distintas a las cefamicinas incluso aunque fuesen sensibles con las pruebas estándar de sensibilidad83. Esta recomendación estaba de acuerdo con un gran estudio observacional prospectivo de gran tamaño en pacientes con bacteriemia por Klebsiella que mostró un resultado significativamente mucho peor en los pacientes tratados con cefalosporinas de tercera y cuarta generación en comparación con los carbapenemes87. Los peores resultados se observaron sobre todo en las cepas con CMI superiores a 2 μg/ml. En la actualidad, en Estados Unidos se están bajando los umbrales de sensibilidad a las cefalosporinas, como ya se ha hecho en Europa88. Por tanto, las cepas con BLEE que tienen CMI sensibles son consideradas tratables con cefalosporinas.


Es improbable que la deleción o la mutación de las proteínas porinas produzcan una resistencia primaria a las cefalosporinas. Sin embargo, dichos cambios pueden alterar la relación entre las concentraciones de fármaco y β-lactamasa en el espacio periplasmático, lo que produce una hidrólisis de la cefalosporina mucho mayor. Por ejemplo, las cepas de K. pneumoniae que contienen BLEE han demostrado ser resistentes a las cefamicinas debido a la ausencia de una proteína porina de la membrana externa89. Las cepas deficientes en porinas son especialmente numerosas en Enterobacter aerogenes90.


El sistema endógeno AcrAB de bombeo de múltiples fármacos en E. coli afecta a la potencia de las penicilinas, pero tiene escaso efecto sobre la actividad de las cefalosporinas91. Sin embargo, la resistencia en P. aeruginosa se ha asociado con la bomba MexAB-OprM para la ceftazidima y la bomba MexXY-Opr para la cefepima92,93. Las diferencias entre estos microorganismos en el impacto de unas bombas similares probablemente se deba a una permeabilidad mucho más alta en la membrana externa en E. coli en comparación con P. aeruginosa94.


Los cambios en las PBP diana son responsables de una reducción en su afinidad por las cefalosporinas y, por tanto, de una resistencia al fármaco en S. pneumoniae, SARM, H. influenzae y algunas cepas de Neisseria gonorrhoeae. Los cambios en las PBP diana pueden ser la consecuencia de sustituciones o inserciones de aminoácidos. Se han descrito casi 40 sustituciones de aminoácidos en PBP 2b en el neumococo95,96. También se han descrito mutaciones múltiples en la PBP 2a′ de una cepa de SARM que resultan en resistencia al ceftobiprol97. La resistencia en S. pneumoniae y en otros patógenos también se debe a la inserción de secuencias de resistencia procedentes de otras especies relacionadas.
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Las propiedades farmacológicas de una selección de cefalosporinas se enumeran en la tabla 22-498-125. Las cefalosporinas son compuestos polares solubles en agua. En cada una de las clasificaciones de primera, segunda y tercera generación existen formulaciones orales y parenterales. Los compuestos de cuarta generación y los fármacos activos frente a SARM sólo están disponibles para su uso por vía parenteral. Las formulaciones parenterales pueden administrarse por vía intravenosa o intramuscular. Todas las formulaciones parenterales, a excepción de la cefradina, son estables en disolución a temperatura ambiente durante 24 horas o más126,127. La estabilidad del fármaco a temperatura ambiente facilita el uso de estos compuestos para tratamiento intravenoso domiciliario, incluidas las perfusiones continuas. Muchos de los compuestos parenterales también se pueden administrar por vía intraperitoneal para tratar las infecciones peritoneales asociadas a la diálisis peritoneal ambulatoria continua128. Las formulaciones de las cefalosporinas orales están disponibles en forma de comprimidos o cápsulas y como suspensiones.




Tabla 22-4 Farmacocinética de las cefalosporinas
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Al contrario que otros muchos β-lactámicos, las preparaciones orales de las cefalosporinas son estables en el medio ácido del aparato gastrointestinal superior. Las cefalosporinas pueden absorberse activamente si su estructura interviene como transporte por los sistemas transportadores de di y tripéptidos en el borde en cepillo de las membranas del intestino delgado129. La cefalexina, la cefradina, el cefadroxilo, el cefaclor, el cefprozilo y el loracarbef tienen un grupo aminobencil o similar en la posición C7 y una elevada biodisponibilidad oral (80-95%). El ceftibuteno, la cefixima y el cefdinir tienen otros grupos en la posición C7 y muestran una biodisponibilidad más variable tras la dosificación oral. La absorción por el sistema de transporte de di y tripéptidos parece ser dependiente de pH y de calcio129. Los fármacos que tienen una biodisponibilidad baja oral pueden esterificarse para potenciar su absorción. El profármaco éster es hidrolizado tras su absorción en las células epiteliales intestinales. Los ésteres utilizados a menudo son las formulaciones axetilo, proxetilo y pivoxilo130. Las formulaciones de profármacos éster existen para la cefuroxima, el cefditoreno y la cefpodoxima. La absorción del éster tampoco es completa. De hecho, la biodisponibilidad oral porcentual de las formulaciones éster es más baja que la de los compuestos no esterificados. La absorción de las formulaciones éster está potenciada por la ingesta concomitante de alimentos130, ya que la comida en el estómago retrasa el vaciamiento gástrico y prolonga el contacto con la superficie mucosa.


La distribución de las cefalosporinas en el organismo está dirigida por la solubilidad lipídica del fármaco y la cantidad que se une a proteínas. Los β-lactámicos se unen casi en exclusiva a la albúmina. La proporción de unión a proteínas puede variar desde menos de un 10% hasta un 98%118. Como sólo el fármaco no ligado puede atravesar los poros capilares hacia el líquido intersticial o atravesar las membranas celulares hacia el líquido intracelular, los compuestos con unión ávida tienden a mostrar concentraciones séricas elevadas y concentraciones tisulares bajas. En general, las cefalosporinas se encuentran en su mayoría confinadas al compartimento extracelular. Las concentraciones del fármaco en vesículas subcutáneas, un modelo de penetración extracelular del fármaco, son similares a las encontradas en el suero118,131. Las técnicas que miden las concentraciones extracelulares del fármaco en los tejidos humanos (p. ej., la microdiálisis) han demostrado que las concentraciones de fármaco no ligado en el líquido intersticial también son similares a las del suero132. Las cefalosporinas tienen concentraciones intracelulares relativamente bajas. Los homogenizados tisulares, que mezclan líquido intra y extracelular, siempre proporcionan concentraciones menores que en el suero debido a la dilución por el mayor volumen intracelular131. Este grupo de compuestos no logra concentraciones intracelulares adecuadas para el tratamiento de la mayoría de los patógenos intracelulares (p. ej., especies de Legionella)133.


En ausencia de infección, las concentraciones del fármaco en el líquido cefalorraquídeo (LCR) y el humor vítreo son bajas. Ninguna de las cefalosporinas orales logra concentraciones terapéuticas en el LCR. La penetración de la mayoría de los fármacos parenterales de primera y segunda generación es igualmente pobre. La cefuroxima parenteral representa una excepción, y también tiene las CMI más bajas para los patógenos meníngeos más frecuentes entre las cefalosporinas de primera y segunda generación119. Los fármacos parenterales de tercera y cuarta generación, como la ceftriaxona, la cefotaxima, la ceftazidima y la cefepima, logran concentraciones que permitirían el tratamiento de las infecciones del sistema nervioso central120-125. La presencia de un sistema de transporte activo para numerosas cefalosporinas desde el LCR de vuelta al suero contribuye a los bajos niveles en LCR de muchos de los fármacos de las primeras generaciones. La proteína de transporte implicada en este sistema es similar a la proteína implicada en la secreción renal de los antibióticos β-lactámicos134. La ceftriaxona, la cefotaxima, la ceftazidima y la cefepima muestran una secreción tubular renal mínima, y son malos sustratos para la bomba de los plexos coroideos, lo que contribuye a obtener concentraciones superiores en el LCR. El probenecid es un sustrato competitivo de esta bomba y puede producir concentraciones más elevadas con los fármacos que salen gracias a este sistema de transporte135. La infección tiene como consecuencia unos niveles más elevados en el LCR, ya que la inflamación puede potenciar la penetración e interferir en el bombeo de salida mediante transporte activo.


Muy pocos fármacos de la clase de las cefalosporinas sufren un gran metabolismo. Las tres excepciones son la cefotaxima, la cefalotina y la cefapirina, que presentan desacetilación de la cadena lateral acetoximetil en el hígado136,137. Los productos metabólicos desacetilados todavía poseen una actividad microbiológica modesta. La semivida de eliminación de la cefotaxima desacetilada es mucho más larga que la del compuesto original, lo que permite una administración menos frecuente de este fármaco137. Los restantes fármacos de la clase de las cefalosporinas son excretados del organismo sin cambios.


La mayoría de las cefalosporinas se eliminan por el riñón, con semividas de 1-2 horas. El principal mecanismo de la excreción renal de muchos compuestos es la secreción tubular. Este proceso de transporte activo no se ve afectado por su unión a proteínas119. El probenecid inhibe este sistema de transporte de ácidos orgánicos y puede prolongar la semivida de estos compuestos. Para varios compuestos, la filtración glomerular es mayor y la unión a proteínas puede prolongar de forma significativa su semivida de eliminación138. En algunos casos, la semivida de eliminación es de 3-8 horas, lo que permite intervalos de dosis de 12 y 24 horas. Algunos compuestos con elevada unión a proteínas y gran peso molecular, como la ceftriaxona y la cefoperazona, son eliminados en mayor proporción por vía biliar139. El 50-70% del compuesto original activo puede recuperarse en la bilis y, por último, en las heces.


Las dosis máximas diarias de los fármacos eliminados sobre todo por el riñón deben reducirse en casos de alteración de la función renal. Con más frecuencia, este ajuste implica tanto una reducción en la dosis como un alargamiento del intervalo de dosificación. Los ajustes de dosis recomendados para los distintos grados de alteración de la función renal y para los pacientes sometidos a diálisis se enumeran en la tabla 22-5140,141. Para los fármacos eliminados por vía biliar, como la ceftriaxona y la cefoperazona, los ajustes de dosis son innecesarios, a no ser que exista una insuficiencia hepática grave junto con insuficiencia renal140. La mayoría de las cefalosporinas eliminadas por la vía renal lo hacen mediante hemodiálisis. Tras una sesión habitual de diálisis, se elimina un 20-50% del compuesto original. Se recomienda administrar el fármaco de nuevo tras la hemodiálisis. Por otra parte, pocas cefalosporinas se eliminan de forma significativa (<10%) mediante la diálisis peritoneal. No se recomienda la dosificación adicional tras una sesión de diálisis peritoneal. La hemofiltración venosa continua (HVC) se está utilizando con mayor frecuencia en los pacientes críticos. Los compuestos eliminados por los riñones y mediante hemodiálisis se pierden mediante la HVC. A menudo se considera que la eficacia para la eliminación del fármaco es similar a la de un aclaramiento de creatinina de 10-30 ml/min, y se recomienda una modificación adecuada de la dosis142.




Tabla 22-5 Ajuste de dosis de las cefalosporinas en pacientes con insuficiencia renal
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El perfil de seguridad de las cefalosporinas como clase suele ser favorable. La incidencia de reacciones adversas específicas de estos compuestos es relativamente similar entre los fármacos de la clase, con pocas excepciones (tabla 22-6). Las reacciones de hipersensibilidad son los efectos adversos más frecuentes asociados al tratamiento con cefalosporinas, como ocurre con otros fármacos β-lactámicos143,144. La frecuencia de las reacciones de hipersensibilidad a las cefalosporinas es menor que la de las penicilinas. En el 1-7% de los pacientes que reciben estos fármacos se producen distintos tipos de exantemas cutáneos, con frecuencia asociados a eosinofilia y, en ocasiones, a fiebre145. Las reacciones de hipersensibilidad más graves, como la enfermedad del suero, la anafilaxia o el angioedema, aparecen raramente. Se estima que estas reacciones mediadas por inmunoglobulina E (IgE) se producen en menos de 1 paciente de cada 100.000146. Sin embargo, se ha registrado una fuerte asociación entre la enfermedad del suero en niños y el uso de cefaclor147.


Tabla 22-6 Potenciales efectos adversos de las cefalosporinas






	Tipo de efecto

	Específicos

	Frecuencia (%)






	Hipersensibilidad

	Exantema

	1-3






	 

	Urticaria

	<1






	 

	Enfermedad del suero

	<1






	 

	Anafilaxia

	0,01






	Gastrointestinal

	Diarrea

	1-19






	 

	Náuseas/vómitos

	1-6






	 

	Elevación transitoria de las transaminasas

	1-7






	 

	Barro biliar

	20-46*







	Hematológico

	Eosinofilia

	1-10






	 

	Neutropenia

	<1






	 

	Trombocitopenia

	<1-3






	 

	Hipoprotrombinemia

	<1






	 

	Alteración de la agregación plaquetaria

	<1






	 

	Anemia hemolítica

	<1






	Renal

	Nefritis intersticial

	<1






	Sistema nervioso central

	Convulsiones

	<1






	 

	Encefalopatía

	<1






	Falsos positivos en pruebas de laboratorio

	Coombs positivo

	3






	 

	Glucosuria

	Rara






	 

	Creatinina sérica

	Rara






	Otros

	Fiebre farmacológica

	Rara






	 

	Reacción tipo disulfiram†


	Rara






	 

	Sobreinfección

	Rara






	 

	Flebitis

	Rara







* Ceftriaxona.


† Cefalosporinas con cadena lateral con anillo tiometil tetrazol (MTT).


Se ha investigado de forma intensiva la reactividad cruzada entre los fármacos de la clase de las cefalosporinas y otros β-lactámicos. El riesgo parece depender de las semejanzas de las cadenas laterales de la molécula de las penicilinas o de otras cefalosporinas148. Por ejemplo, en pacientes alérgicos a la amoxicilina, se observó reactividad cruzada en el 38% de los que recibieron cefadroxilo, que posee una cadena lateral similar, y en ninguno de los que recibieron cefamandol, cuya cadena lateral es diferente149. Las estimaciones más actuales sugieren una frecuencia de reactividad cruzada del 3% o menor150. La reactividad cruzada con los fármacos de segunda y tercera generación ha sido muy reducida151.


El uso de las pruebas de reacción cutánea a la penicilina para predecir las reacciones a cefalosporinas no es fiable. En un estudio de casi 100 personas con antecedentes de reacciones a los determinantes de la penicilina utilizados en las pruebas cutáneas, sólo un paciente que recibió una cefalosporina tuvo una reacción152. La decisión clínica práctica de utilizar una cefalosporina en un enfermo con un antecedente de reacción a una penicilina o a otra cefalosporina debería estar guiada por la gravedad de la reacción previa y la cefalosporina que vaya a utilizarse. En los pacientes con reacciones previas no graves no mediadas por IgE a otros β-lactámicos, el uso de ciertas cefalosporinas (p. ej., aquellas que carecen de cadenas laterales similares a las del fármaco anterior) se considera seguro148,151. Aunque el riesgo de una reacción similar está levemente aumentado, las reacciones raramente son graves. Sin embargo, en el contexto de una reacción previa mediada por IgE con otro compuesto β-lactámico, el uso de una cefalosporina debería estar desaconsejado.


Las reacciones mediadas inmunológicamente a las cefalosporinas podrían manifestarse también como toxicidad hematológica o renal156a. La eosinofilia es la alteración de laboratorio encontrada con mayor frecuencia153. Las citopenias asociadas al uso de las cefalosporinas son infrecuentes154. Las reacciones citotóxicas debidas a anticuerpos tipo inmunoglobulina raramente producen neutropenia, trombocitopenia o anemia. Se observó una incidencia elevada de neutropenia tras el tratamiento prolongado de la osteomielitis con cefepima, pero cedió tras la interrupción del fármaco155. Aunque las pruebas de laboratorio de Coombs se han revelado positivas en un porcentaje significativo de pacientes que reciben muchas de las cefalosporinas, no es común que estos pacientes tengan anemia hemolítica156, pues se trata de una reacción falsamente positiva relacionada con la reactividad cruzada, que se produce en hasta el 3% de los pacientes. Una reacción citotóxica similar puede producir lesión renal a causa de nefritis intersticial157. La frecuencia de esta reacción parece ser menor que con los fármacos de la clase de las penicilinas.


Las reacciones tóxicas no inmunológicas hematológicas y renales han sido documentadas con una frecuencia igualmente baja. Se han registrado trastornos hemorrágicos más a menudo debido a dos mecanismos. Se ha documentado una alteración de la agregación plaquetaria inducida por adenosindifosfato con moxalactam158; no obstante, esta alteración no se observa con otras cefalosporinas. Otra coagulopatía se asocia de forma específica a la cadena lateral MTT, presente en el cefamandol, el cefotetano, la cefoperazona y el moxalactam11. La cadena lateral MTT puede disociarse de la cefalosporina original y actuar como inhibidor competitivo de la carboxilasa dependiente de la vitamina K, responsable de convertir los factores de coagulación II, VII, IX y X a las formas activas159. Además, la cadena lateral (al igual que la warfarina) puede inhibir la vitamina K 2,3-epóxido reductasa, que convierte la vitamina K en su forma activa160. Estas reacciones pueden producir una prolongación del tiempo de protrombina y una hemorragia clínicamente significativa. Los enfermos con mal estado nutricional, edad avanzada o cirugía reciente sobre el tubo digestivo tienen un mayor riesgo de hemorragia clínicamente significativa161-163. Además, los pacientes con insuficiencia renal pueden tener un mayor riesgo de hemorragia debido a la acumulación de la cadena lateral164. La administración de vitamina K revierte con rapidez la alteración en 24-36 horas. La cadena lateral MTT también puede producir un efecto similar al disulfiram con la ingesta de etanol, susceptible de persistir durante varios días tras la administración de antibióticos12,165. La reacción tipo disulfiram se manifiesta con enrojecimiento facial, taquicardia, cefaleas, sudoración, náuseas, vómitos, hipotensión, confusión o visión borrosa. La reacción se debe a un bloqueo en el metabolismo del alcohol en el paso de acetaldehído, por lo que éste se acumula y se producen los síntomas subsiguientes.


Se han registrado varias reacciones adversas en el tubo digestivo con frecuencias variables. La diarrea es el efecto secundario más documentado, con tasas del 1-20%145. Los síntomas del tubo digestivo superior aparecen mucho menos. Se ha documentado toxicidad hepática leve y transitoria con la mayoría de los compuestos de esta clase, que se manifiestan en forma de elevaciones de los niveles de transaminasas que duplican o cuadruplican lo normal en hasta el 7% de los pacientes166. También se ha registrado toxicidad biliar obstructiva con ceftriaxona167,168. Las elevadas concentraciones biliares de ceftriaxona han provocado la cristalización de una sal cálcica de ceftriaxona y un síndrome clínico de seudolitiasis biliar. Esta alteración de la vía biliar se ha documentado con mayor frecuencia en niños que reciben dosis elevadas de ceftriaxona y en pacientes con anomalías biliares preexistentes169. El síndrome es reversible y, en la mayoría de los registros, ha cedido en 10-60 días tras la interrupción del fármaco. Se recomienda no mezclar ceftriaxona y productos que contengan calcio en viales o en sistemas de infusión que vayan a ser utilizados en lactantes de menos de 28 días debido al riesgo de precipitación en su plasma.


Las reacciones adversas en el sistema nervioso son infrecuentes y similares a las documentadas con otros β-lactámicos. Se han registrado encefalopatía y convulsiones principalmente en pacientes con insuficiencia renal que recibían dosis elevadas de estos fármacos170,171. En los casos de uremia se produce una disminución de la unión a proteínas y una inhibición de la bomba de los plexos coroideos, lo que puede contribuir a una mayor potenciación de la toxicidad en los pacientes con alteración de la función renal. Las reacciones de flebitis local asociadas a la administración intravenosa de los compuestos parenterales aparecen con una frecuencia variable del 1-5%172. Por otro lado, el dolor asociado con la administración intramuscular es común con todos los compuestos parenterales173. Las molestias locales pueden reducirse con el uso de lidocaína al 1% en la dilución. A excepción de la cefepima y la ceftriaxona intramuscular, que se administran una vez al día, la mayor parte de las cefalosporinas parenterales se administran por vía intravenosa.


Las cefalosporinas no se han estudiado de forma intensiva en el embarazo. Todos los fármacos del grupo de las cefalosporinas se sitúan en la clase B174. Todos los compuestos se secretan en pequeñas cantidades a la leche materna, pero, como clase, se considera que su uso es seguro en esta situación174.


Además de los falsos positivos en la prueba de Coombs, se han documentado alteraciones de laboratorio en la glucosa urinaria y en la creatinina sérica con determinadas cefalosporinas. Se han observado resultados falsos positivos en pruebas de glucosuria realizadas mediante la técnica de reducción del cobre (Clinitest) con cefaclor, cefadroxilo, cefamandol, cefonicid, cefotaxima, cefoxitina y ceftazidima175. De forma similar, se ha detectado un aumento falso en la creatinina sérica en los pacientes que reciben cefoxitina y cefalotina en los laboratorios que emplean la técnica de Jaffe176.


Como las cefalosporinas tienen una actividad de amplio espectro, puede producirse una sobreinfección o un sobrecrecimiento de Candida en el tubo digestivo y en la vagina177,178. De forma similar, se ha asociado el crecimiento excesivo de Clostridium difficile en el tubo digestivo a diarrea y, con menor frecuencia, a colitis al usar cefalosporinas de amplio espectro179. Sin embargo, la incidencia de estas sobreinfecciones es similar a las tasas documentadas con otros fármacos de otras clases de antibióticos.
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Las pautas de dosificación habituales para adultos y niños de las diferentes cefalosporinas de cada generación se enumeran en la tabla 22-7. También se incluyen las dosis diarias recomendadas para tratar las infecciones graves.




Tabla 22-7 Pautas de dosificación de las cefalosporinas en adultos y niños
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Cefalosporinas de primera generación


Las cefalosporinas de primera generación disponibles en Estados Unidos son la cefazolina, la cefalexina y el cefadroxilo. Las cefalosporinas de primera generación se han utilizado mucho como alternativas a las penicilinas para las infecciones estafilocócicas y estreptocócicas no enterocócicas. Éstas comprenden, con mayor frecuencia, las infecciones cutáneas y de tejidos blandos. Entre las cefalosporinas parenterales de primera generación, la cefalotina y la cefapirina ya no están disponibles en Estados Unidos. Ambos fármacos eran metabolizados y eliminados con rapidez mediante excreción renal y requerían una dosificación frecuente.


La cefazolina no se metaboliza y es eliminada más por filtración glomerular que por excreción tubular138. Su moderada unión a proteínas enlentece la filtración glomerular del fármaco, lo que le confiere una semivida de 1,5-2 horas, que permite una dosificación cada 8-12 horas. Con la coadministración de probenecid, la cefazolina ha sido eficaz en las infecciones cutáneas y de tejidos blandos, con una dosificación de una vez al día180. La cefazolina todavía se recomienda en los pacientes alérgicos a penicilina para las infecciones estafilocócicas más graves, como la endocarditis, incluso a pesar de que el fármaco se hidroliza más fácilmente por la β-lactamasa estafilocócica que las demás cefalosporinas de primera generación181,182. La cefazolina se recomienda como el antibiótico profiláctico de elección en la implantación de cuerpos extraños y en numerosas técnicas quirúrgicas limpias y limpias contaminadas en las que existe un riesgo de infección elevado183,184. Éstas comprenden la cirugía cardíaca y vascular, la inserción de dispositivos ortopédicos, la cirugía de cabeza y cuello que atraviesa la barrera mucosa orofaríngea, la histerectomía vaginal y abdominal, las cesáreas de alto riesgo y las técnicas gastroduodenales y biliares de alto riesgo. Debido a su escasa actividad frente a las especies de Bacteroides, la cefazolina sola no se recomienda para los procedimientos intraabdominales que implican al intestino.


Las cefalosporinas orales de primera generación, la cefalexina, la cefradina (no disponible en Estados Unidos) y el cefradoxilo, tienen una biodisponibilidad oral muy elevada. El cefadroxilo tiene una semivida ligeramente más larga que la cefalexina y la cefradina, lo que permite una dosificación dos veces al día en lugar de la habitual de cuatro veces al día99. Estos fármacos proporcionan un tratamiento ambulatorio adecuado para muchas infecciones cutáneas y de tejidos blandos; sin embargo, no son eficaces para las mordeduras y arañazos de animales que impliquen a Pasteurella multocida185. Estos fármacos resultan bastante activos frente a Streptococcus pyogenes y proporcionan un tratamiento eficaz en las faringitis estreptocócicas186,187. Tienen escasa actividad frente a los neumococos resistentes a penicilina, H. influenzae y M. catarrhalis, y no se recomiendan para las sinusitis, la otitis media y las infecciones de las vías respiratorias bajas. Son eficaces en las infecciones urinarias no complicadas, aunque menos que la trimetoprima-sulfametoxazol y las fluoroquinolonas188.









Cefalosporinas de segunda generación


Las cefalosporinas de segunda generación disponibles en Estados Unidos son el cefaclor, el cefprozilo, la cefuroxima y la cefoxitina. Este grupo incluye a la cefoxitima (una cefamicina), así como a verdaderas cefalosporinas. Los dos grupos de fármacos tienen espectros diferentes de actividad antimicrobiana y distintos usos clínicos. Las verdaderas cefalosporinas muestran una mayor actividad ante H. influenzae, M. catarrhalis y las especies de Neisseria, y una actividad comparable frente a estafilococos y estreptococos no enterocócicos. Las cefamicinas tienen una actividad inferior frente a los estafilococos, pero una actividad antibacteriana potenciada contra determinadas Enterobacteriaceae. Las cefamicinas destacan sobre todo por su actividad frente a bacterias anaerobias, en concreto B. fragilis. También muestran una buena actividad in vitro frente a cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE. Sin embargo, su fiabilidad en el tratamiento de las infecciones producidas por cepas productoras de BLEE no se ha probado.


Debido a su actividad frente a S. pneumoniae, H. influenzae y M. catarrhalis, las verdaderas cefalosporinas de segunda generación han sido muy utilizadas para el tratamiento de distintas infecciones respiratorias en pacientes hospitalizados189,190. La cefuroxima se ha convertido en el fármaco preferido, en comparación con el cefamandol y el cefonicid, debido a su baja unión a proteínas plasmáticas y a una mejor penetración en el sistema nervioso central. El cefamandol y el cefonicid ya no se encuentran disponibles en Estados Unidos. La cefuroxima puede utilizarse para tratar la meningitis producida por neumococos sensibles a la penicilina, H. influenzae y Neisseria meningitidis191. Sin embargo, se ha sustituido en gran medida por las cefalosporinas de tercera generación, que producen una erradicación más rápida de las bacterias en el LCR192. La cefuroxima ha sido en el pasado uno de los fármacos recomendados para el tratamiento empírico de la neumonía adquirida en la comunidad en los pacientes hospitalizados193. Aunque la cefuroxima tiene una buena actividad frente a las cepas sensibles e intermedias a la penicilina de S. pneumoniae, su actividad ante la mayoría de las cepas resistentes a la penicilina es subóptima. En un estudio observacional de 844 pacientes con bacteriemia neumocócica, en su mayoría secundaria a una neumonía, la resistencia a la cefuroxima se asoció a una mortalidad mucho mayor194. Las últimas recomendaciones sobre la neumonía adquirida en la comunidad no incluyen ya la cefuroxima como fármaco recomendado para el tratamiento empírico inicial195. La cefuroxima proporciona un tratamiento eficaz para otras infecciones graves producidas por patógenos sensibles, como las infecciones cutáneas y de tejidos blandos, la epiglotitis, la sinusitis complicada y las infecciones ginecológicas196,197. La cefuroxima no debería ser considerada para el tratamiento empírico de la neumonía nosocomial o de otras infecciones nosocomiales, debido a su escasa actividad frente a la mayoría de las cepas de Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella y P. aeruginosa.


Las cefalosporinas orales de segunda generación, incluidas la cefuroxima axetilo, el cefprozilo, el cefaclor y el loracarbef, resultan eficaces para el tratamiento de varias infecciones de leves a moderadas adquiridas en la comunidad. Los estudios de doble punción en otitis media aguda y de sinusitis maxilar aguda han demostrado que la erradicación bacteriana está relacionada con la capacidad del fármaco para producir concentraciones séricas que superen la CMI del patógeno responsable de la infección durante el 40-50% del intervalo de dosis198,199. A este respecto, la cefuroxima axetilo y el cefprozilo son los mejores fármacos para S. pneumoniae, y se revelan eficaces frente a los aislamientos sensibles a la penicilina y ante la mayoría de las cepas con sensibilidad intermedia a las penicilinas. Ninguna de las cefalosporinas orales de segunda generación proporciona un tratamiento óptimo para los neumococos resistentes a la penicilina. Para H. influenzae y M. catarrhalis, la cefuroxima axetilo sería una elección más óptima que el cefprozilo, el cefaclor y el loracarbef. Los resultados clínicos y bacteriológicos han demostrado que las pautas de tratamiento de 5-10 días con las cefalosporinas de segunda generación son equivalentes o más eficaces que los 10 días de tratamiento con penicilina V para tratar la faringitis por estreptococo β-hemolítico del grupo A200,201. La cefuroxima axetilo también es una alternativa recomendada a la doxiciclina y la penicilina como tratamiento de las fases iniciales de la enfermedad de Lyme202.


Las cefamicinas, la cefoxitina, el cefotetano y el cefmetazol han proporcionado un tratamiento eficaz para varias infecciones que implican a microorganismos aerobios y anaerobios gramnegativos, sobre todo B. fragilis. Entre estas infecciones se encuentran las de localización intraabdominal, pélvica y ginecológica, las úlceras de decúbito infectadas, las infecciones del pie diabético y las infecciones mixtas de tejidos blandos por aerobios y anaerobios203-205. La cefoxitina y el cefotetano son los fármacos más utilizados. El cefotetano tiene una semivida de 3-4 horas, debido a su elevada unión a proteínas, y puede administrarse dos veces al día en lugar de cada 8 horas en el caso del cefmetazol y de cada 6 horas en el caso de la cefoxitina. El cefmetazol y el cefotetano contienen la cadena lateral MTT, lo que incrementa su potencial para producir hipoprotrombinemia y reacciones tipo disulfiram. En términos de actividad antimicrobiana, el cefotetano es más activo que la cefoxitina y el cefmetazol frente a los bacilos gramnegativos, pero menos activo frente a los miembros del grupo de B. fragilis que no son B. fragilis206,207. Resulta significativo que hasta el 15-20% de las cepas de B. fragilis son resistentes a las distintas cefamicinas, y los fármacos con mejor actividad anaerobia deberían ser utilizados para el tratamiento empírico de las infecciones graves por Bacteroides208. Todas las cefamicinas son activas frente a N. gonorrhoeae, incluidas las cepas resistentes a la penicilina. Sin embargo, el tratamiento recomendado para las infecciones por este microorganismo es la ceftriaxona, eficaz en dosis única209. La cefoxitina y el cefotetano, en combinación con la doxiciclina, proporcionan un tratamiento eficaz para la enfermedad inflamatoria pélvica210. Para la profilaxis antibiótica durante la cirugía, la cefoxitina y el cefotetano se recomiendan por encima de la cefazolina sólo para las intervenciones colorrectales y las apendicectomías183,184. En la cirugía colorrectal programada todavía se administra cefoxitina o cefotetano, incluso cuando se ha utilizado una preparación intestinal oral con eritromicina y neomicina.









Cefalosporinas de tercera generación


Las cefalosporinas de tercera generación disponibles en Estados Unidos son el cefdinir, el cefditoreno, la cefixima, la cefotaxima, el cefotetano (una cefamicina), la cefpodoxima, la ceftazidima, el ceftibuteno y la ceftriaxona. Las cefalosporinas de tercera generación son fármacos esenciales para el tratamiento de muchas infecciones graves, debido a su elevada potencia antibacteriana, actividad de espectro amplio, bajo potencial de toxicidad y favorable farmacocinética (p. ej., la potenciación de las concentraciones del fármaco en el LCR). Han resultado muy útiles en las infecciones producidas por bacilos gramnegativos que son resistentes a otros antibióticos β-lactámicos. Sin embargo, su actividad superior frente a Enterobacteriaceae está siendo desafiada por la frecuencia creciente de microorganismos con resistencia mediada por β-lactamasas. Las nuevas β-lactamasas AmpC, las BLEE y las carbapenemasas, que inactivan las cefalosporinas de tercera generación, pueden representar una amenaza diferenciada para la continuada utilidad de estos fármacos.


La cefotaxima, la ceftriaxona, la ceftizoxima y la ceftazidima son las principales cefalosporinas parenterales de tercera generación utilizadas en la clínica para el tratamiento de las infecciones nosocomiales causadas por los bacilos gramnegativos sensibles. La cefotaxima y la ceftriaxona son también dos de las cefalosporinas más potentes frente a los neumococos resistentes a la penicilina. Debido a su elevada unión a proteínas, la ceftriaxona tiene la semivida más larga y, por lo general, se administra una vez al día. La ceftizoxima y la ceftazidima se administran dos o tres veces al día, y la pauta eficaz de cefotaxima, que tiene la semivida más corta, ha variado desde la dosificación cada 4 horas hasta dos veces al día. La ceftazidima suele reservarse para las infecciones que probablemente impliquen a P. aeruginosa.


La cefoperazona es otra cefalosporina de tercera generación con actividad modesta frente a las cepas de P. aeruginosa211. El moxalactam es un oxacefem con un grupo metoxi en la posición C7 similar al de las cefamicinas y posee una actividad frente a los bacilos gramnegativos similar a la de otras cefalosporinas de tercera generación212. Tanto la cefoperazona como el moxalactam presentan el grupo MTT en la posición C3. El moxalactam también tiene un grupo acil carboxilo que produce un defecto en la agregación de las plaquetas. Se han observado complicaciones hemorrágicas significativas debido a su uso, sobre todo cuando se administra tres veces al día213. La cefoperazona y el moxalactam ya no están disponibles en Estados Unidos.


La monoterapia con cefotaxima, ceftriaxona o ceftizoxima ha proporcionado un tratamiento eficaz para varias infecciones nosocomiales producidas por bacilos gramnegativos sensibles, incluidas las infecciones complicadas de piel y tejidos blandos, la neumonía, las infecciones urinarias complicadas e infecciones intraabdominales como la peritonitis214-219. Sin embargo, la monoterapia con cefalosporinas para las infecciones causadas sobre todo por especies de Enterobacter, Citrobacter y Serratia pueden complicarse por la aparición de mutantes resistentes desreprimidos de forma estable80,220. El tratamiento antimicrobiano combinado puede resultar beneficioso para reducir la aparición de resistencia debido al aumento de producción de las β-lactamasas cromosómicas220. También se ha observado que los microorganismos que contienen BLEE hacen fracasar el tratamiento con cefalosporinas incluso cuando el microorganismo se reveló sensible en las pruebas de laboratorio87. Los carbapenemes son los fármacos recomendados para estas cepas productoras de BLEE.


La cefotaxima, la ceftriaxona y, en un menor grado, la ceftizoxima han proporcionado un tratamiento eficaz para la meningitis causada por varias bacterias diferentes221-225. Son los fármacos de elección para la meningitis causada por H. influenzae y varias Enterobacteriaceae226. La cefotaxima y la ceftriaxona también proporcionan un tratamiento eficaz para la meningitis causada por N. meningitidis y por los neumococos que tienen CMI de 0,5 μg/ml o menores. Los microorganismos con CMI superiores han hecho fracasar la monoterapia con estas cefalosporinas. Como consecuencia, el tratamiento empírico con cefotaxima o ceftriaxona se combina con vancomicina (con rifampicina o sin ella) hasta que el laboratorio determina la sensibilidad del aislamiento neumocócico226. Si el microorganismo es sensible a la cefotaxima o la ceftriaxona, la vancomicina (y la rifampicina) puede suspenderse. El tratamiento de la meningitis requiere dosis máximas de estas cefalosporinas, es decir, 2 g cada 12 horas en adultos y 50 mg/kg dos veces al día o 100 mg/kg una vez al día en los niños para la ceftriaxona, y 2 g cada 4-6 horas en adultos y 100-150 mg/kg cada 6-8 horas en los niños para la cefotaxima.


La cefotaxima y la ceftriaxona siguen siendo activas frente a la mayoría de las bacterias productoras de neumonía adquirida en la comunidad. En un estudio observacional de gran tamaño sobre bacteriemias neumocócicas, la resistencia a la cefotaxima y la ceftriaxona no se asoció a una mayor mortalidad194. La cefotaxima y la ceftriaxona también fueron eficaces en el tratamiento de los pacientes con infecciones neumocócicas no meníngeas, sobre todo neumonía, producidas por cepas con CMI de hasta 2 μg/ml227. El CLSI ha establecido umbrales más altos para la sensibilidad y resistencia de los neumococos que originan infecciones no meníngeas que para S. pneumoniae causantes de meningitis228. Debido a tales cambios, la cefotaxima y la ceftriaxona se consideran activas frente a la mayoría de los neumococos resistentes a la penicilina y se recomiendan, en combinación con un macrólido, en el tratamiento empírico de la neumonía adquirida en la comunidad que requiere hospitalización195. Las dosis intramusculares únicas de ceftriaxona son también muy eficaces para la erradicación de H. influenzae y de las cepas sensibles a la penicilina de S. pneumoniae del líquido del oído medio229. Sin embargo, en un estudio se requirieron tres dosis diarias de ceftriaxona para erradicar los neumococos resistentes a la penicilina230.


Las cefalosporinas orales de tercera generación, entre ellas el cefdinir, el cefditoreno pivoxilo, la cefixima, la cefpodoxima proxetilo y el ceftibuteno, están aprobadas para el tratamiento oral de las infecciones respiratorias leves o moderadas, como la otitis media, la sinusitis y las agudizaciones de la bronquitis crónica. Estos fármacos tienen una potente actividad frente a H. influenzae, aunque su actividad frente a los neumococos es más variable231-233. El cefdinir, el cefditoreno y la cefpodoxima presentan una actividad similar a la de la cefuroxima y el cefprozilo, y son activas frente a las cepas de S. pneumoniae sensibles a la penicilina y a la mayoría de las de sensibilidad intermedia. La cefixima sólo es activa frente a las cepas sensibles a la penicilina, y el ceftibuteno tiene una actividad marginal incluso frente a los neumococos sensibles a la penicilina. Las pautas cortas de casi todos estos fármacos han proporcionado asimismo unas tasas equivalentes de erradicación en la faringitis por estreptococo β-hemolítico del grupo A234-236. Su mayor potencia por encima de las cefalosporinas orales para E. coli, K. pneumoniae y las especies de Enterobacter, Citrobacter y Serratia realza su utilidad para el tratamiento de las infecciones urinarias complicadas237.


La ceftazidima es la cefalosporina de tercera generación utilizada para las infecciones graves en las que se documenta, o es muy probable, la presencia de P. aeruginosa. Se trata de uno de los fármacos recomendados, solo o en combinación con un aminoglucósido, para el tratamiento empírico inicial de los pacientes neutropénicos con fiebre238. Sin embargo, las β-lactamasas AmpC y las BLEE han reducido la utilidad de la ceftazidima en monoterapia. Para aumentar las concentraciones mínimas, se han usado perfusiones continuas de ceftazidima. Sin embargo, los ensayos de administración intermitente frente a continua no han demostrado ninguna diferencia significativa en su eficacia239-241. La ceftazidima ha sido eficaz para el tratamiento de las agudizaciones de las infecciones respiratorias crónicas en pacientes con fibrosis quística. El fármaco penetra en el LCR y es el tratamiento de elección para la meningitis causada por P. aeruginosa242.


Las cefalosporinas de tercera generación también se han convertido en el tratamiento establecido de varias infecciones específicas. La ceftriaxona se revela muy eficaz frente a N. gonorrhoeae, incluidas las cepas resistentes a penicilinas y quinolonas. Es el fármaco de elección para todas las formas de infección gonocócica y se emplea en combinación con la doxiciclina para la enfermedad pélvica inflamatoria, la proctitis y la proctocolitis209. Una dosis oral única de cefixima también resulta muy eficaz para las infecciones gonocócicas no complicadas del cuello uterino, la uretra y el recto243,244. La ceftriaxona intramuscular en dosis única es el tratamiento recomendado para el chancroide209. La ceftriaxona y la cefotaxima son el tratamiento recomendado para la enfermedad de Lyme precoz en pacientes con afectación neurológica o bloqueo auriculoventricular de tercer grado245. Estos fármacos también se recomiendan para los pacientes con enfermedad de Lyme con artritis y signos objetivos de enfermedad neurológica, y para aquellos con enfermedad neurológica tardía que afecte al sistema nervioso central o periférico. La ceftriaxona es una alternativa terapéutica para la sífilis en los pacientes alérgicos a la penicilina209,246; también constituye un tratamiento alternativo recomendado para la fiebre tifoidea y para las infecciones graves por especies de Shigella y por especies de Salmonella no typhi247. Las cefalosporinas de tercera generación han proporcionado un tratamiento eficaz para las infecciones focales por salmonella, los abscesos cerebrales causados por bacilos gramnegativos y la endocarditis generada por los exigentes cocobacilos gramnegativos248,249. Las dosis únicas de ceftriaxona son muy eficaces en la erradicación de N. meningitidis en los portadores nasofaríngeos250,251. La larga semivida de la ceftriaxona, que permite la dosificación una vez al día, ha potenciado su uso en el contexto ambulatorio tanto para las infecciones estreptocócicas como para las estafilocócicas. La ceftriaxona se ha revelado eficaz para el tratamiento ambulatorio de las infecciones de piel y tejidos blandos por estafilococos y estreptococos, incluida la osteomielitis252,253. Este fármaco también resulta eficaz como monoterapia para el tratamiento ambulatorio de la endocarditis estreptocócica no enterocócica254.









Cefalosporinas De Cuarta Generación


La cefepima es la única cefalosporina de cuarta generación disponible en Estados Unidos. Las cefalosporinas de cuarta generación tienen el espectro más amplio de todas las cefalosporinas. Muestran mayor actividad frente a determinados bacilos gramnegativos, como las especies de Enterobacter, Citrobacter y Serratia. Estos fármacos son zwitteriones que cruzan la membrana externa de los bacilos gramnegativos antes que otras cefalosporinas. También son menos sensibles a la inactivación por las β-lactamasas AmpC. Por tanto, aproximadamente el 75-80% de las Enterobacteriaceae resistentes a la ceftazidima resultan sensibles a los fármacos de cuarta generación. Son activos frente a P. aeruginosa y, a diferencia de la ceftazidima, mantienen una buena potencia frente a los cocos grampositivos. Hasta el momento sólo se han desarrollado dos fármacos de cuarta generación. La cefepima tiene una semivida algo más larga que la ceftazidima y suele administrarse dos veces al día, aunque se recomienda la pauta cada 8 horas para las infecciones documentadas por P. aeruginosa. La cefpiroma, que no se encuentra disponible en Estados Unidos, tiene un perfil farmacocinético muy similar al de la cefepima. Estos dos fármacos mantienen una excelente actividad frente a S. aureus sensible a la meticilina, S. pneumoniae (incluida la mayoría de las cepas resistentes a la penicilina) y otros estreptococos255,256.


Aún no se ha determinado la función de las cefalosporinas de cuarta generación respecto a los fármacos de tercera generación. En algunos hospitales, los fármacos de cuarta generación han sustituido en gran medida a las cefalosporinas de tercera generación para el tratamiento de las infecciones graves por bacilos gramnegativos. Se han revelado eficaces en varias de las infecciones graves por gramnegativos, como la bacteriemia, la neumonía, las infecciones de piel y tejidos blandos y las infecciones urinarias complicadas257-259. En el caso de la perfusión continua de cefepima, la eficacia óptima se ha observado cuando las concentraciones son al menos cuatro veces superiores a la CMI260. Los ensayos comparativos con ceftazidima u otros fármacos han demostrado por lo general una eficacia equivalente261-265. Incluso la cefepima ha probado su eficacia frente a microorganismos con una sensibilidad reducida o con resistencia a la ceftazidima266. La cefepima se recomienda como monoterapia o en combinación con un aminoglucósido para el tratamiento empírico inicial en pacientes neutropénicos con fiebre. Este fármaco es uno de los recomendados para el tratamiento empírico de la neumonía grave adquirida en la comunidad cuando se sospecha la presencia de P. aeruginosa. La actividad de dicho fármaco frente a los neumococos es similar a la de la ceftriaxona en pacientes con neumonía adquirida en la comunidad que requieren hospitalización267,268. El fármaco penetra bien en el LCR y obtiene resultados similares a los de la cefotaxima en la meningitis bacteriana aguda269,270. Sin embargo, en Estados Unidos no está aprobado su uso para el tratamiento de la meningitis. Aunque la aparición de resistencia durante el tratamiento puede representar un problema menor con las cefalosporinas de cuarta generación, sí se produce. Muchas de las nuevas BLEE y las carbapenemasas pueden inactivar estos fármacos de cuarta generación.


En un metaanálisis reciente que comparaba el tratamiento de la neutropenia febril y de otras infecciones graves con cefepima o con otros β-lactámicos se observó que la mortalidad de cualquier etiología era superior en el grupo tratado con cefepima en comparación con el grupo tratado con otras cefalosporinas o con una combinación de β-lactámico/inhibidor de β-lactamasa271,272. Un estudio reciente ha sugerido que la diferencia en la mortalidad de los pacientes con neutropenia febril se debía a la mayor progresión de la enfermedad subyacente en el grupo tratado con cefepima273. Los organismos gubernamentales están revisando nuevos datos sobre todas las causas de mortalidad con el fin de identificar una posible explicación a estas diferencias encontradas.









Cefalosporinas activas frente a sarm


Las cefalosporinas activas frente a SARM poseen una actividad única en comparación con otras cefalosporinas. Su actividad es excelente frente a SARM y cepas sensibles a ampicilina de E. faecalis57,60. También presentan una actividad potente frente a neumococos con múltiples mutaciones en los genes que codifican las PBP 1A, 2B y 2X. Los valores de la CMI90, que eran de hasta 4 y 8 μg/ml para las cefalosporinas de tercera generación más activas, fueron de cuatro a ocho veces más bajos con las cefalosporinas activas frente a SARM274,275. Por otro lado, la actividad de estos fármacos frente a bacilos gramnegativos es similar a la de muchas de las cefalosporinas de tercera y cuarta generación. El primer fármaco aprobado de este grupo (en Canadá, Ucrania y Suiza, pero no en Estados Unidos) fue el ceftobiprol medocaril, el profármaco del ceftobiprol. La otra cefalosporina activa frente a SARM estudiada en ensayos clínicos es la ceftarolina fosamil, el profármaco de la ceftarolina. El ceftobiprol es más resistente que la ceftarolina a la inactivación por las β-lactamasas AmpC77. El ceftobiprol también presenta actividad frente a cepas de P. aeruginosa, similar a la de la ceftazidima. Sin embargo, las dosis máximas de ceftobiprol estudiadas hasta el momento son cuatro veces inferiores a las de la ceftazidima.


Las cefalosporinas activas frente a SARM han mostrado una eficacia comparable a la de la vancomicina más un β-lactámico de amplio espectro en pacientes con infecciones complicadas de la piel y de las estructuras cutáneas276-278. Los resultados con ceftobiprol y ceftarolina fueron similares a los obtenidos con vancomicina en el elevado número de pacientes con infecciones por SARM. Los estudios iniciales con ceftobiprol mostraron eficacia en los pacientes hospitalizados con neumonía adquirida en la comunidad y neumonía nosocomial similar a la de los estudios comparativos. Sin embargo, el fármaco fue menos eficaz en los casos de neumonía asociada con respiración asistida. Se sabe poco acerca de la penetración del ceftobiprol y de la ceftarolina en el LCR humano o sobre si la mayor actividad de estos fármacos frente a los neumococos resultará útil para tratar la meningitis. Estos fármacos también pueden resultar de utilidad en el tratamiento de las infecciones enterocócicas graves en pacientes alérgicos a penicilina279.
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Se han aprobado cuatro antibióticos carbapenémicos (ertapenem, doripenem, imipenem y meropenem) para su uso clínico en Estados Unidos. Una quinta molécula, el panipenem, que no se describe en este capítulo, está aprobada en Japón, China y Corea del Sur. Los carbapenémicos tienen el espectro antibacteriano más amplio de la clase de los β-lactámicos, en gran parte porque son estables frente a las β-lactamasas. Son derivados de la tienamicina, un compuesto producido por Streptomyces cattleya.






Química


El núcleo central del carbapenem difiere de las penicilinas por presentar un grupo metileno en lugar de un átomo de azufre y por un doble enlace en la estructura de anillo α de cinco miembros (fig. 23-1). Las penicilinas y las cefalosporinas también contienen una cadena lateral acilamino unida al anillo β en una configuración cis, mientras que los carbapenémicos tienen una cadena lateral hidroxietilo en configuración trans en la posición C-6. Esta conformación trans confiere la excelente estabilidad β-lactamasa de este grupo de compuestos. La tienamicina es demasiado inestable desde el punto de vista químico para tener utilidad clínica. El imipenem (derivado N-formimidoilo de la tienamicina) es mucho más estable químicamente pero es un sustrato de la deshidropeptidasa I (DHP-I) renal de los mamíferos y debe administrarse con un inhibidor de la DHP-I, como la cilastatina. El doripenem, ertapenem y meropenem son derivados β-1-metil, 2-tio pirrolidinil de la tienamicina. El sustituyente β-1-metilo confiere estabilidad a la DHP-I, por lo que estos compuestos no requieren la coadministración de un inhibidor de dicha enzima para evitar su hidrólisis.
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Figura 23-1 Estructura central y sustituyentes de los antibióticos carbapenémicos.











Mecanismo de acción


Los antibióticos carbapenémicos se unen con gran afinidad a la mayoría de las proteínas de unión a penicilina (PBP) de alto peso molecular de las bacterias grampositivas y gramnegativas. Los carbapenémicos atraviesan la barrera que supone la membrana externa de las bacterias gramnegativas a través de una proteína específica de dicha membrana, OprD, en lugar de por OmpC o por OmpF, que son las usadas por las cefalosporinas o las penicilinas1,2. Esta característica específica de la permeabilidad de la membrana externa y una estabilidad excelente frente a la β-lactamasa en comparación con otros β-lactámicos explican en gran parte el amplio espectro antibacteriano de los carbapenémicos y la relativa falta de resistencia cruzada entre ellos y los demás miembros de la clase de antibióticos β-lactámicos. No se hidrolizan o lo hacen muy lentamente por la mayoría de las penicilinasas y cefalosporinasas (enzimas de las clases A y B de Ambler), incluidas las producidas por Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus rettgeri, Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa y Bacteroides fragilis.









Resistencia


La resistencia a los antibióticos carbapenémicos está mediada por cuatro mecanismos distintos: 1) producción de una β-lactamasa que hidroliza los carbapenémicos (así como otros β-lactámicos), 2) disminución de la permeabilidad, debido sobre todo a la ausencia de OprD en las bacterias gramnegativas, por lo general asociada a la producción de una β-lactamasa, 3) expulsión del fármaco a través de la membrana externa en las bacterias gramnegativas y 4) producción de una PBP diana alterada o de baja afinidad. La resistencia en las bacterias gramnegativas suele ser una interacción en la que intervienen la alteración de la entrada del fármaco, su expulsión y una β-lactamasa que no necesita ser especialmente eficaz si la entrada del fármaco es lo bastante lenta. Todo ello en conjunto produce una concentración del fármaco en el espacio periplásmico que es demasiado baja para inactivar las PBP diana.


Los carbapenémicos sufren hidrólisis por las enzimas de la clase B de Ambler, unas metaloenzimas dependientes de zinc presentes en Stenotrophomonas maltophilia, algunos Bacillus spp. (p. ej., B. cereus y B. anthracis) y otras especies. Las carbapenemasas de clase A (enzimas KPC-1, KPC-2 y KPC-3), denominadas así por su identificación en cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenem, se han convertido en un mecanismo destacado de resistencia a los carbapenémicos entre las Enterobacteriaceae, incluida E. coli3,4.


La menor producción o ausencia de OprD por selección para mutación es responsable de la aparición de resistencia a los carbapenémicos en P. aeruginosa, Enterobacter spp. y otras bacterias gramnegativas, a menudo junto con la expresión de β-lactamasa o la sobreexpresión de una bomba de expulsión5-7. La resistencia al imipenem suele reducir también la actividad de otros carbapenémicos (y viceversa), aunque las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) del doripenem y el meropenem aún pueden estar en el rango de sensibilidad, lo que sugiere que algunos carbapenémicos puede que utilicen mecanismos distintos a la OprD para entrar en la célula8.


El doripenem, ertapenem y meropenem, pero no el imipenem, son sustratos para el sistema de expulsión de múltiples fármacos MexA-MexB-OprM, que está presente en P. aeruginosa6,7,9,10. MexB es una proteína de tipo bomba de expulsión de la membrana citoplásmica unida mediante MexA a una proteína de la membrana externa, OprM, a través de la cual el doripenem, ertapenem, meropenem, las penicilinas, cefalosporinas y fluoroquinolonas pueden expulsarse de la célula. La sobreexpresión de este sistema de expulsión eleva las CMI del doripenem, ertapenem y meropenem, pero no del imipenem.


La producción de una o varias PBP de baja actividad es el mecanismo de la resistencia a la clase de los β-lactámicos, incluida la resistencia a carbapenémicos, de los neumococos resistentes a penicilina y los estreptococos del grupo viridans, los estafilococos resistentes a meticilina y los enterococos resistentes a ampicilina (no productores de β-lactamasa), sobre todo Enterococcus faecium, de alto nivel. La alteración de la expresión de PBP también puede contribuir a la resistencia de P. aeruginosa10.









Actividad antibacteriana


Los carbapenémicos son similares en cuanto a sus espectros antibacterianos11-14. El doripenem, ertapenem y meropenem son ligeramente más activos contra Enterobacteriaceae que el imipenem. Todos tienen una actividad in vitro excelente contra los cocos grampositivos (tabla 23-1). Para Streptococcus pneumoniae sensible a penicilina las CMI son menores de 0,05 μg/ml, y para las cepas resistentes a penicilina la CMI para penicilina es ≤2 μg/ml. Las cepas sensibles a meticilina de S. aureus y Staphylococcus epidermidis se inhiben a concentraciones de carbapenémicos menores de 0,5 μg/ml. Los estafilococos resistentes a meticilina son resistentes a los carbapenémicos disponibles en la actualidad. Listeria y Bacillus spp., incluido B. anthracis, se inhiben por menos de 1 μg/ml. Las cepas sensibles a penicilina de Enterococcus faecalis son sensibles al imipenem, con CMI menores o iguales a 2 μg/ml, pero son resistentes al doripenem, meropenem y ertapenem. El imipenem es bacteriostático, no bactericida, contra los enterococos sensibles. Las cepas de E. faecium son resistentes a todos los carbapenémicos. Corynebacterium spp. se inhiben a concentraciones menores de 1 μg/ml.




Tabla 23-1 Actividad comparativa del imipenem, meropenem y doripenem contra bacterias aerobias y anaerobias seleccionadas
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Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis son muy sensibles a los carbapenémicos, con CMI por lo general menores de 0,1 μg/ml. Las CMI de Haemophilus influenzae y otros Haemophilus spp. son de 0,1 μg/ml o menores para el ertapenem y el meropenem, y de 2 μg/ml o menores para el imipenem. La mayoría de las Enterobacteriaceae se inhiben por el imipenem a concentraciones de 1 μg/ml o menos; algunas cepas de Morganella y Proteus tienen valores de CMI de 2-4 μg/ml. Las CMI correspondientes del doripenem, meropenem y ertapenem son de 0,1 μg/ml o menores. Citrobacter, Enterobacter y Providencia spp. se inhiben con concentraciones de doripenem o meropenem menores de 0,1 μg/ml y con concentraciones de ertapenem menores de 0,5 μg/ml, en comparación con concentraciones de imipenem de 2-4 μg/ml. El doripenem es el carbapenémico más activo contra P. aeruginosa, incluidas las cepas resistentes a las penicilinas y cefalosporinas antipseudomonas, con CMI menores de 0,5 μg/ml, en comparación con 1-2 μg/ml para el meropenem. El imipenem es ligeramente menos activo, con CMI de 4-8 μg/ml. El ertapenem no tiene actividad contra P. aeruginosa. Las cepas de Acinetobacter spp. sensibles a carbapenémicos se inhiben por menos de 1 μg/ml de doripenem, imipenem o meropenem, pero son resistentes al ertapenem, con CMI mayores de 8 μg/ml. S. maltophilia y Burkholderia cepacia presentan resistencia intrínseca a todos los carbapenémicos. Estos antibióticos son una clase muy activa contra la mayoría de las especies de anaerobios, incluidos los cocos anaerobios grampositivos, B. fragilis, especies no fragilis de Bacteroides, Clostridium spp. (con excepción de C. difficile, que suele ser resistente), Fusobacterium spp., Prevotella spp. Porphyromonas spp., y otros, con CMI de 1 μg/ml o menores12.


Nocardia spp. se inhiben por el meropenem o el imipenem. Aunque se han analizado pocas cepas, Actinomyces parece ser generalmente sensible a los carbapenémicos. Estos antibióticos presentan una actividad variable contra Mycobacterium spp. El imipenem y el meropenem (y probablemente el doripenem también si se analizase) son muy activos contra Bacillus anthracis15,16.









Farmacología


El doripenem, ertapenem, imipenem y meropenem se absorben mal tras su ingestión oral y deben administrarse por vía parenteral. Todos se eliminan por vía renal. El imipenem está formulado para coadministrarse con una cantidad equivalente del inhibidor de la DHP-I, la cilastatina, que carece de actividad antibacteriana y no afecta a la actividad del imipenem. Prolonga la semivida de éste, mantiene unas concentraciones urinarias terapéuticas y evita sus efectos nefrotóxicos y los de sus metabolitos. El doripenem, ertapenem y meropenem son estables ante la DHP-I y no requieren inhibidor.


El doripenem, imipenem y meropenem tienen características farmacológicas similares. Una infusión de 30 minutos de 500 mg de cualquiera de estas sustancias produce unas concentraciones séricas pico medias de alrededor de 25 μg/ml17,18. Una dosis intravenosa de 1 g de ertapenem produce concentraciones séricas pico de alrededor de 150 μg/ml; la misma dosis por vía intramuscular produce concentraciones séricas pico a las 2 horas de alrededor de 70 μg/ml19-21. La semivida plasmática es de 1 hora para el doripenem, imipenem y meropenem, y de 4 horas para el ertapenem en personas sanas. La semivida relativamente larga del ertapenem permite una posología de toma única diaria. El imipenem suele administrarse cada 6 horas, mientras que el doripenem y el meropenem se administran cada 8 horas. Todos los carbapenémicos requieren ajustes posológicos en pacientes con insuficiencia renal, pero no en los que tienen insuficiencia hepática. Los carbapenémicos se eliminan por hemofiltración venovenosa continua y hemodiálisis, y muy poco por diálisis peritoneal.


Los carbapenémicos se distribuyen bien por varios compartimentos corporales y penetran sin complicaciones en la mayoría de los tejidos. El imipenem y el meropenem penetran bien en el líquido cefalorraquídeo (LCR) cuando hay inflamación meníngea22,23.









Reacciones adversas


Los carbapenémicos suelen tolerarse bien y comparten unos perfiles de toxicidad similares. Los efectos adversos más frecuentes consisten en exantema, urticaria, hipersensibilidad inmediata, reacciones cruzadas con las penicilinas, diarrea y náuseas. Estos antibióticos no parecen tener una propensión especial a causar efectos adversos graves, colitis seudomembranosa, anomalías de la coagulación, nefrotoxicidad ni hepatotoxicidad. Todos los carbapenémicos, sobre todo el imipenem24-26, se han asociado a crisis comiciales. El ertapenem y el meropenem parecen ser menos epileptógenos que el imipenem; el doripenem puede tener el menor potencial de causar crisis comiciales27. Las interacciones entre los carbapenémicos son infrecuentes, aunque la coadministración de estos antibióticos con el ácido valproico se ha asociado a niveles subterapéuticos de este último28.









Uso clínico


Debido a su amplio espectro antibacteriano, que cubre bacterias grampositivas, gramnegativas y anaerobias, los carbapenémicos son útiles para tratar una gran variedad de infecciones, como bacteriemias, infecciones óseas y de tejidos blandos, obstétricas y ginecológicas, infecciones urinarias complicadas, sepsis intraabdominal y neumonía24,29. El doripenem, imipenem o meropenem son apropiados sobre todo para el tratamiento de infecciones causadas por Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas, incluidas las productoras de β-lactamasa de espectro extendido y las productoras de AmpC, como S. marcescens, Providencia spp., C. freundii y Enterobacter spp.; para el tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa, como tratamiento empírico en casos graves en pacientes tratados previamente con múltiples antibióticos30,31; y para el tratamiento de infecciones polimicrobianas en las que si no serían necesarias pautas de varios fármacos con un mayor coste o unos efectos secundarios potencialmente más graves. Un carbapenem (distinto al ertapenem) es un fármaco de elección para el tratamiento de las infecciones causadas por cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, que son sensibles a los carbapenémicos, aunque la resistencia a estos antibióticos es un problema creciente32,33.


Por lo general, el doripenem, imipenem y meropenem son equivalentes e intercambiables desde el punto de vista terapéutico34 en la mayoría de las situaciones clínicas. Sin embargo, debido a que los mecanismos de resistencia pueden ser diferentes para el imipenem (que es ligeramente más inestable frente a β-lactamasa, se afecta sobre todo por la inhibición de OprD, pero no es un sustrato de las bombas de expulsión de múltiples fármacos) y el doripenem o el meropenem (que son sustratos de las bombas de expulsión de múltiples fármacos, pero se afectan menos por la inhibición de OprD), la resistencia al imipenem no siempre es predictiva de resistencia al doripenem o al meropenem, y viceversa35. El doripenem y el meropenem son ligeramente más activos contra los bacilos gramnegativos y el imipenem es más activo contra E. faecalis. El doripenem es el carbapenémico más activo contra P. aeruginosa; el ertapenem tiene una escasa actividad contra P. aeruginosa y Acinetobacter spp. Las CMI del doripenem, imipenem y meropenem para las cepas sensibles de Acinetobacter spp. son similares. El doripenem, imipenem y meropenem son adecuados para usarlos en el tratamiento de las infecciones nosocomiales porque son activos contra P. aeruginosa y Acinetobacter spp. Al igual que sucede con otros antibióticos, el tratamiento en monoterapia para las infecciones graves por P. aeruginosa con inóculos bacterianos grandes (p. ej., neumonía) puede acompañarse de la aparición de resistencia. No está claro si la aparición de resistencia puede evitarse y mejorar el pronóstico con un tratamiento combinado, pero se puede plantear en el tratamiento de infecciones graves causadas por P. aeruginosa. Stenotrophomonas maltophilia tiene resistencia intrínseca a todos los carbapenémicos. El meropenem es el único antibiótico de este grupo aprobado por la Food and Drug Administration estadounidense para el tratamiento de la meningitis bacteriana36. El imipenem en concreto debería evitarse por su tendencia a causar crisis comiciales.


La dosis recomendada en adultos de imipenem para los pacientes con un aclaramiento de creatinina mayor de 50 ml/min es de 250-500 mg/6-8 h por vía intravenosa (i.v.). La dosis pediátrica es de 15-25 mg/kg/6-8 h. La dosis recomendada en adultos de meropenem para los pacientes con un aclaramiento de creatinina mayor de 50 ml/min es de 500-1.000 mg/8 h por vía i.v., aunque dosis de 6 g/día parecen ser seguras. La dosis pediátrica es de 20-40 mg/kg y la dosis más alta está indicada para el tratamiento de la meningitis, cada 8 horas. Se requieren ajustes posológicos de cualquiera de los fármacos cuando el aclaramiento de creatinina es menor de 50 ml/min. La dosis recomendada de doripenem es de 500 mg i.v. cada 8 horas para los pacientes con un aclaramiento de creatinina mayor de 50 ml/min. Si este aclaramiento es de 30-50 ml/min la dosis será de 250 mg/8 h, y si es de 10-30 ml/min será de 250 mg/12 h.


El ertapenem difiere de los otros carbapenémicos en dos aspectos esenciales: tiene una semivida que permite una posología única diaria y su actividad contra P. aeruginosa y Acinetobacter es relativamente mala. El ertapenem está indicado para el tratamiento de las infecciones intraabdominales, obstétricas y ginecológicas, la neumonía extrahospitalaria, infecciones complicadas de la piel y los anejos cutáneos, así como infecciones urinarias2,37-39. Al igual que todos los carbapenémicos, el ertapenem tiene una excelente actividad antianaerobios, por lo que es especialmente útil en una pauta de dosis única diaria para las infecciones polimicrobianas. El ertapenem es activo contra Enterobacteriaceae productoras de AmpC y de β-lactamasa de espectro ampliado, y se puede usar para las infecciones causadas por estos microorganismos. Aunque penetra en el LCR, el ertapenem no está aprobado para el tratamiento de la meningitis bacteriana. La dosis recomendada en adultos de ertapenem o en pacientes con un aclaramiento de creatinina mayor de 30 ml/min es de 1.000 mg por vía i.v. o i.m. una vez al día, o de 500 mg una vez al día en pacientes con un aclaramiento de creatinina menor de 30 ml/min o que estén en diálisis. No se han establecido las dosis ni las indicaciones pediátricas.
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Los monobactámicos son activos sólo contra bacterias aerobias gramnegativas40. El aztreonam es el único fármaco de este grupo comercializado en la actualidad. Es un β-lactámico monocíclico (fig. 23-2) que es una forma modificada de un compuesto producido por Chromobacterium violaceum. Es inactivo contra las bacterias grampositivas o anaerobias. Atraviesa con facilidad la membrana externa de las bacterias gramnegativas y es resistente a la hidrólisis por la mayoría de las β-lactamasas plasmídicas y cromosómicas de clase A y de las enzimas de clase B. Se inactiva por las carbapenemasas de clase A, las β-lactamasas de espectro extendido y muchas β-lactamasas de clase C, sobre todo cuando están sobreexpresadas.
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Figura 23-2 Aztreonam.




El aztreonam inhibe a la mayoría de las Enterobacteriaceae a concentraciones menores de 0,5 μg/ml (tabla 23-2); algunas cepas de P. aeruginosa, E. cloacae y C. freundii son resistentes. La mayoría de los microorganismos de P. aeruginosa se inhiben por menos de 16 μg/ml. La mayoría de B. cepacia y S. maltophilia y muchas cepas de Acinetobacter spp. son resistentes.


Tabla 23-2 Actividad in vitro del aztreonam






	Microorganismo

	CMI90 (μg/ml)






	Escherichia coli

	0,25






	Klebsiella pneumoniae

	1






	Klebsiella oxytoca

	1






	Enterobacter cloacae

	16






	Enterobacter aerogenes

	8






	Enterobacter agglomerans

	1






	Citrobacter freundii

	8






	Citrobacter diversus

	0,25






	Serratia marcescens

	4






	Proteus mirabilis

	0,01






	Proteus vulgaris

	0,12






	Proteus rettgeri

	0,12






	Morganella morganii

	0,25






	Providencia

	0,025






	Salmonella enteritidis

	0,25






	
Shigella spp.

	0,12






	Arizona hinshawi

	0,12






	Aeromonas hydrophila

	0,12






	Aeromonas shigelloides

	0,12






	Yersinia enterocolitica

	2






	Pasteurella multocida

	0,12






	Salmonella typhi

	0,12






	Haemophilus influenzae

	0,12






	Neisseria gonorrhoeae

	0,25






	Neisseria meningitidis

	0,025






	Pseudomonas aeruginosa

	16






	Stenotrophomonas maltophilia

	>128






	
Pseudomonas spp. (P. diminuta, P. stutzeri, P. fluorescens)


	>128






	Burkholderia cepacia

	>128






	Streptococcus pyogenes

	16






	Streptococcus pneumoniae

	16






	
Enterococcus spp.

	>128






	
Clostridium spp.

	>128






	
Bacteroides spp.

	>128







 CMI90, concentración mínima inhibitoria para el 90% de las cepas.


El aztreonam no se absorbe por el aparato digestivo. Una dosis intramuscular de 500 mg del fármaco produce unas concentraciones séricas de 21-27 μg/ml a la hora y de 4-6 μg/ml a las 6 horas. Las concentraciones séricas 1 hora después de una dosis intramuscular son las mismas que después de una dosis intravenosa41. El aztreonam alcanza niveles terapéuticos en los tejidos y líquidos de todo el cuerpo42. Las concentraciones en el LCR en caso de inflamación meníngea tras una dosis de 2 g son de alrededor de 3-7 μg/ml; se pueden lograr cifras mayores después de varias dosis42,43.


El aztreonam se excreta por vía renal. En adultos con función renal y hepática normal la semivida de eliminación es de alrededor de 2 horas. En los recién nacidos de 7 días y que pesen menos de 2,5 kg la semivida del aztreonam oscila entre 5,5 y 9,9 horas. En adultos con insuficiencia renal la semivida del aztreonam es de unas 8 horas con un aclaramiento de creatinina de 10 ml/min. La semivida del fármaco se prolonga sólo ligeramente en pacientes con insuficiencia hepática, y no se requiere ningún ajuste de dosis. El antibiótico se elimina por hemofiltración venovenosa continua, hemodiálisis y, en menor medida, por diálisis peritoneal.


El aztreonam se tolera muy bien. Pueden aparecer exantemas cutáneos. Este fármaco es el único β-lactámico que puede usarse con seguridad en pacientes con exantemas o reacciones de hipersensibilidad inmediata por penicilinas u otros β-lactámicos, porque no hay reactividad cruzada. Las reacciones hematológicas, digestivas, nefrotóxicas o neurotóxicas son infrecuentes.


Este antibiótico pocas veces se usa en monoterapia de forma empírica, porque su espectro de actividad se limita por completo a las bacterias aerobias gramnegativas. El aztreonam se ha usado con seguridad y eficacia junto con clindamicina, eritromicina, metronidazol, penicilinas y vancomicina. Su mayor utilidad se encuentra en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias aerobias gramnegativas en pacientes con una alergia grave a penicilinas u otros β-lactámicos[HC6]44. También puede usarse en el tratamiento combinado de las infecciones causadas por gramnegativos productores de metalo-β-lactamasas45, aunque estas cepas suelen producir otras β-lactamasas activas contra el aztreonam. La dosis habitual es de 1-2 g/6-8 h por vía i.v. o i.m., con una dosis diaria para las infecciones graves de 6 g. La dosis pediátrica es de 30 mg/kg/6-8 h.
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Desde la introducción de la penicilina por Fleming a mediados de la década de 1940, el número de antibióticos β-lactámicos ha crecido de forma notable. Aparte de la alergia, estos fármacos tienen una toxicidad muy baja cuando se utilizan en las dosis correctas. La principal toxicidad de los antibióticos β-lactámicos son las reacciones alérgicas. El primer caso de anafilaxia relacionada con la penicilina se documentó en 19461, y la primera muerte documentada a causa de una reacción alérgica fue en 19492. Las reacciones alérgicas se producen en 7-40 de cada 1.000 tratamientos con penicilina3,4. Los estudios han indicado que hasta la mitad de todas las reacciones alérgicas a fármacos que se producen en pacientes hospitalizados son atribuibles a los antibióticos β-lactámicos5. Se ha producido un amplio rango de reacciones alérgicas debido a los β-lactámicos. Es posible clasificar estas reacciones mediante el sistema de clasificación inmunopatológica de Gell y Coombs6, mediante el sistema de clasificación de Levine7, basado en el tiempo hasta que se inicia la reacción, o según la manifestación clínica predominante.






Clasificación de gell y coombs


Gell y Coombs6 distinguieron cuatro tipos de reacciones inmunopatológicas, todas documentadas con los antibióticos β-lactámicos (tabla 24-1).




Tabla 24-1 Clasificación de las reacciones inmunopatológicas según el esquema de Gell y Coombs
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Tipo I: hipersensibilidad inmediata


Estas reacciones se deben a la interacción de los antígenos β-lactámicos con los anticuerpos inmunoglobulina E (IgE) preformados específicos para β-lactámicos que están ligados a los mastocitos tisulares o a los basófilos circulantes mediante receptores de IgE de alta afinidad. El enlace cruzado de dos o más receptores de IgE mediante los antígenos β-lactámicos produce la liberación de mediadores preformados (histamina, proteasas y factores quimiotácticos) y de reciente formación (prostaglandinas, leucotrienos y factor activador de plaquetas) generados por el metabolismo del ácido araquidónico (fig. 24-1; v. fig. 24-4)8. La liberación de estos mediadores puede producir urticaria, edema laríngeo y broncoespasmo con shock cardiovascular o sin él. Las reacciones anafilácticas se producen en 4-15 de cada 100.000 ciclos de tratamiento con penicilina4-9. Se ha documentado una mortalidad causada por anafilaxia por β-lactámicos de un caso de cada 32.000-100.000 ciclos de tratamiento4-9. El uso de los antagonistas β-adrenérgicos puede aumentar el riesgo de muerte si se produce anafilaxia, pues se dificulta el tratamiento de la reacción anafiláctica10. Las reacciones alérgicas agudas de tipo I por IgE constituyen la mayor preocupación clínica debido al riesgo de anafilaxia potencialmente mortal.
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Figura 24-1 Microfotografías electrónicas de un mastocito en reposo (izquierda) y de uno desgranulado (derecha) tras la introducción del fármaco in vitro a los mastocitos cargados de anticuerpos inmunoglobulina E específicos para el fármaco.
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Figura 24-4 En las siguientes exposiciones, el fármaco se combina con la inmunoglobulina E (IgE), específica del fármaco, ligada al mastocito mediante receptores de IgE de alta afinidad.


Esto causa la desgranulación del mastocito de potentes mediadores proinflamatorios, lo que provoca una reacción alérgica.











Tipo II: anticuerpos citotóxicos


Estas reacciones se producen cuando los anticuerpos citotóxicos específicos para los β-lactámicos, por lo general IgG o IgM, se unen a las células sanguíneas circulantes o a las células renales intersticiales que tienen antígenos β-lactámicos ligados a su superficie celular. Esta interacción antígeno-anticuerpo activa el sistema del complemento, lo que produce lisis celular. Las reacciones de tipo II también pueden ser independientes del complemento. Los anticuerpos IgG o IgM pueden ligarse a los antígenos β-lactámicos de las membranas plasmáticas, lo que provoca la unión de neutrófilos o macrófagos y su activación mediante los receptores Fc para IgG o IgM. Esta opsonización puede causar lesiones en la célula que porta los antígenos. Son ejemplos la anemia hemolítica, la leucopenia, la trombocitopenia y la nefritis inducida por fármacos. Por lo general, se requiere un tratamiento a largo plazo con altas dosis de β-lactámicos para que se produzca esta reacción alérgica.









Tipo III: inmunocomplejos


En la reacción de tipo III o reacción de Arthus, los anticuerpos IgG o IgM específicos para β-lactámicos pueden formar complejos circulantes con los antígenos β-lactámicos. Estos complejos circulantes pueden fijar el complemento y luego alojarse en los tejidos, lo que genera reacciones similares a la enfermedad del suero y, posiblemente, la fiebre medicamentosa. En los niños, es 15 veces más probable que se produzca la enfermedad del suero tras la administración de cefaclor que tras la de amoxicilina11. Estas reacciones se producen típicamente 7-14 días después del inicio del tratamiento con β-lactámicos. El síndrome puede aparecer incluso tras el fin del tratamiento. Los datos preliminares obtenidos a partir de sueros de un pequeño número de pacientes sugieren que la enfermedad del suero producida por cefaclor puede predecirse mediante un análisis de linfotoxicidad de metabolitos microsomales12.









Tipo IV: hipersensibilidad mediada por células


Estas reacciones no están mediadas por un anticuerpo, sino, más bien, por los linfocitos T. Un linfocito T reconoce el antígeno β-lactámico mediante un receptor específico de antígeno de las células T. Este reconocimiento desencadena en la célula T la liberación de citocinas que dirigen una respuesta inmunitaria mediante el reclutamiento y la estimulación de la proliferación de otros linfocitos y células mononucleares, que, en última instancia, producen inflamación y lesión tisular. La dermatitis de contacto es una manifestación clínica de una reacción de tipo IV. La elevada frecuencia de dermatitis de contacto relacionada con penicilina (5-10%) en la década de 1940 provocó la interrupción de su uso como antibiótico tópico.









Reacciones idiopáticas


Algunas reacciones a los antibióticos β-lactámicos tienen una patogenia pero clara y no están incluidas en el sistema de clasificación de Gell y Coombs. Estas reacciones comprenden el prurito, los exantemas maculopapulares (morbiliformes), el eritema multiforme, el eritema nudoso, las reacciones de fotosensibilidad, las reacciones fijas medicamentosas y la dermatitis exfoliativa. El frecuente exantema maculopapular aparece de forma tardía en el ciclo de tratamiento en el 2-3% de los tratamientos con penicilina. Los exantemas inducidos por ampicilina (y amoxicilina) se producen con mucha mayor frecuencia (en el 5,2-9,5% de los ciclos de tratamiento en los casos no complicados)5,13,14. Cuando se administra ampicilina o amoxicilina a pacientes infectados por el virus de Epstein-Barr o por el citomegalovirus o a pacientes con leucemia linfocítica aguda, aparece una incidencia mucho mayor de exantemas (69-100%)15.


Otras reacciones producidas por mecanismos desconocidos son el síndrome de Stevens-Johnson, que comprende exantema (por lo general eritema multiforme) más afectación de dos o más membranas mucosas, y el síndrome de Lyell, también conocido como necrólisis epidérmica tóxica. Los pacientes que han tenido un síndrome de Stevens-Johnson o de Lyell asociados a antibióticos β-lactámicos no deberían recibir fármacos β-lactámicos en el futuro. Tampoco se recomienda desensibilizar a los pacientes a los antibióticos β-lactámicos que produjeron esos síndromes.


Se han observado reacciones seudoanafilácticas tras la inyección intramuscular o intravenosa inadvertida de penicilina procaína. Estas reacciones probablemente se deben a una combinación de fenómenos tóxicos y embólicos secundarios a la procaína16.












Clasificación de levine


Levine7 clasificó las reacciones a la penicilina en función del tiempo de inicio (tabla 24-2). Las reacciones inmediatas se producen en la primera hora siguiente a la administración del β-lactámico y casi todas son mediadas por IgE (anafilaxia y urticaria). Las reacciones precoces se producen entre la primera y las 72 horas siguientes al tratamiento inicial con β-lactámicos; casi siempre son urticarias. Las reacciones tardías aparecen más de 72 horas después del inicio del tratamiento. La anafilaxia no se produce más tarde en el ciclo de tratamiento con β-lactámicos; las reacciones maculopapulares son las más frecuentes, pero en este intervalo también pueden producirse reacciones de los tipos II, III y IV.


Tabla 24-2 Clasificación de las reacciones alérgicas a los antibióticos β-lactámicos según el tiempo de inicio






	Tipo de reacción

	Inicio tras la administración del fármaco (h)

	Reacciones clínicas






	Immediata

	0-1

	Anafilaxia
Hipotensión
Edema laríngeo
Urticaria, angioedema
Sibilancias






	Acelerada

	1-72

	Urticaria, angioedema
Edema laríngeo
Sibilancias






	Tardía

	>72

	Exantema morbiliforme
Nefritis intersticial
Anemia hemolítica
Neutropenia
Trombocitopenia
Enfermedad del suero
Fiebre medicamentosa
Síndrome de Stevens-Johnson
Dermatitis exfoliativa







Adaptada de Levine BB. Immunologic mechanisms of penicillin allergy: A haptenic model system for the study of allergic diseases of man. N Eng J Med. 1966;275:1115-1125.









Manifestaciones clínicas


Las reacciones alérgicas también pueden clasificarse según sus manifestaciones clínicas predominantes, como se muestra en la tabla 24-3.


Tabla 24-3 Clasificación de las reacciones a los antibióticos β-lactámicos según sus manifestaciones clínicas predominantes






	Reacción

	Manifestación






	Anafilaxia

	Edema laríngeo
Hipotensión
Broncoespasmo






	Reacciones cutáneas

	Urticaria, angioedema
Vasculitis
Síndrome de Stevens-Johnson
Dermatitis exfoliativa
Sensibilidad de contacto
Exantema fijo medicamentoso
Necrólisis epidérmica tóxica
Prurito
Exantema maculopapular (morbiliforme)
Eritema multiforme
Reacciones de fotosensibilidad






	Destrucción de los elementos formes de la sangre

	Anemia hemolítica
Neutropenia
Trombocitopenia






	Reacciones renales

	Nefritis intersticial
Glomerulonefritis
Síndrome nefrótico






	Enfermedad del suero

	—






	Fiebre medicamentosa

	—






	Vasculitis sistémica

	—






	Adenopatías

	—
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Las penicilinas contienen un anillo β-lactámico, del que depende la actividad antimicrobiana, y un anillo tiazolidínico de cinco elementos (fig. 24-2). Debido a que la penicilina es un compuesto de bajo peso molecular (356 Da), primero debe combinarse de forma covalente con las macromoléculas tisulares (presumiblemente proteínas) para producir complejos multivalentes hapteno-proteína, necesarios tanto para la inducción de la respuesta inmunitaria como para el desarrollo posterior de la reacción alérgica (figs. 24-3 y 24-4)17. La forma más frecuente de haptenización por parte de la penicilina es la configuración peniciloil. Debido a que el determinante peniciloil es el derivado más abundante de la penicilina in vivo, se ha denominado el determinante principal. Aunque se ha demostrado que la formación del grupo peniciloil se produce de forma espontánea en condiciones fisiológicas, existen pruebas que sugieren que la haptenización de la penicilina puede estar facilitada por las moléculas séricas18,19. Esta reacción se produce con el prototipo bencilpenicilina y prácticamente con todas las penicilinas semisintéticas. La penicilina también puede ser degradada por otras vías metabólicas para formar determinantes antigénicos adicionales20. Estos derivados se forman en pequeñas cantidades y estimulan una respuesta inmunitaria variable, por lo que, se han denominado determinantes menores. Entre los precursores conocidos de los determinantes menores de la penicilina se incluyen la bencilpenicilina, su producto por hidrólisis alcalina (bencilpeniciloato) y un producto por hidrólisis ácida (bencilpeniloato), llamados en conjunto mezcla de determinantes menores (MDM).
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Figura 24-2 Estructuras de las cuatro clases de antibióticos β-lactámicos en uso en Estados Unidos.
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Figura 24-3 Ilustración del hapteno del fármaco en combinación con la molécula transportadora para inducir la producción del anticuerpo inmunoglobulina E (IgE) frente al fármaco (sensibilización).


Una célula presentadora de antígeno estimula un linfocito T colaborador de tipo 2 (Th2) para dirigir el cambio del linfocito B en la producción de anticuerpos de IgG a IgE bajo la influencia de la interleucina 4 (IL-4) y la IL-13.




Por tanto, para la penicilina y otros antibióticos β-lactámicos se pueden crear anticuerpos IgE frente a varios determinantes hapténicos (es decir, los determinantes principal y menores). Las reacciones anafilácticas a la penicilina suelen estar mediadas por anticuerpos IgE dirigidos frente a determinantes menores, aunque se han producido algunas reacciones anafilácticas en pacientes que sólo presentaban anticuerpos IgE específicos para peniciloil7,20,21. Las reacciones urticariales precoces y tardías por lo general están mediadas por los anticuerpos IgE específicos para peniciloil (determinante principal)7.
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Las respuestas inmunitarias a los antibióticos β-lactámicos se producen sólo en un pequeño porcentaje de pacientes expuestos, y la expresión clínica de la alergia a β-lactámicos se produce sólo en una fracción de los pacientes que muestran una respuesta inmunitaria. La generación de una respuesta inmunitaria mantenida a un antibiótico β-lactámico probablemente esté controlada, en parte, por la genética de la persona22. La semivida de los anticuerpos IgE frente a los β-lactámicos varía entre 10 días y un intervalo indeterminadamente largo (más de 1.000 días)23. Una persona cuya respuesta de anticuerpos IgE específicos frente a los β-lactámicos persista tiene un riesgo acumulativo mayor para las reacciones alérgicas a los antibióticos β-lactámicos que una cuya respuesta de anticuerpos IgE desaparezca pronto.


La administración parenteral de los antibióticos β-lactámicos produce más reacciones alérgicas que la administración oral24. Sin embargo, esto puede estar más relacionado con la dosis que con la vía de administración. Cuando se administran dosis altas por vía oral, como en el tratamiento de la gonorrea, la incidencia de reacciones alérgicas no es diferente de la que se aprecia con la penicilina procaína intramuscular a una dosis comparable25.


Los antecedentes de atopia (rinitis alérgica, asma, dermatitis atópica) no parecen ser un factor de riesgo independiente para el desarrollo de la alergia a los β-lactámicos23,26, aunque las personas atópicas, sobre todo aquellas con asma, parecen estar predispuestas a las reacciones graves y mortales si se produjera una anafilaxia9.


Las personas con antecedentes de reacciones a la penicilina tienen una probabilidad de cuatro a seis veces mayor de reacciones subsiguientes a los antibióticos β-lactámicos en comparación con las que no tienen antecedentes de reacciones previas26. El riesgo es especialmente pronunciado sobre todo si la reacción previa fue una anafilaxia o una urticaria23. Sin embargo, como la mayoría de las reacciones alérgicas más graves y mortales a los antibióticos β-lactámicos se producen en las personas que nunca han tenido una reacción alérgica, la ausencia de antecedentes de alergia a los β-lactámicos no debería producir un sentimiento de seguridad falso. La sensibilización de estos pacientes probablemente se produjo en su último ciclo de tratamiento con penicilina. Un ensayo aleatorizado y controlado sobre pruebas cutáneas de rutina frente a penicilina en enfermos sin antecedentes demostró que no resultaba rentable, por lo que las pruebas cutáneas en este momento sólo se recomiendan para los pacientes con antecedentes previos de alergia a los β-lactámicos27.


En general, la probabilidad de mantener los anticuerpos IgE específicos frente a los β-lactámicos disminuye con el tiempo desde la reacción previa. Sullivan y cols.28 documentaron que las pruebas cutáneas realizadas en los primeros 1 o 2 meses tras una reacción alérgica aguda eran positivas un 80-90% de las veces. Por tanto, existía una disminución dependiente del tiempo en la tasa de pruebas cutáneas positivas, hasta menos del 20% a los 10 años28. Los pacientes que tuvieron reacciones similares a la enfermedad del suero a los antibióticos β-lactámicos con frecuencia persisten con una respuesta intensa de anticuerpos, y pueden mantener un riesgo elevado de reacciones alérgicas durante muchos años.


A pesar de la escasez de pruebas, por lo general se cree que las reacciones a la penicilina se producen en niños y en ancianos con menor frecuencia que en adultos jóvenes26,29. Aunque la frecuencia de reacciones anafilácticas es menor en los ancianos, los desenlaces fatales son más frecuentes debido a su comprometida capacidad cardiopulmonar.
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Una pregunta esencial a la que se enfrentan los médicos es cómo valorar a un paciente con antecedentes de reacción a β-lactámicos que actualmente tiene necesidad clínica de utilizar estos antibióticos. Aproximadamente el 5-20% de los enfermos refiere antecedentes de reacciones a los antibióticos β-lactámicos. Mediante los estándares clínicos actuales, en todas estas personas debe evitarse el tratamiento con antibióticos β-lactámicos durante el resto de su vida, a menos que se realice una evaluación posterior. La información aislada más útil en la valoración del riesgo de una persona de sufrir una reacción de tipo I mediada por IgE (anafilaxia y urticaria) es la respuesta a la prueba cutánea a los determinantes principal y menores de la penicilina.


El determinante principal (peniciloil) de la penicilina puede valorarse mediante un análisis cutáneo con peniciloil polilisina (PPL), que contiene múltiples moléculas de peniciloil acopladas sintéticamente a un transportador de polilisina con inmunogenicidad débil. En 2004, este reactivo comercializado para pruebas cutáneas (con el nombre comercial Pre-Pen) fue retirado voluntariamente de los mercados estadounidense y canadiense por Hollister-Stier, y, en 2005, Allergopharma interrumpió la producción de un reactivo con PPL en Europa. Una compañía argentina, Dieater, fabrica PPL, pero este producto no está aprobado por las agencias reguladoras de Europa ni de Estados Unidos. En la actualidad, los derechos de patente de Pre-Pen en Estados Unidos pertenecen a una nueva compañía (AllerQuest, Plainville CT), que espera relanzar el producto en el mercado en 2009*.


Los determinantes menores de la penicilina no se comercializan en Estados Unidos en la actualidad, aunque esto puede cambiar en un futuro. Mientras tanto, se pueden sustituir por la bencilpenicilina aislada (10.000 U/ml) como reactivo menos eficaz de determinantes menores en personas sin antecedentes de sensibilidad anafiláctica.


Las pruebas cutáneas deberían comenzar por seguridad con una prueba epicutánea (punción prick). Si no existe induración (o síntomas sistémicos) tras 15 minutos, se realizan inyecciones intradérmicas formando vesículas de 3-4 mm por duplicado en el antebrazo. Las pruebas deberían realizarse con PPL, MDM, un control positivo (histamina) y un control negativo con el diluyente. El diámetro de la induración se lee a los 15-20 minutos; si es mayor de 5 mm, la prueba se considera positiva30. Los antihistamínicos, los antidepresivos tricíclicos y los fármacos adrenérgicos, que pueden todos ellos inhibir los resultados de las pruebas cutáneas, deberían suspenderse al menos 48 horas antes de dichas pruebas. Los antihistamínicos con semividas prolongadas requieren ser suspendidos durante los intervalos apropiados.


Cuando se realizan del modo adecuado, considerando las pruebas epicutáneas preliminares y las diluciones apropiadas, las pruebas cutáneas con los reactivos de la penicilina pueden casi siempre realizarse con seguridad. Las reacciones sistémicas se producen aproximadamente en el 1% de las personas sometidas a dichas pruebas31,32; por lo general son leves, pero pueden ser graves. Por tanto, las pruebas cutáneas deberían realizarse en presencia de un médico y con acceso inmediato a los fármacos necesarios para tratar una anafilaxia.


En numerosos estudios en los que se realizaron pruebas cutáneas con PPL y con determinantes menores, sólo el 7-35% que refería antecedentes de alergia a penicilina tenía una prueba cutánea positiva a algún reactivo33,34, aunque un estudio encontró una tasa de pruebas cutáneas positivas del 63%28. En general, al aumentar el tiempo desde la reacción alérgica, la prevalencia de las pruebas cutáneas a los determinantes de la penicilina disminuye, aunque algunos pacientes tienen anticuerpos frente a la penicilina de forma indefinida28,35. En quienes referían antecedentes de alergia a los β-lactámicos, las pruebas cutáneas confirman que el 65-93% puede recibir un antibiótico β-lactámico con seguridad. Sin antecedentes de alergia a la penicilina, la tasa de pruebas cutáneas positivas es aproximadamente del 2%27,32.


La extensa experiencia mundial, que incluye a más de 20.000 pacientes, ha demostrado que las personas con antecedentes de reacciones a la penicilina pueden tratarse de nuevo con seguridad con penicilina o antibióticos relacionados si las pruebas cutáneas con PPL y una MDM adecuada son negativas32,26. Cuando las dosis terapéuticas de penicilina se administran a los pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina, pero con pruebas cutáneas negativas a PPL y MDM, se producen reacciones mediadas por IgE en un 2-15%, dependiendo de la historia clínica. Estas reacciones son casi siempre leves y autolimitadas. No se ha documentado ninguna anafilaxia en pacientes con pruebas cutáneas negativas en Estados Unidos. Cuando se administra penicilina tras unas pruebas cutáneas negativas, aproximadamente el 1-3% de los pacientes presenta una reacción urticarial u otras reacciones cutáneas leves33. Si se utiliza el determinante principal de la penicilina de forma aislada como reactivo para las pruebas cutáneas, se escapa alrededor del 10-25% de todas las potenciales reacciones positivas28. Si se utiliza la bencilpenicilina G, diluida a una concentración de 10.000 U/ml (10-2 mol/l), como el único determinante menor, se escapa aproximadamente un 5-10% de los pacientes con pruebas positivas28.


Mendelson y cols.37 estudiaron a más de 200 niños con antecedentes de alergia a la penicilina pero con pruebas negativas a los reactivos de la penicilina. Tras las pruebas cutáneas negativas, se administró un ciclo de 10 días de penicilina oral. Las pruebas cutáneas se repitieron 1 mes después y se observó que menos del 1% de los niños pasaba a tener una prueba cutánea positiva frente a los reactivos de la penicilina. Solensky y cols.38 estudiaron a 46 personas con antecedentes de alergia a la penicilina a las que, cuando las pruebas cutáneas eran negativas, se les administraban múltiples ciclos de penicilina para comprobar si se producía una resensibilización. Después de tres ciclos consecutivos de 10 días de penicilina oral, se observó que las pruebas cutáneas seguían siendo negativas en el 100% de los pacientes. Este hallazgo sugiere que las pruebas cutáneas frente a la penicilina pueden realizarse de forma programada y que una prueba cutánea negativa todavía tiene un valor predictivo negativo útil en una fecha posterior.


En cambio, Parker y cols.39 descubrieron que 3 (20%) de 15 pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina cuyas pruebas cutáneas eran negativas se resensibilizaban (las pruebas cutáneas se positivizaban) después de ser tratados con altas dosis de penicilina intravenosa en el hospital. Por tanto, puede ser prudente reevaluar a los enfermos con antecedentes claros y significativos de alergia a la penicilina que han presentado una prueba cutánea negativa y luego han sido tratados con penicilina intravenosa a dosis elevadas.


Un número limitado de pacientes con pruebas cutáneas positivas ha sido tratado con dosis terapéuticas de penicilina. El riesgo de una reacción alérgica aguda inmediata o precoz varía desde aproximadamente el 10% en enfermos sin antecedentes hasta el 50-70% en quienes los tienen33. Por tanto, si las pruebas cutáneas son positivas, debería utilizarse un antibiótico con eficacia equivalente y sin reactividad cruzada, si es posible. Los pacientes con antecedentes de dermatitis exfoliativa, síndrome de Stevens-Johnson o síndrome de Lyell (reacciones que constituyen contraindicaciones absolutas para la administración de penicilina) no deberían ser evaluados mediante pruebas cutáneas. Las pruebas cutáneas carecen de valor predictivo en las reacciones no mediadas por IgE como la fiebre medicamentosa, la enfermedad del suero, las citopenias, la nefritis intersticial, la dermatitis de contacto o los exantemas maculopapulares. Las pruebas cutáneas de la penicilina son indeterminadas (por lo general eritema sin habón o duplicados discordantes) en el 0,6-3% de los pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina32,36. El significado de dichos resultados no está claro.


Las reacciones de tipo II, como las anemias hemolíticas, las citopenias y las nefritis intersticiales, suelen ser secundarias al tratamiento con β-lactámicos a largo plazo y a dosis elevadas. La experiencia anecdótica sugiere que los ciclos cortos de tratamiento con β-lactámicos a dosis moderadas pueden ser tolerados por casi todos los pacientes con estos antecedentes. Las pruebas cutáneas para penicilina son fundamentales para descartar una sensibilidad de tipo I concomitante, pero no predeciría reacciones de tipo II o tipo III. Si las pruebas cutáneas son negativas en estos pacientes y los antibióticos β-lactámicos están muy indicados, puede intentarse con prudencia una escala gradual de la dosis bajo una cuidadosa observación médica. Si se desarrolla una citopenia, una anemia hemolítica, una hematuria o una proteinuria, el tratamiento debería ser interrumpido de inmediato y habría que administrar una dosis elevada de glucocorticoides. Sin embargo, casi todas las personas pueden volver a ser tratadas sin recurrencias, sobre todo si los antecedentes son remotos.


Se han desarrollado inmunoanálisis de fase sólida, como la prueba de radioalergoabsorción (RAST), para detectar los anticuerpos IgE séricos dirigidos contra el determinante peniciloil. Hoy en día no existe RAST in vitro para los anticuerpos de los determinantes menores30. Como requiere más tiempo, es más cara y menos sensible que las pruebas cutáneas para la detección de los anticuerpos IgE del determinante principal y en la actualidad no se encuentra disponible para la detección de los anticuerpos de los determinantes menores, la prueba RAST y otros análogos in vitro tienen una utilidad clínica limitada.


Los estudios encargados de evaluar la fiabilidad de la RAST frente a peniciloil en comparación con las pruebas cutáneas con PPL (Pre-Pen) para determinar la alergia al determinante principal de la penicilina mostraron que el 45-97% de los pacientes con positividad en la prueba cutánea Pre-Pen también presentaban positividad en las pruebas RAST frente a peniciloil40-45. Los resultados combinados de estos estudios demostraron que la RAST frente a peniciloil detectaba sólo 142 (71% de 202) de los pacientes con prueba cutánea positiva a PPL.


Si no se dispone del reactivo para la prueba cutánea con PPL, la evaluación de la posibilidad de que el paciente pueda recibir penicilinas posteriormente y de modo seguro resulta más problemática. Un abordaje razonable, tras obtener una historia clínica detallada, sería realizar pruebas cutáneas con amoxicilina y una penicilina nativa y emplear la prueba RAST frente a peniciloil en lugar de las pruebas cutáneas con PPL. Como la prueba RAST frente a peniciloil no es claramente tan sensible como la prueba cutánea con PPL, muchos profesionales realizan pruebas orales graduales en los pacientes en los que las pruebas cutáneas y la prueba RAST frente a peniciloil fueron negativas y en los que la historia clínica no fuera indicativa de una reacción anafiláctica verdadera. Este estudio puede realizarse de modo ambulatorio durante un período de aproximadamente 2 horas y media. Inicialmente, se administra alrededor de 1/100 de la dosis normal; si pasados 30 minutos no se ha producido ninguna reacción, se procede a administrar alrededor de 1/10 de la dosis normal. A continuación, 30 minutos más tarde, si sigue sin producirse ninguna reacción, se administra la dosis completa, y se hace permanecer al paciente en la consulta durante aproximadamente 1 hora y media más.


En los pacientes en los que a partir de la historia clínica se deduzca un antecedente de reacciones anafilácticas y en los que la prueba cutánea o la prueba RAST frente a peniciloil sea positiva, se necesitan pruebas de desensibilización (v. más adelante) antes de poder administrar al paciente las penicilinas necesarias.
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Las penicilinas semisintéticas tienen la misma estructura nuclear que la bencilpenicilina, pero con diferentes cadenas laterales. Como se cree que las reacciones alérgicas están causadas por los neoantígenos formados por la interacción del núcleo β-lactámico con las proteínas nativas, en general se ha considerado innecesario realizar pruebas cutáneas con los derivados específicos de las penicilinas semisintéticas. La teoría de inhibición de los haptenos predice que los anticuerpos dirigidos frente a la cadena lateral no modificada no producirán reacciones alérgicas debido a la contundente inhibición del hapteno por parte del fármaco univalente conjugado46,47. Los estudios iniciales demostraron que no eran necesarias las pruebas cutáneas con los derivados de las penicilinas semisintéticas además de los derivados de la bencilpenicilina48. Blanca y cols.49,50, en España, cuestionaron este dogma y sugirieron que las pruebas cutáneas con los determinantes principal y menores de la bencilpenicilina pueden no identificar a todos los pacientes con alergia específica a la ampicilina o a la amoxicilina. Silviu-Dan y cols.51 comunicaron más tarde que las pruebas cutáneas con derivados de la ampicilina o la amoxicilina, utilizando una concentración de 20 mg/ml, detectaron a nueve pacientes que, por otra parte, tenían pruebas cutáneas negativas frente a los reactivos de la bencilpenicilina. Estos nueve representaban casi la mitad de todas las personas estudiadas con pruebas cutáneas positivas. Dicho estudio no proporcionó ninguna información sobre las personas con pruebas cutáneas negativas frente a la bencilpenicilina y positivas frente a la ampicilina o la amoxicilina a las que se administró un β-lactámico.


Macy y cols.52 estudiaron a 215 pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina pero con pruebas cutáneas negativas a los reactivos de la bencilpenicilina. A estas personas se les administró una dosis oral de prueba de 250 mg de amoxicilina una sola vez. El 5% tuvo una reacción leve y únicamente el 0,9% presentó posibles reacciones mediadas por IgE. Mendelson y cols. (comunicación personal) estudiaron a 443 pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina que presentaban pruebas cutáneas negativas frente a PPL y a MDM de la bencilpenicilina. Estos pacientes toleraron una pauta de penicilina de 10 días, pero, cuando se les administró amoxicilina durante 10 días, el 18,7% mostró reacciones cutáneas. Por tanto, la amoxicilina o la ampicilina parecen tener una mayor propensión que la bencilpenicilina a producir reacciones alérgicas cutáneas. Se ha postulado que la cadena lateral diamino acil de la ampicilina y la amoxicilina permiten la formación más rápida de polímeros lineales de diferentes longitudes, lo que puede explicar la mayor tasa de reacciones cutáneas encontradas con dichos fármacos53. Excepto en los informes aislados de España50,54, no existen registros de ningún paciente con pruebas cutáneas negativas frente a PPL y MDM de la bencilpenicilina que, tratado más tarde con amoxicilina o ampicilina, haya tenido más de una reacción cutánea.


Los estudios de la década de 1960 demostraron que los pacientes con exantemas maculopapulares tardíos por ampicilina o amoxicilina podrían ser tratados de nuevo con seguridad con estos antibióticos sin ningún aumento del riesgo de las reacciones alérgicas agudas. En estos pacientes, las pruebas cutáneas con PPL y MDM podrían resultar útiles para descartar la sensibilidad de tipo I concomitante mediada por IgE. Los estudios de Romano y cols.55 y de Terrados y cols.56 presentaron pruebas de que los exantemas maculopapulares encontrados en algunas reacciones a la amoxicilina podrían estar relacionados con una reacción de hipersensibilidad de tipo tardío en la que participan las células T. Hoy en día se están evaluando pruebas diagnósticas que comprenden pruebas cutáneas intradérmicas con amoxicilina nativa (en las que se mide la induración a las 48 horas) y posiblemente una prueba de parches que utilice una amoxicilina nativa.
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En general se dispone de antibióticos alternativos eficaces y que no tienen reacciones cruzadas para los pacientes con pruebas cutáneas positivas a la penicilina. Si los fármacos alternativos fracasan, inducen efectos secundarios inaceptables o son claramente menos eficaces, puede estar justificada la administración de un antibiótico β-lactámico mediante un protocolo de desensibilización. Las infecciones en las que esto podría considerarse son la endocarditis causada por enterococos, el absceso cerebral, la meningitis bacteriana, las infecciones graves causadas por Staphylococcus o Pseudomonas, las infecciones por Listeria, la neurosífilis o la sífilis durante el embarazo. El uso de un protocolo de desensibilización para los pacientes con pruebas cutáneas positivas frente a la penicilina reduce de forma considerable el riesgo de anafilaxia.


La desensibilización a los β-lactámicos de los pacientes con reacciones anafilácticas previas sólo debería realizarse en una unidad de cuidados intensivos. Tendrían que suspenderse todos los antagonistas β-adrenérgicos, incluidos los colirios oftalmológicos. Los pacientes asmáticos deberían estar óptimamente controlados. Debería establecerse una vía intravenosa y realizarse un electrocardiograma y una espirometría basales. Y debería instaurarse una monitorización electrocardiográfica continua.


Se han desarrollado protocolos para la desensibilización a los β-lactámicos tanto para la vía oral como para la parenteral (tablas 24-4 y 24-5)57. Si se dispone de una preparación oral y el paciente tiene una buena función del aparato digestivo, la vía oral puede ser la preferible para la desensibilización. Aproximadamente un tercio de los pacientes presenta una reacción alérgica transitoria durante la desensibilización oral y dos tercios tienen una reacción durante el tratamiento con penicilina tras la desensibilización. Estas reacciones suelen ser leves y de naturaleza autolimitada, pero también pueden ser graves24.




Tabla 24-4 Protocolo para la desensibilización oral de los pacientes con alergia a los antibióticos β-lactámicos
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Tabla 24-5 Protocolo para la desensibilización parenteral de los pacientes con alergia a los antibióticos β-lactámicos
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Durante la desensibilización, cualquier dosis que produzca una reacción sistémica leve (p. ej., prurito, urticaria fugaz, rinitis, sibilancias leves) debería repetirse hasta que el paciente tolere la dosis sin síntomas o signos sistémicos. Las reacciones más graves (p. ej., hipotensión, edema laríngeo, asma) requieren un tratamiento apropiado; si se continúa la desensibilización, la dosis debería reducirse al menos 10 veces y suspenderse hasta que el paciente se encuentre estable58.


Tras la desensibilización, el tratamiento del paciente con penicilina no debería demorarse, pues el riesgo de una reacción alérgica aumentará. Si el paciente requiere un antibiótico β-lactámico en el futuro y todavía persiste la positividad de la prueba cutánea a los reactivos de la penicilina, se requiere de nuevo una desensibilización. Se ha mantenido a pacientes con tratamientos de penicilina oral a largo plazo y a dosis bajas (por lo general dos o tres veces al día) para mantener un estado crónico de desensibilización59. Morales y cols. demostraron que la desensibilización mediada por IgE es dependiente de un transductor de señal y un activador del factor de transcripción 6 (STAT6), una proteína que es inducida por la interleucina 4. Los ratones, que presentan déficit de STAT6, no pueden ser desensibilizados60.
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Cefalosporinas


Al igual que las penicilinas, las cefalosporinas tienen un anillo β-lactámico, pero el anillo tiazolidínico de cinco elementos se sustituye por un anillo de dihidrotiazina de seis elementos (v. fig. 24-2). Poco después de que las cefalosporinas empezaran a utilizarse en la clínica, se documentaron reacciones alérgicas en los pacientes alérgicos a la penicilina, y surgió la duda sobre la reactividad cruzada entre las cefalosporinas y las penicilinas61. Hasta la fecha, el grado de reactividad cruzada entre las penicilinas y las cefalosporinas sigue siendo un aspecto de considerable incertidumbre. Para complicar las cosas, las cefalosporinas iniciales estaban contaminadas con cantidades mínimas de penicilina, lo que potencialmente produjo una sobreestimación del grado de reactividad cruzada. Sin embargo, los estudios en animales y en seres humanos revelan con claridad una reactividad cruzada entre las penicilinas y las cefalosporinas de primera generación cuando se utilizan inmunoanálisis y bioanálisis para evaluar los anticuerpos IgE, IgM e IgG62-64. En general, el grado de reactividad cruzada clínica es mucho menor que la reactividad cruzada in vitro entre las penicilinas y las cefalosporinas.


Un metaanálisis reciente65 que analizó a 2.387 pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina demostró un aumento del riesgo de sufrir una reacción alérgica a una cefalosporina de primera generación y al cefamandol, con un cociente de probabilidad (OR, odds ratio) de 4,79 (intervalo de confianza [IC] del 95%, 3,71 a 6,17). Las cefalosporinas de primera generación y el cefamandol comparten una cadena lateral similar a la de la penicilina o la amoxicilina. En los paciente alérgicos a la penicilina, el OR de sufrir una reacción alérgica a una cefalosporina de segunda generación fue de tan sólo un 1,13 (IC del 95%, 0,61 a 2,12) y el de sufrir una reacción alérgica a una cefalosporina de tercera generación de un 0,45 (IC del 95%, 0,18 a 1,13). Las cefalosporinas de segunda y tercera generación, por lo general poseen cadenas laterales diferentes a las de la penicilina y la amoxicilina65,66. La cadena lateral R1, más que la estructura β-lactámica, parece desempeñar un papel importante a la hora de determinar la especificidad de las reacciones alérgicas a las cefalosporinas de segunda y tercera generación.


Por tanto, los pacientes alérgicos a la penicilina no parecen tener un riesgo superior de sufrir una reacción si se tratan con una cefalosporina de segunda o tercera generación en comparación con los pacientes que no son alérgicos a la penicilina. Sin embargo, los pacientes alérgicos a la penicilina poseen un riesgo superior de reaccionar a otros fármacos, incluso a fármacos con estructuras químicas diferentes, lo que sugiere que el riesgo es, en parte, genético y está relacionado con el paciente.


Un número muy escaso de pacientes con pruebas cutáneas positivas para cefalosporinas ha sido tratado con cefalosporinas para permitir una estimación del valor predictivo de una prueba cutánea positiva. Los estudios han demostrado que las formulaciones intravenosas de cefalosporinas no fueron irritantes durante las pruebas cutáneas intradérmicas a diluciones 1/10 de la potencia total67. Como actualmente no se dispone de los análogos de los determinantes principales de las cefalosporinas para utilizarlos como reactivos en las pruebas cutáneas, la utilidad de dichas pruebas para la alergia a las cefalosporinas es limitada.


Las cefalosporinas se prescriben mucho para infecciones frecuentes y también se administran como profilaxis de primera línea para numerosos tipos de técnicas quirúrgicas. Cuando un paciente con antecedentes de alergia a la penicilina requiere una cefalosporina, existen tres opciones disponibles:



1. Utilizar un fármaco antimicrobiano no β-lactámico que no tenga reactividad cruzada con la penicilina. Muchos pacientes necesitan una cobertura antimicrobiana profiláctica en el preoperatorio, y el antibiótico de elección suele ser la cefazolina. La vancomicina se sustituye con frecuencia en el período preoperatorio en los pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina, aunque la resistencia a los antibióticos, y en especial a la vancomicina, supone un gran problema en todo el mundo. La aparición de microorganismos resistentes a los antimicrobianos requiere que la selección de antibióticos como la vancomicina se realice sólo después de una evaluación cuidadosa.



2. Utilizar una cefalosporina sin realizar pruebas cutáneas frente a la penicilina. En esta estrategia, el riesgo de anafilaxia debido a una reacción a la cefalosporina no se considera lo suficientemente elevado como para que merezca la pena seleccionar un antibiótico no β-lactámico o de una evaluación más detallada68. El interés de este abordaje es que las reacciones graves por cefalosporinas son infrecuentes. Este abordaje puede ser razonable cuando se utiliza una cefalosporina de segunda o tercera generación y la reacción original a la penicilina no fue de tipo anafiláctico.



3. Realizar pruebas cutáneas a la penicilina; en los pacientes con resultados negativos, administrar una cefalosporina, y en aquellos con resultados positivos, elegir un fármaco antimicrobiano no β-lactámico o desensibilizar a los antibióticos β-lactámicos si es necesario. Li y cols.69,70 demostraron que las pruebas cutáneas a la penicilina realizadas de modo preoperatorio en una unidad de traumatología en los pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina redujo la frecuencia de administración de vancomicina en el período preoperatorio del 30% al 3%. En otras palabras, cuando se realizaban las pruebas cutáneas antes de la cirugía, el 97% de los pacientes podía recibir cefazolina en el período preoperatorio, lo que disminuye el uso de vancomicina, sus costes sanitarios asociados y el riesgo de resistencia a los antibióticos.


Aunque la incidencia de reactividad cruzada clínicamente relevante entre las penicilinas y las cefalosporinas probablemente sea baja (como se ha mencionado antes), se han producido casos raros de reacciones anafilácticas mortales en potencia. El riesgo de administrar una cefalosporina de primera generación a un paciente con pruebas cutáneas positivas frente a la penicilina es menor que el de administrar una penicilina, pero no es despreciable.









Carbapenemes


Los carbapenemes son una tercera clase de antibióticos β-lactámicos, entre los cuales el imipenem es el prototipo (v. fig. 24-2). Aproximadamente, el 50% de los pacientes con pruebas cutáneas positivas frente a la penicilina tiene reacciones cutáneas positivas a los determinantes análogos del imipenem71, lo que sugiere una considerable reactividad cruzada e indica que estos antibióticos β-lactámicos están relativamente contraindicados en los pacientes con pruebas cutáneas positivas frente a la penicilina.









Monobactames


Los monobactames son una clase de antibióticos β-lactámicos que contienen una estructura anular monocíclica en lugar de la estructura bicíclica de las penicilinas, las cefalosporinas y los carbapenemes (v. fig. 24-2). El prototipo de monobactam autorizado en Estados Unidos es el aztreonam. En los estudios preclínicos, se encontró una mínima reactividad cruzada en conejos y en humanos entre el aztreonam y las penicilinas o las cefalosporinas72. Cuando a los sujetos con pruebas cutáneas positivas frente a la penicilina se les realizó una prueba cutánea con reactivos análogos del aztreonam, no se encontró reactividad cruzada apreciable73. En un ensayo posterior, 20 pacientes con pruebas cutáneas positivas frente a la penicilina fueron tratados con dosis terapéuticas de aztreonam, y ninguno presentó una reacción mediada por IgE74. Considerados de forma global, estos datos sugieren una débil reactividad cruzada entre el aztreonam y otros antibióticos β-lactámicos e indican que el aztreonam puede ser administrado con seguridad a prácticamente todas las personas alérgicas a la penicilina.


Un escaso número de pacientes ha presentado reacciones alérgicas al aztreonam. En estos casos, la respuesta de los anticuerpos se dirige contra la cadena lateral, y no contra el anillo β-lactámico. Como la cadena lateral del aztreonam es la misma que la de la ceftazidima, sería prudente no administrar ceftazidima a las personas con reacciones alérgicas al aztreonam, y viceversa75,76.
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Con respecto a la alergia a los β-lactámicos, siguen planteándose dudas clínicas que deben abordarse en investigaciones futuras. Algunas de ellas son las siguientes: 1) la aclaración de cuándo las alergias específicas frente a las cadenas laterales son la causa de las reacciones a los β-lactámicos; 2) la posible identificación de los factores genéticos que predisponen a la alergia a los β-lactámicos y a las reacciones alérgicas a fármacos en general; 3) la validación de las técnicas diagnósticas para evaluar la reactividad cruzada clínica entre las cefalosporinas y las penicilinas, y 4) la investigación de la potencial relación de la alergia a la penicilina y otras reacciones a fármacos que impliquen medicamentos no relacionados desde el punto de vista estructural.
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El ácido fusídico, miembro de la clase de los fusidanos, deriva del hongo Fusidium coccineum y está relacionado químicamente con los antibióticos ácido helvólico y la cefalosporina P11. A pesar de su estructura similar a los esteroides, el ácido fusídico no tiene actividad esteroidea. La sal sódica del ácido fusídico fue desarrollada por los laboratorios Leo en Dinamarca y se introdujo en la práctica clínica en 1962.









[image: image] Mecanismo de acción y resistencia


El ácido fusídico suele ser bacteriostático, pero a concentraciones altas puede ser bactericida. Ejerce su efecto antibacteriano mediante la inhibición de la síntesis de proteínas, fundamentalmente bloqueando la fase de elongación. Este proceso requiere guanosíntrifosfatasas (GTPasas) y factores de elongación Tu y G (EF-Tu y EF-G, respectivamente) que interaccionan de forma secuencial con el ribosoma.


La síntesis proteica bacteriana depende de la translocación del peptidil-ARN de transferencia desde el lugar ribosómico de recepción al punto peptidil. Esta translocación requiere la proteína EF-G y la hidrólisis de GTP. La acción del ácido fusídico refleja su capacidad para ligarse al EF-G en el ribosoma; esto evita la liberación del EF-G:GDP del ribosoma, con lo que se bloquea la elongación de la incipiente cadena polipeptídica2.


La resistencia al ácido fusídico puede producirse mediante varios mecanismos (v. cap. 19), y las cepas de Staphylococcus aureus pueden mostrar resistencia mediada por cromosomas o por plásmidos. La resistencia al ácido fusídico en S. aureus puede originarse como consecuencia de mutaciones puntuales en el gen fusA del cromosoma, que codifica el EF-G3 y causa una menor afinidad del fármaco por su diana. Las mutaciones cromosómicas se producen con una frecuencia de 1 de cada 10−6-10−7 y alteran la diana del fármaco (es decir, el EF-G)4,5. Sin embargo, en presencia de ácido fusídico y rifampicina, los casos en los que se ha producido mutación no pueden recuperarse6. La resistencia mediada por plásmidos puede ser la consecuencia de un determinante fusB de resistencia mediada por plásmidos cuyo mecanismo exacto de resistencia no ha sido aún aclarado. También se ha encontrado el gen fusB en un cromosoma de algunos aislamientos de S. aureus resistentes7. Se han encontrado aislamientos infrecuentes no epidémicos de S. aureus resistentes sin los genes fusA ni fusB, lo cual implica que existen otros mecanismos de resistencias, como la acetiltransferasa tipo 1 del cloranfenicol, la desacetilación y la bomba de expulsión8. Entre los aislados de S. aureus sensibles a meticilina (SAMS), las tasas de resistencia al ácido fusídico en Dinamarca, Reino Unido, Australia y Canadá son bajas y varían entre 0,6% y 3%; para las cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SAMR), las tasas son superiores: entre 2% y 12%9. Sin embargo, entre los aislados sanguíneos de SAMS en Reino Unido, las tasas de resistencia aumentaron del 2% al 6,4% entre 1990 y 200110. El incremento del uso del ácido fusídico tópico en Reino Unido tiene una relación temporal con los registros del aumento de la resistencia al ácido fusídico entre los aislados de S. aureus.
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El ácido fusídico tiene un espectro exclusivo de actividad antimicrobiana, y los microorganismos sensibles comprenden determinados aerobios y anaerobios. Aunque el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) no ha publicado recomendaciones oficiales para analizar la sensibilidad in vitro, un estudio ha fijado las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) y los diámetros de inhibición para el ácido fusídico empleando los métodos del NCCLS11. Los puntos de corte propuestos para el ácido fusídico frente a los estafilococos se enumeran en la tabla 25-1.


Tabla 25-1 Puntos de corte propuestos para el ácido fusídico frente a los estafilococos






	Categoría

	Concentración mínima inhibitoria (mg/l)

	Diámetro de inhibición (mm)






	Sensible

	≤0,25

	≥22






	Intermedio

	0,5-1

	>17-<22






	Resistente

	≥2

	≤17







El ácido fusídico tiene su mayor actividad frente a S. aureus y Staphylococcus epidermidis, incluidas las cepas resistentes a la meticilina. Estos microorganismos suelen ser sensibles al ácido fusídico, pues no existe resistencia cruzada entre este fármaco y los antimicrobianos β-lactámicos. Las CMI para SAMR son de 0,03-0,8 mg/l, pero en un estudio con aislados de bacteriemia, la CMI90 fue de 0,2 mg/l12. Se ha demostrado un efecto postantibiótico breve in vitro de sólo 1-2 horas. El ácido fusídico es mucho menos activo frente a las cepas de Staphy-lococcus saprophyticus y estreptococos. Las especies de Corynebacterium son en general sensibles, como Neisseria gonorrhoeae y las especies de Meningococcus. Los bacilos gramnegativos aerobios parecen resistentes4.


Con la excepción de Fusobacterium necrophorum, los microorganismos anaerobios son bastante sensibles al ácido fusídico. Los anaerobios grampositivos generalmente son muy sensibles, con valores de CMI90 de 0,25-1 mg/l5. Los valores de CMI90 para Clostridium difficile son mayores (2 mg/l). Los anaerobios gramnegativos son un poco más variables en su sensibilidad. De los Bacteroides, las especies distasonis, ovatus, thetaiotaomicron y fragilis muestran valores de CMI90 de 2-16 mg/l, mientras que para ureolyticus y vulgatus, los valores de CMI90 varían sólo entre 0,25 y 1 mg/l. Las CMI aumentan de forma considerable en presencia de plasma, y la actividad antimicrobiana se reduce en medios alcalinos.


Los estudios sobre los efectos de las combinaciones de antimicrobianos que contienen ácido fusídico han sido inconsistentes. Un estudio de combinaciones con ácido fusídico y vancomicina o rifampicina frente a aislados de estafilococos resistentes a meticilina coagulasa-positivos y coagulasa-negativos sugirió un efecto sinérgico13,14. Se demostró un antagonismo in vitro entre el ácido fusídico y las fluoroquinolonas (levofloxacino, ciprofloxacino, ofloxacino, moxifloxacino) mediante aislamientos aislados clínicos de S. aureus y estafilococos coagulasa-negativos15.


Algunos datos sugieren que el ácido fusídico puede ser activo in vitro frente a las micobacterias, incluida Mycobacterium leprae16,17. Se han comunicado valores de CMI90 de 16 mg/l y de 30 mg/l para Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis.
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El ácido fusídico puede utilizarse por vía parenteral como presentación intravenosa, así como por vía oral, y también aplicarse por vía tópica. Las distintas presentaciones, dosis y frecuencias de administración se enumeran en la tabla 25-2. La presentación de la sal sódica intravenosa puede administrarse cada 2-4 horas.




Tabla 25-2 Dosis y administración del ácido fusídico
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El fármaco se absorbe casi por completo tras la administración oral y alcanza niveles de 71 mg/l con la pauta repetida de tres veces al día. Con las continuas perfusiones intravenosas se han registrado picos plasmáticos de 123 mg/l. El fármaco presenta una elevada unión a proteínas (95-97%), muestra una cinética no lineal y tiene una semivida de aproximadamente 14 horas. Aunque la frecuencia estándar de administración ha sido de tres veces al día, se ha sugerido que la dosificación podría cambiarse a una pauta de dos veces al día debido a su larga vida media5,18. Ésta ha sido mi experiencia durante los últimos años, y parece que se reduce la intolerancia gastrointestinal sin alterar su eficacia.


El ácido fusídico se distribuye ampliamente por los tejidos como el líquido sinovial, el hueso, la grasa subcutánea, el riñón, las secreciones bronquiales, el tejido cardíaco y el humor acuoso19. Este fármaco también atraviesa la placenta.


El ácido fusídico se metaboliza en el hígado y se elimina sobre todo por excreción biliar de varios metabolitos por conjugación y por oxidación por el citocromo P-450 (CYP450). Aproximadamente el 2% del ácido fusídico puede ser recuperado sin cambios en las heces, pero se recupera muy poco en la orina. No se requiere modificar la dosis en los pacientes con insuficiencia renal o las personas sometidas a hemodiálisis. Se conoce poco sobre el uso del ácido fusídico en los pacientes con afectación hepática, y probablemente sea mejor evitar el uso de este fármaco en tales circunstancias.


El ácido fusídico tiene funciones inmunodepresoras in vitro e in vivo. Se ha observado que este fármaco tiene una actividad similar a la de la ciclosporina. En modelos animales y en ensayos preliminares en humanos, ha demostrado proteger frente al desarrollo de diabetes mellitus insulinodependiente o tener un efecto favorable sobre la enfermedad20-22.
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Las reacciones adversas dependen de la vía de administración del ácido fusídico. Con la presentación intravenosa se han producido tromboflebitis e ictericia reversible. La ictericia reversible también puede aparecer con la preparación oral, pero en un menor grado (6% frente a 17%)23.


Como el ácido fusídico se une ávidamente a la albúmina, compite con la bilirrubina por los lugares de unión. Debería utilizarse con precaución si se administra a recién nacidos, sobre todo si están ictéricos, acidóticos o son prematuros23. La vía oral en general se tolera bien, pero se ha asociado a molestias gastrointestinales leves. Las preparaciones oftalmológicas pueden causar a veces síntomas locales leves o moderados, como prurito o escozor. Se ha descrito una trombocitopenia reversible por mecanismo inmunitario inducido por el fármaco en el que los anticuerpos antiplaquetas dependientes de ácido fusídico se unen a las plaquetas, pero sólo en presencia del fármaco24.
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Las interacciones farmacológicas pueden existir por distintos mecanismos y producir problemas significativos para los pacientes. Los efectos sobre el sistema enzimático hepático CYP450 tienen implicaciones sobre los múltiples fármacos que interactúan en ese nivel. El ácido fusídico demostró tener un efecto activador dependiente del tiempo sobre este sistema cuando se utiliza durante 28 días, pero no cuando se emplea durante 14 días25. El significado clínico de este hallazgo sigue aún sin estar determinado.


Los inhibidores de la proteasa suelen tener efectos inhibitorios conocidos sobre el sistema CYP450. En un paciente de 32 años de edad con síndrome de inmunodeficiencia adquirida se encontraron niveles elevados de ritonavir, saquinavir y ácido fusídico, posiblemente como consecuencia de la inhibición mutua del metabolismo26. Se han registrado rabdomiólisis en pacientes en tratamiento con atorvastatina o simvastatina y ácido fusídico27,28.
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El ácido fusídico se ha utilizado en presentaciones sistémicas (intravenosa, oral) y tópicas (oftalmológica, cutánea), sobre todo para el tratamiento de las infecciones estafilocócicas. No está disponible en Estados Unidos, aunque puede obtenerse mediante medicación de uso compasivo. Los focos de infección, con y sin bacteriemia asociada, comprenden osteomielitis aguda y crónica, artritis séptica, endocarditis e infecciones de tejidos blandos, como quemaduras e infecciones respiratorias de vías bajas en pacientes con fibrosis quística29-32.


La endocarditis se ha tratado con cierto éxito utilizando ácido fusídico en combinación con un segundo fármaco. El ácido fusídico se ha administrado con una penicilina semisintética resistente a la penicilinasa, como la flucloxacilina, para las endocarditis estafilocócicas, y con eritromicina para las endocarditis causadas por especies de Corynebacterium33,34.


Se sabe que el ácido fusídico tiene actividad frente a C. difficile in vitro. Un ensayo controlado y aleatorizado doble ciego lo comparó con metronidazol en el tratamiento de los episodios iniciales de diarrea causada por C. difficile. Los dos fármacos resultaron ser igualmente eficaces35.


La aplicación de una crema de ácido fusídico en las fosas nasales de los pacientes con lepra lepromatosa redujo el índice morfológico de la nariz deformada. Nueve pacientes con lepra lepromatosa mostraron mejoría clínica cuando se trataron con ácido fusídico durante 12 semanas36,37.


Dada la creciente incidencia de las infecciones por S. aureus resistente a la meticilina y por S. epidermidis, el ácido fusídico puede ofrecer ventajas sobre los fármacos disponibles en la actualidad. El uso tópico se ha limitado a las infecciones de la parte externa del ojo y a las infecciones superficiales de la piel, incluido el eritrasma producido por Corynebacterium minutissimum.


Las preocupaciones iniciales sobre la aparición de cepas resistentes durante el tratamiento provocaron el uso de la combinación de ácido fusídico y un segundo fármaco. Es más probable la aparición de resistencias en el contexto de las infecciones crónicas si el fármaco se emplea de forma aislada4,38. El tratamiento combinado se ha utilizado en las infecciones estafilocócicas graves, incluidas la osteomielitis y la bacteriemia, con tasas de resistencia registradas de hasta el 0,8%. Los fármacos que se han añadido al ácido fusídico han sido la rifampicina, la eritromicina, el cloranfenicol, la lincomicina, la penicilina, la cloxacilina y la meticilina8. Los datos disponibles sugieren que el tratamiento combinado reduce la tasa de aparición de resistencias comparado con la monoterapia.


Debido a que el ácido fusídico no está aprobado para su uso en Estados Unidos, el médico solicitante debe proporcionar una información al fabricante (Cempra Pharmaceuticals, Chapel Hill, NC) para explicar por qué cree que puede ser útil; si la empresa estima que este uso urgente es adecuado y que se han intentado sin éxito todos los demás tratamientos disponibles, la compañía generalmente contactará con la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU. para analizar el caso; si existe un acuerdo general con la FDA en que el uso es adecuado, el médico puede después contactar con la FDA para obtener un número IND urgente, lo cual permitirá a la empresa enviar el fármaco al médico.
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26 Aminoglucósidos




David N. Gilbert, James E. Leggett





Los antibióticos aminoglucósidos han sido una parte esencial del arsenal de fármacos antibacterianos desde la década de 1940. Presentan actividad bactericida dependiente de la concentración frente a los microorganismos sensibles. Varios miembros de la familia de los aminoglucósidos tienen una actividad predecible in vitro frente a Pseudomonas aeruginosa y la mayoría de los restantes bacilos aerobios gramnegativos. Algunos aminoglucósidos son activos frente a micobacterias; uno (paromomicina) se ha utilizado para tratar determinados protozoos patógenos del colon, y un antibiótico relacionado (espectinomicina) se ha usado para tratar infecciones por Neisseria gonorrhoeae. La actividad antimicrobiana de los aminoglucósidos puede ser aditiva o sinérgica con la de las penicilinas o las cefalosporinas frente a las infecciones por bacilos aerobios gramnegativos o cocos aerobios gramnegativos. La prevalencia de la resistencia a los aminoglucósidos se ha mantenido baja, y la aparición de resistencia bacteriana durante el tratamiento ha sido infrecuente.


Los miembros de la familia de los aminoglucósidos comparten el potencial de nefrotoxicidad, ototoxicidad y, raramente, bloqueo neuromuscular. El riesgo de toxicidad puede disminuir gracias a la comprensión de los mecanismos, la introducción de nuevas estrategias de dosificación, la evitación de factores de riesgo concomitantes y el uso de ciclos más cortos de tratamiento. Las reacciones alérgicas son raras. Debido a la caducidad de las patentes, el coste de muchos aminoglucósidos es bajo. Aunque los nuevos β-lactámicos y las fluoroquinolonas comparten el mismo espectro antibacteriano, la eficacia de los aminoglucósidos y los problemas de resistencia con los nuevos fármacos presagian una necesidad continua de los mismos.






[image: image] Nombres y origen


En la década de 1940, los actinomicetos (bacterias) del suelo fueron investigados de forma sistemática para elaborar sustancias antimicrobianas. La estreptomicina, producida por una especie de Streptomyces, fue el primer animoglucósido (tabla 26-1)1. Todos los fármacos de esta familia procedían a continuación, de forma directa o indirecta, de especies de Streptomyces o de especies de Micromonospora.




Tabla 26-1 Familia de los aminoglucósidos utilizados en la clínica*
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La neomicina, la kanamicina y la gentamicina son productos de fermentación con dos o tres elementos químicos. La amikacina, la netilmicina, la dibekacina y la isepamicina son derivados semisintéticos del producto natural.
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Todos los aminoglucósidos tienen un anillo esencial de seis elementos con radicales del grupo amino, de ahí la denominación aminociclitol1. El término descriptivo aminoglucósido es consecuencia de los enlaces glucosídicos entre el aminociclitol y dos o más glúcidos con o sin grupo amino. La espectinomicina se diferencia en que tiene un anillo aminociclitol, pero no tiene glúcidos aminados ni enlaces glucosídicos.


El aminociclitol central de la estreptomicina es la estreptidina, mientras que para todos los demás aminoglucósidos es la 2-desoxiestreptamina. La numeración estándar se ilustra en la figura 26-1. El anillo aminociclitol se numera en sentido contrario a las agujas del reloJ y las moléculas ligadas de glúcidos se numeran en sentido de las agujas del reloj. La figura 26-1 también ilustra la base estructural de los subgrupos de aminoglucósidos. La neomicina y la paromomicina proceden de las especies de Streptomyces y tienen los glúcidos cíclicos ligados en las posiciones 4 y 5 de la 2-desoxiestreptamina. Ambos fármacos contiene una unión de una pentosa característica junto con dos hexosas. De los aminoglucósidos más utilizados, la neomicina contiene el mayor número de grupos amino libres (seis).
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Figura 26-1 Estructura química de los aminoglucósidos y la espectinomicina.


La neomicina contiene cantidades aproximadamente equivalentes de neomicina B (R1 = H; R2 = CH2NH2) y de neomicina C (R1 = CH2NH2; R2 = H). La kanamicina es sobre todo kanamicina A, como se muestra. La gentamicina es un complejo de gentamicina C con cantidades aproximadamente equivalentes de C1 (R1 = R2 = CH3), C1a (R1 = R2 = H) y C2 (R1 = CH3; R2 = H). Se indican los puntos de acción de cuatro enzimas inactivadoras: tres acetiltransferasas —AAC (3), AAC (2′) y AAC (6′)— y una adeniltransferasa, ANT (2″).




La kanamicina, la tobramicina, la amikacina, la arbekacina y la dibekacina constituyen la familia de las kanamicinas (tabla 26-2). Todas proceden de las especies de Streptomyces y se unen a los glúcidos en las posiciones 4 y 6 de la 2-desoxiestreptamina. La tobramicina es la 3′-desoxikanamicina B. La amikacina es kanamicina A con la adición sintética del ácido 2-hidroxi-4-aminobutírico al grupo amino en la posición 1 del aminociclitol. La arbekacina y la dibekacina están comercializadas para su uso clínico fuera de Estados Unidos.




Tabla 26-2 Familias químicas, nombres y disponibilidad mundial
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La gentamicina es una mezcla de C1, C1a y los enantiómeros C2 y C2a elaborados por las especies de Micromonospora con enlaces glucosídicos en las posiciones 4 y 6. La sisomicina es el análogo dihidro de la gentamicina C1a y la netilmicina es un derivado de la sisomicina con la adición de un grupo etil al grupo amino en la posición 1 del aminociclitol. El uso de la isepamicina no está aprobado en Estados Unidos.


La familia de las neomicinas está formada por la framicetina, la neomicina y la paromomicina. Todas son demasiado tóxicas para ser utilizadas por vía parenteral. La framicetina está disponible fuera de Estados Unidos.






Estructura y actividad antimicrobiana


Los antibióticos aminoglucósidos se unen con gran afinidad a una región altamente conservada de nucleótidos en la región descodificadora del ARN mensajero (ARNm) de la subunidad 30S de los ribosomas procariotas. En el punto A (de aceptación) se produce la traducción esencial del codón de ARNm y el anticodón de la ARN aminoaciltransferasa2-4. El punto A se encuentra en la porción 16S del ARN de transferencia inverso de la subunidad 30S del ribosoma.


Los estudios de espectroscopia con resonancia magnética nuclear (RM) demuestran cambios compatibles con la unión de los aminoglucósidos a un lazo de intervalo asimétrico (U1406-A1408, A1492-U1495) en el punto A (fig. 26-2)5. La unión induce un cambio de conformación en dos residuos de adenina (A1492 y A1493) que produce la interferencia con la traducción y la translocación del ARNm.
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Figura 26-2 Estructuras tridimensionales de los antibióticos aminoglucósidos paromomicina (amarillo) y gentamicina C1a(rojo) ligados a las diferentes secciones del ARN ribosomal 16S de Escherichia coli (indicadas en dorado claro y oscuro, respectivamente).


Los anillos I y II de los dos fármacos, que se requieren para la actividad antibiótica, se unen de la misma manera en ambos complejos; los anillos adicionales (III y IV en paromomicina y III en gentamicina C1a), que son menos relevantes para la actividad del fármaco, realizan contactos distintos con el ARN.


(Por cortesía de Joseph D. Puglisi, Director, Stanford Magnetic Resonance Laboratory, Stanford University School of Medicine.)





Los antibióticos aminoglucósidos se unen de manera preferente a los ribosomas de los procariotas5. En los procariotas, la posición 1408 es una adenosina. En los ribosomas del citosol eucariota, esta adenosina es sustituida por una guanosina, lo que reduce la unión de los aminoglucósidos. Una mutación en A1408G en Escherichia coli tiene como consecuencia un nivel elevado de resistencia a determinados aminoglucósidos. Las enzimas metiladoras que modifican el ARNr 16S inducen un elevado nivel de resistencias. Se especula que la diferencia en la unión se debe al acceso a la diana. La doble adenosina en los ribosomas procariotas crea un abombamiento interno y una cavidad más grande que permite el acceso al punto de unión al ribosoma6. La interacción de los aminoglucósidos con los ribosomas eucariotas puede demostrarse útil en el tratamiento de determinadas enfermedades genéticas (v. texto más adelante).


La avidez de la unión varía con el aminoglucósido. Una variable es el número de grupos amino y su estado de protonación7.












[image: image] Otras actividades biológicas de los aminoglucósidos


Los aminoglucósidos tienen otras actividades biológicas que son objeto de estudio hoy en día. Algunas enfermedades genéticas surgen, en cierta medida, a partir de mutaciones puntuales que generan codones de terminación prematura en importantes secuencias de codificación. Algunos ejemplos son la proteína transmembrana reguladora de la conductancia de la fibrosis quística (FQ), la distrofia muscular de Duchenne, el síndrome de Hurler y la diabetes insípida nefrogénica. Los estudios in vitro e in vivo, e incluso un ensayo clínico preliminar en FQ, han indicado que los aminoglucósidos pueden suprimir los codones de terminación prematura y restaurar las cantidades activas fisiológicas de la proteína funcional8-15 (v. Fibrosis quística). Se está estudiando el mecanismo de supresión de los codones de terminación.


Los aminoglucósidos se unen y modulan la función de una amplia variedad de otras moléculas de ARN o relacionadas con el ARN. Los ejemplos comprenden la ribozima en horquilla, la ribozima «cabeza de martillo», la ribonucleoproteína ribonucleasa P, el punto de inicio de la dimerización del ARN y la región activadora de la transcripción del elemento de respuesta Rev del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que contiene el punto de unión para la proteína Rev16-19. Los últimos estudios utilizan los aminoglucósidos como sondas para permitir una mejor comprensión de la fisiología. El conocimiento nuevo de las relaciones estructura-actividad mejorará la comprensión del potencial antibacteriano y tóxico de los aminoglucósidos.









[image: image] Características químicas


Los aminoglucósidos son muy solubles en agua e insolubles en disolventes orgánicos20. La última propiedad se correlaciona con la capacidad limitada de estos fármacos para atravesar membranas celulares que contengan lípidos.


Los aminoglucósidos tienen un tamaño molecular de 445-600 daltons20. La estructura molecular no cambia por congelación, calentamiento hasta 100 °C durante hasta 4 horas o variaciones en el pH de la disolución en 3,0-12 durante varias horas21-23. Los valores de pKa de los grupos amino individuales pueden determinarse mediante la espectroscopia con RM7. El pKa global de la gentamicina está aproximadamente en el pH 8,420. Por tanto, con pH 7,4, los aminoglucósidos tienen una carga positiva muy alta y son catiónicos.


La carga positiva global contribuye tanto a la actividad antimicrobiana como a la toxicidad. La actividad antibacteriana está potenciada en los medios con pH alcalino y reducida en los medios con un pH ácido23. Los aminoglucósidos cargados positivamente se unen al eje central del ARN, a los lipopolisacáridos (LPS) de la pared celular, a los fosfolípidos de la membrana plasmática y a otras moléculas aniónicas24.


Los aminoglucósidos catiónicos interactúan químicamente con los antibióticos β-lactámicos25-27. La reacción produce una apertura nucleofílica del anillo β-lactámico con acilación de un grupo amino del aminoglucósido y una pérdida mutua de la actividad antibacteriana. In vitro, la gentamicina y la tobramicina son inactivadas con mayor facilidad que la netilmicina, la amikacina o la isepamicina. Quizá debido a que su dosificación se realiza en gramos en lugar de miligramos, las penicilinas antipseudomonas (carbenicilina, ticarcilina, piperacilina, mezlocilina y azlocilina) son los β-lactámicos más sensibles a la reacción. La reacción requiere varias horas in vivo, por lo que la importancia clínica es limitada. En general, las penicilinas y los aminoglucósidos no deberían mezclarse en la misma solución antes de su perfusión, aunque una reformulación reciente del producto sí permite la coadministración de piperacilina/tazobactam con gentamicina a dosis determinadas28. Las muestras plasmáticas de los pacientes que reciben ambos fármacos deberían ser analizadas de inmediato o tras congelación. Si se administran de forma concomitante un aminoglucósido y una penicilina antipseudomona a un paciente con insuficiencia renal, existe una reducción del 10-20% en la concentración plasmática de aminoglucósido comparado con los niveles observados cuando cada fármaco se administra por separado29. La interacción es molécula a molécula y, dada la diferencia de 40 veces en la dosis, no existe un descenso discernible en la concentración plasmática de la penicilina.









[image: image] Inactivación enzimática


Los aminoglucósidos están sujetos a modificación y pérdida de la actividad antimicrobiana debido a la acción de enzimas procedentes de bacterias grampositivas y gramnegativas1. Las tres clases conocidas de efectos enzimáticos son: 1) fosforilación dependiente de adenosintrifosfato (ATP) de un grupo hidroxilo por una fosfotransferasa, 2) adenilación dependiente de ATP de un grupo hidroxilo por una nucleotidiltransferasa y 3) acetilación dependiente de acetil coenzima A de un grupo amino por una acetiltransferasa. En la figura 26-1 se muestran ejemplos de puntos de actividad enzimática. La modificación enzimática produce la pérdida de actividad antibacteriana.









[image: image] Mecanismos de la actividad antimicrobiana


La unión de los aminoglucósidos a los ribosomas procariotas es un prerrequisito para la actividad antimicrobiana del fármaco. Sin embargo, los mecanismos exactos de la actividad bactericida siguen siendo desconocidos1. La unión a los ribosomas es reversible, lo que en general produce un efecto bacteriostático más que bactericida1. La unión al ribosoma provoca una disminución medible de la síntesis de proteínas como consecuencia de la alteración en la lectura del ARNm. El cloramfenicol y otros fármacos que inhiben la síntesis de proteínas son bacteriostáticos y no bactericidas, lo que sugiere la existencia de mecanismos adicionales no identificados de actividad bactericida. Un estudio reciente sugiere que sólo los fármacos bactericidas estimulan la formación de radicales hidroxilo en las bacterias como resultado de la depleción del dinucleótido adenina nicotinamida reducida debido a su metabolismo, la desestabilización de los grupos hierro-azufre y la estimulación de la reacción de Fenton30.






Unión inicial


Existe una unión electrostática inicial de los aminoglucósidos a la superficie celular seguida de dos fases de captación dependientes de energía y de la unión a los ribosomas31-33. La unión inicial es rápida y no depende de energía34,35. En las bacterias gramnegativas, los aminoglucósidos catiónicos se unen a los residuos cargados negativamente de los LPS, las cabezas polares de los fosfolípidos y las proteínas aniónicas de la parte externa de la membrana32,36. Los aminoglucósidos desplazan de forma competitiva los puentes de Mg2+ y Ca2+ que normalmente unen moléculas adyacentes de LPS37,38. El resultado es una reorganización de los LPS con la consiguiente perforación de la membrana externa, la formación de orificios transitorios en la pared celular y la alteración de la función normal de permeabilidad de la pared celular39.









Fases dependientes de energía


Tras la unión inicial, los aminoglucósidos son transportados a través de la membrana plasmática de la bacteria mediante un mecanismo dependiente de energía que se divide en fases: una fase dependiente de energía (FDE-I) inicial lenta y una fase dependiente de energía posterior rápida (FDE-II)31-33,40-42. La FDE-I transporta el fármaco al citosol. La FDE-I es inhibida por cationes divalentes, una osmolaridad elevada, un pH bajo y las condiciones anaerobias. La FDE-II es rápida y representa la unión a los ribosomas.


El origen de la energía es un gradiente electroquímico de protones generados por la extrusión protónica durante la respiración o mediante la hidrólisis del ATP31. El gradiente electroquímico se calcula a partir de los efectos aditivos de la diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana más la concentración de protones a través de aquélla.


El inicio de la destrucción de las bacterias coincide con la transición de FDE-I a FDE-II32,33. La mayoría de las células bacterianas manifiestan lesiones letales tras sólo el 25% de la captación máxima de la FDE-II41. Cuanto más elevada sea la concentración externa del aminoglucósido, más rápido alcanzará la concentración intracelular del fármaco el nivel necesario para desencadenar la captación de la FDE-II, lo que a su vez induce la muerte del microorganismo43.


Los mecanismos de acumulación intracelular de las concentraciones elevadas del fármaco y de la muerte celular no están claros. Se sugiere que las concentraciones elevadas intracelulares son la consecuencia del cierre de canales de voltaje por parte de los aminoglucósidos, con el consiguiente atrapamiento del fármaco44. Existen numerosas consecuencias de la acumulación de concentraciones elevadas de aminoglucósidos en el interior de las bacterias, como la unión a los ribosomas con alteración de la traducción del ARNm y, por tanto, producción de proteínas anómalas, la pérdida de integridad de la membrana celular con salida de los iones intracelulares y la inhibición de la replicación del ADN. Una teoría sugiere que las proteínas mal plegadas no funcionantes alteran el funcionamiento normal de la membrana celular1.


En resumen, los aminoglucósidos requieren energía aerobia para entrar en la célula y unirse a los ribosomas. La consiguiente muerte celular puede ser la consecuencia de una combinación del atrapamiento de concentraciones elevadas del fármaco, alteración en la traducción del ARN con producción aberrante de proteínas y disfunción de la membrana celular.
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Resistencia intrínseca


Como con otros antimicrobianos, la resistencia a los aminoglucósidos puede ser intrínseca o adquirida1.


La resistencia intrínseca puede ser enzimática o no. Para que los aminoglucósidos entren en una bacteria, debe existir una cadena de transporte activo de electrones suficiente para generar una diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana. Por tanto, las bacterias anaerobias tienen una resistencia intrínseca a los aminoglucósidos.


Las mutaciones en el ARN ribosómico (ARNr) 16S pueden producir resistencia. El mejor ejemplo conocido es la resistencia de Mycobacterium tuberculosis a la estreptomicina, como consecuencia de las mutaciones puntuales en la proteína ribosómica S12 y en el ARNr 16S. La resistencia de Mycobacterium abscessus y Mycobacterium chelonae a la amikacina se debe a una mutación puntual en el ARNr 16S.


Un ejemplo de la resistencia intrínseca enzimática son las enzimas metiladoras que modifican el ARNr 16S. Estas enzimas se han descrito en un número creciente de aislados clínicos resistentes a los aminoglucósidos en todo el mundo45-48.









Resistencia adquirida






Disminución de entrada y/o salida


La resistencia adquirida a los aminoglucósidos es la consecuencia de la combinación de una menor captación del fármaco, la actividad de la bomba de expulsión y la modificación enzimática del fármaco49-55. Los aminoglucósidos también inducen la formación de una biopelícula bacteriana con capacidad añadida de adhesión a la superficie de la pared celular bacteriana. La formación de esta biopelícula es un motivo de preocupación en el tratamiento de las infecciones crónicas, especialmente en aquéllas con cuerpos extraños56. Además, estudios sobre el genoma de P. aeruginosa han sugerido otros novedosos mecanismos de resistencia57.


La baja resistencia a los aminoglucósidos atribuida a la alteración de la permeabilidad de la pared celular puede ser la consecuencia de los mecanismos de expulsión del fármaco. Varios grupos han identificado bombas de expulsión de múltiples fármacos (incluidos los aminoglucósidos) en P. aeruginosa. Las bombas se denominan MexXY o AmrAB49. La bomba MexXY es necesaria para el efecto inhibitorio de los cationes divalentes sobre la actividad antibacteriana de los aminoglucósidos frente a P. aeruginosa50.


La activación de la bomba de expulsión MexXY también parece explicar la resistencia adaptativa. La resistencia adaptativa se define como una resistencia transitoria a los aminoglucósidos, que sigue a la destrucción rápida y precoz dependiente de concentración de las bacterias sensibles35,51. El estado refractario dura más allá del período postantibiótico eficaz hasta el tiempo de recrecimiento. Este fenómeno se denomina resistencia adaptativa, mejor que «aparición de mutantes inestables». La resistencia adaptativa se ha demostrado in vitro en modelos animales y en pacientes con FQ52,58. El efecto dura sólo unas pocas horas. Las implicaciones para el tratamiento se analizan más adelante (v. Tratamiento con una dosis única diaria).


La exposición de las bacterias sensibles a los aminoglucósidos puede seleccionar dos tipos de subpoblaciones resistentes al fármaco. Una subpoblación es la consecuencia de la activación de la bomba de expulsión MexXY y del fenómeno de la resistencia adaptativa. La segunda subpoblación procede de pequeñas variantes de colonia con captación de aminoglucósidos dependiente de energía deficiente y puede causar un fracaso clínico del tratamiento59-61.









Modificación enzimática


Se reconocen tres modificaciones covalentes de los aminoglucósidos1,62. Los grupos amino pueden ser modificados por las N-acetiltransferasas (AAC), que utilizan como donante al acetil coenzima A. Los grupos hidroxilo pueden ser modificados por las O-nucleotidiltransferasas (ANT) o por las O-fosfotransferasas (APH). Estas últimas utilizan el ATP como donante. Los fármacos con modificación enzimática se unen escasamente a los ribosomas, y como consecuencia tienen niveles elevados de resistencia. Además, los aminoglucósidos pueden unirse de forma directa a una enzima modificadora en lugar del objetivo ribosómico63.


Las enzimas específicas se clasifican mediante una nomenclatura publicada en 19931,64. Cada enzima se describe por su clase (AAC, ANT o APH), un número entre paréntesis que describe la localización de la modificación del fármaco y un número romano que significa un perfil exclusivo de resistencia a los aminoglucósidos. Los distintos genes que producen una resistencia idéntica se indican mediante una letra minúscula tras el número romano. Por ejemplo, la Aac(6′)-Ia describe una enzima acetiladora que modifica los aminoglucósidos en la posición 6′ (v. fig. 26-1); el perfil de resistencia es el mismo que el de la Aac(6′)-Ib, pero la proteína enzimática es exclusiva. En otro lugar se dispone de un resumen de las enzimas modificadoras y su perfil, origen y fenotipo1.


Los genes de las enzimas modificadoras se diseminan mediante plásmidos o transposones, o por ambos. Algunas son cromosómicas. Los genes de plásmidos-transposones pueden producir una rápida diseminación de fenotipos resistentes a los fármacos dentro de la misma especie de bacterias y de unas especies a otras. Los genes de resistencia en los patógenos gramnegativos son diversos. En los patógenos grampositivos, la resistencia se limita a Aph(3′)-IIIa, Ant(6) y una enzima única bifuncional conocida como Aac(6′)-Aph(2″). En los microorganismos gramnegativos se observa un patrón complejo de genes aac(6′)-I combinados con aac(3) y ant(2″) y otros.












Resistencia de los enterococos a los aminoglucósidos


Todos los enterococos tienen resistencia intrínseca a los aminoglucósidos con concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de 4-256 μg/ml65. La resistencia se atribuye al metabolismo anaerobio facultativo de los enterococos, que reduce el potencial transmembrana y por tanto limita la captación del fármaco. La exposición concomitante de los enterococos a un fármaco activo a nivel de la pared celular como la ampicilina o la vancomicina facilita el acceso de los aminoglucósidos a su diana ribosómica y su actividad sinérgica clásica.


La adquisición de genes que codifican enzimas modificadoras de aminoglucósidos induce un nivel alto de resistencia a los aminoglucósidos y pérdida de actividad sinérgica con las penicilinas o la vancomicina66. Se han descrito al menos nueve genes que median la resistencia al sinergismo de los aminoglucósidos en los enterococos66. El principal es el gen bifuncional aac(6′)-Ie-aph(2″)-Ia, que codifica la enzima bifuncional Aac(6′)-Ie-Aph(2″)-Ia. La presencia de la enzima genera un nivel elevado de resistencia de los cocos grampositivos a todos los aminoglucósidos, excepto la estreptomicina. Se ha descrito un gen similar en las bacterias gramnegativas resistentes a la amikacina procedentes de aislados clínicos en Europa67.


La resistencia a la estreptomicina puede ser el resultado de la adquisición de uno o dos genes de nucleotidiltransferasa, ant(3″)-Ia o ant(6′)-Ia o debida a la mutación en un solo paso de la diana ribosómica. Es frecuente que los aislados clínicos enterocócicos tengan tres o más genes de resistencia. Una combinación de genes de resistencia puede conllevar un fracaso en la sinergia con todos los aminoglucósidos disponibles en Estados Unidos. La arbekacina, un derivado de la dibekacina disponible sólo en Japón, ha mostrado resultados algo prometedores en presencia de varias enzimas modificadoras66.


El umbral actual para la detección de la resistencia in vitro de alto nivel a la gentamicina es una CMI de 500 μg/ml o más, y para la estreptomicina una CMI de 2.000 μg/ml o más. Estos niveles de resistencia son indicadores secundarios para predecir el sinergismo en función de la presencia o ausencia del gen bifuncional aac(6′)-Ie-aph(2″)-Ia.


Existen diferencias en la susceptibilidad a los aminoglucósidos en función de la especie. La CMI de la tobramicina frente a Enterococcus faecium varía entre 62 y 1.000 μg/ml; no existe sinergia con fármacos activos a nivel de la pared celular. La diferencia se debe a una enzima que modifica tobramicina pero no gentamicina68.









Epidemiología clínica de la resistencia a aminoglucósidos


La resistencia in vitro de los aislados clínicos de bacilos aerobios gramnegativos a los aminoglucósidos varía con el fármaco concreto, el microorganismo implicado, la naturaleza de la población de pacientes y sus enfermedades subyacentes y los patrones locales o regionales del uso de los aminoglucósidos por parte de los médicos. La vigilancia de la susceptibilidad in vitro de Enterobacteriaceae y bacilos gramnegativos no fermentadores verifica una resistencia creciente a los aminoglucósidos, así como a otras clases de fármacos antibacterianos. Los aislados de E. coli y Klebsiella pneumoniae que producen β-lactamasas de espectro extendido son con frecuencia también resistentes tanto a fluoroquinolonas como a aminoglucósidos. Los aislados de P. aeruginosa resistentes a ciprofloxacino son con frecuencia resistentes a aminoglucósidos. Los aislamientos de Acinetobacter baumannii resistentes a los aminoglucósidos con frecuencia son también resistentes a todas las demás clases de fármacos antibacterianos excepto las polimixinas. Existe documentación sobre aislados de Klebsiella oxytoca productores de carbapenemasa que son resistentes a todos los β-lactámicos, las fluoroquinolonas, la tigeciclina, las polimixinas y los aminoglucósidos.


Debido a que los elementos genéticos de resistencia multiclase se encuentran en unidades móviles como transposones o plásmidos, se prevé su diseminación progresiva. En los bacilos gramnegativos resistentes a múltiples fármacos se describen uno o más mecanismos de resistencia a aminoglucósidos (p. ej., enzimático, metilación de la diana, bombas de expulsión). Como consecuencia del carácter rápidamente cambiante de los patrones de resistencia, sólo es posible realizar afirmaciones generales sobre el espectro previsible de actividad bacteriana in vitro e in vivo de los aminoglucósidos69-75.
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Microbiología clínica


Debido a las importantes diferencias regionales y de cada hospital en los patrones de sensibilidad in vitro, sólo es posible exponer ideas generales. En Estados Unidos se estudia la actividad in vitro de la amikacina, la gentamicina y la tobramicina frente a bacilos gramnegativos aerobios y facultativos, incluidas Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y especies de Acinetobacter. A pesar de las tendencias y puntos aislados de resistencia, en la mayoría de los hospitales casi todos los aislados siguen siendo sensibles.


La actividad de los aminoglucósidos frente a otros bacilos gramnegativos aerobios es notable. La estreptomicina inhibe a Yersinia pestis, y tanto la estreptomicina como la gentamicina inhiben a Francisella tularensis. Los aminoglucósidos no muestran actividad inhibidora frente a Stenotrophomonas maltophilia o Burkholderia (Pseudomonas) cepacia.


Entre las bacterias grampositivas aerobias, Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM) es sensible y los aislados de S. aureus resistente a meticilina (SARM) son resistentes. Todos los estreptococos, incluido Streptococcus pneumoniae, son resistentes. Debido a que los aminoglucósidos requieren un metabolismo aerobio para ejercer un efecto antibacteriano, no es sorprendente que todas las bacterias anaerobias sean resistentes a los aminoglucósidos.


La sensibilidad de las micobacterias varía en función de la especie. La estreptomicina es el aminoglucósido más potente in vitro frente a M. tuberculosis, mientras que la amikacina es la más activa frente a Mycobacterium avium-intracellulare.


La definición de sensible in vitro indica que la CMI o la concentración mínima bactericida (CMB) in vitro se encuentra en el intervalo de concentraciones plasmáticas alcanzadas clínicamente con la pauta tradicional de dos o tres veces al día. Existen algunas diferencias en los grados relativos de potencia in vitro. Por ejemplo, la CMI o la CMB de la gentamicina frente a especies de Serratia es de forma constante dos veces menor que la de los otros aminoglucósidos. Aunque la tobramicina es más activa en los modelos animales de neumonía, hasta la fecha no se ha presentado ningún dato de eficacia clínica compatible con estas diferencias in vitro.


Los aminoglucósidos tienen una actividad in vitro frente a especies de Haemophilus y especies de Legionella, pero no se utilizan clínicamente para las infecciones por estos microorganismos. Las legionelas son patógenos intracelulares, y la actividad antimicrobiana de los aminoglucósidos está limitada por su baja concentración en el compartimento ácido de los lisosomas77. Sin embargo, los aminoglucósidos se emplean con éxito en el tratamiento de otras infecciones intracelulares, como la brucelosis, las formas crónicas de la bartonelosis, la tuberculosis, la tularemia y la yersiniosis76-78.


La espectinomicina fue un fármaco alternativo utilizado en el tratamiento de N. gonorrhoeae76 y ya no se comercializa en Estados Unidos. Los aminoglucósidos combinados con otros fármacos se han utilizado con éxito para tratar las infecciones por estafilococos, estreptococos, enterococos, Listeria y micobacterias.


El aminoglucósido paromomicina es demasiado tóxico para su administración parenteral. Como el fármaco no se absorbe en el aparato digestivo, puede utilizarse con seguridad como tratamiento alternativo para la infección por Entamoeba histolytica76.


Los aminoglucósidos tienen otras ventajas. Son bactericidas dependientes de la concentración. Los aminoglucósidos son poco influenciados por el tamaño del inóculo de las bacterias; la CMI para el 90% de las cepas bacterianas (CMI90) no varía, aunque el inóculo inicial sea de 105 o de 107 bacterias por mililitro23. Por el contrario, un aumento en el inóculo de la prueba suele producir un considerable aumento en la CMI90 de las penicilinas o las cefalosporinas de espectro extendido.


En la actividad in vitro pueden influir otros factores. Según el método utilizado, el porcentaje de los aminoglucósidos que se une a proteínas varía entre el 0% y el 30% y se considera que carece de trascendencia79. Cuanto mayor sea el contenido en cationes del medio de la prueba, mayor será el cociente CMI/CMB frente a P. aeruginosa y, en menor grado, otros bacilos gramnegativos. En los primeros momentos de la evaluación de la gentamicina se reconoció que las concentraciones de Ca2+, Mg2+ y, en menor grado, de Na+ del medio de cultivo agar estándar variaban mucho entre un lote y otro80. El caldo de cultivo tiene concentraciones muy bajas de Ca2+ y Mg2+. Más tarde, se estandarizó el medio de Mueller-Hinton suplementado con concentraciones fisiológicas de calcio (50 mg/l) y magnesio (25 mg/l)81. Como la actividad de la netilmicina frente a P. aeruginosa está más influida por la concentración de cationes del medio que la actividad de otros aminoglucósidos, algunos autores recomendaron separar los medios con menores suplementos de cationes para el análisis de la CMI de la netilmicina82. No se han fijado estándares similares para el contenido de cationes del agar83. Algunos laboratorios incorporan p-nitrofenilglicerol al medio de agar para el análisis de sensibilidad a fin de evitar la aglomeración de los microorganismos de Proteus. Se ha documentado que el p-nitrofenilglicerol aumenta el CMI de los aminoglucósidos frente a las cepas de P. aeruginosa84. Un medio alcalino produce una CMI falsamente baja, mientras que un medio ácido genera una CMI falsamente elevada23.


Se sabe que la orina inhibe la actividad de los aminoglucósidos frente a los patógenos del aparato urinario. Se cree que la inhibición es la consecuencia del bajo pH y la elevada osmolaridad, causados por las elevadas concentraciones de sal y glucosa. Además, los datos actuales apoyan la hipótesis de que las betaínas, encontradas por lo general en la orina, permiten la expresión de un aumento de la resistencia a los aminoglucósidos85. Hasta la actualidad, las concentraciones de betaínas no se han estandarizado en los medios de cultivo para estos análisis.









Evolución temporal de la actividad antimicrobiana in vitro


Las denominadas curvas «tiempo-lisis de bacterias» no son prácticas para el estudio habitual de sensibilidad, pero sí ilustran tres aspectos de la actividad antibacteriana de los aminoglucósidos: lisis de bacterias dependiente de la concentración, presencia de efecto postantibiótico (EPA) y sinergia con otros fármacos86.


Los aminoglucósidos son rápidamente bactericidas, y su tasa de destrucción bactericida aumenta conforme la concentración del antibiótico se eleva, con independencia del inóculo87. Los sistemas estándar de análisis in vitro tienen una concentración estática del fármaco. Los modelos cinéticos in vitro permiten fluctuaciones en la concentración del fármaco que simulan la farmacocinética in vivo. Para la netilmicina y la amikacina en el último modelo, la exposición de las bacterias a la dosis de aminoglucósido durante 24 horas en bolo único con una concentración máxima lograba una lisis bacteriana más rápida y una mayor actividad bactericida que la exposición de la misma dosis total administrada en pequeñas cantidades a intervalos regulares88. En los años anteriores, se evitaban las concentraciones elevadas de aminoglucósidos ante la preocupación por la toxicidad. Hoy en día, las concentraciones elevadas de forma transitoria se consideran una virtud y constituyen una parte del argumento a favor de la pauta de una dosis diaria de aminoglucósidos. Resulta interesante que los β-lactámicos no muestren lisis dependiente de la concentración; su acción bactericida depende del mantenimiento de unas concentraciones del fármaco iguales o superiores a la CMI del microorganismo diana89,90.









Efecto postantibiótico


El EPA es la supresión persistente del crecimiento bacteriano tras una exposición corta al antimicrobiano91. El EPA puede medirse in vitro o en modelos animales de infección. In vitro, los aminoglucósidos demuestran de forma constante un EPA de 1-3 horas en el caldo de cultivo y en el plasma con P. aeruginosa y de 0,9-2,0 horas con otras Enterobacteriaceae92. Puede demostrarse un EPA de aminoglucósido después de la incubación con S. aureus, pero no tras el contacto con S. pneumoniae90,91. Cuanto más elevada sea la concentración del aminoglucósido, más largo será el EPA. Cuanto más pequeño sea el inóculo y más elevada la presión de oxígeno, más largo será el EPA91-93. Cuanto más bajo sea el pH del medio del análisis, más corto será el EPA91. Para los bacilos gramnegativos aerobios o facultativos analizados, la combinación de un β-lactámico y un aminoglucósido produjo el mismo EPA que con el aminoglucósido solo91. Una excepción es el imipenem; el imipenem más la tobramicina o la gentamicina indujeron un EPA más largo en comparación con el aminoglucósido solo94. La rifampicina se asocia a potenciación sinérgica del EPA inducido por la tobramicina en P. aeruginosa92.


El EPA inducido por un aminoglucósido es la segunda parte del argumento para la pauta de administración de una vez al día de los aminoglucósidos. (La última parte, un riesgo atenuado de toxicidad, se analiza más adelante.) Por el contrario, los antibióticos β-lactámicos que no son carbapenemes no han demostrado un EPA frente a los bacilos gramnegativos aerobios o facultativos89-93.


In vitro, el EPA inducido por la tobramicina frente a E. coli se correlaciona con la inhibición de la síntesis de proteínas, pero no de la síntesis de ADN o ARN95.









Sinergia antimicrobiana


La sinergia entre un aminoglucósido y un antimicrobiano activo frente a la pared celular (p. ej., penicilinas, cefalosporinas, monobactams, carbapenems, glucopéptidos) es una interacción deseable86-96. El efecto de los fármacos en combinación es mayor que los resultados anticipados de cada fármaco por separado. En resumen, el efecto es más que aditivo.


Se utilizan varias técnicas de laboratorio para estudiar las combinaciones de fármacos a fin de buscar pruebas de sinergia. Aunque incómodo y laborioso, sólo el método de la curva tiempo-lisis de bacterias (o curva de lisis) detecta y cuantifica la actividad bactericida. Los siguientes comentarios y los datos resumidos en la tabla 26-3 están basados en los resultados de las curvas de tiempo-lisis de bacterias86. Muchos más estudios adicionales han descrito la sinergia mediante la técnica de «damero» u otras que indican la actividad bacteriostática como variable final; éstas se han excluido de la tabla. La sinergia frente a los enterococos de los aminoglucósidos con los fármacos activos frente a la pared celular, descrita previamente, también se analiza en el capítulo 201.


Tabla 26-3 Selección de ejemplos de sinergismo in vitro de un aminoglucósido combinado con un antimicrobiano activo en la pared celular*






	Microorganismo

	Aminoglucósidos

	Fármacos activos frente a la pared celular






	Enterococos

	Estreptomicina, kanamicina, gentamicina, tobramicina, netilmicina, sisomicina, amikacina

	Penicilina, ampicilina, nafcilina, vancomicina






	Estreptococos viridans

	Estreptomicina

	Penicilina






	Streptococcus pyogenes

	Gentamicina

	Penicilina, ampicilina






	
Staphylococcus aureus, SASM

	Kanamicina, gentamicina, tobramicina, netilmicina, sisomicina

	Nafcilina, oxacilina, cefalotina, vancomicina






	
Staphylococcus aureus, SARM

	Gentamicina, tobramicina

	Teicoplanina (+ rifampicina)






	
Staphylococcus epidermidis, SESM

	Gentamicina, tobramicina

	Vancomicina (+ rifampicina)






	
Staphylococcus epidermidis, SERM

	Gentamicina, tobramicina

	Vancomicina (+ rifampicina)






	Enterobacteriaceae

	Gentamicina, tobramicina, amikacina

	Piperacilina, cefalotina, cefoxitina, cefotaxima






	Pseudomonas aeruginosa

	Gentamicina, tobramicina, amikacina, netilmicina, sisomicina

	Penicilinas antipseudomonas†, aztreonam, ceftazidima, imipenem






	Listeria monocytogenes

	Estreptomicina, gentamicina

	Penicilina, ampicilina, imipenem






	Corinebacteria JK

	Gentamicina, tobramicina

	Vancomicina, teicoplanina







 SARM, S. aureus resistente a meticilina; SERM, S. epidermidis resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a meticilina; SESM, S. epidermidis sensible a meticilina.


* La inclusión requería una curva de lisis bacteriana que demostrara la actividad bactericida.


† Engloba la ticarcilina, la mezlocilina, la azlocilina y la piperacilina.


Modificado de Eliopoulos GM, Moellering RC. Antimicrobial combinations. En: Lorian V, ed. Antibiotics in Laboratory Medicine. 4.a ed. Baltimore: Williams & Wilkins; 1996:330-383.


El mecanismo de la actividad sinérgica de los aminoglucósidos puede no ser el mismo para todos los microorganismos. El estudio de los enterococos indica que la acumulación intracelular de la estreptomicina marcada se potencia de forma significativa en presencia de penicilina o de otros fármacos activos frente a la pared celular (p. ej., bacitracina, vancomicina)86. Se ha probado una potenciación similar de la captación de aminoglucósidos en presencia de un fármaco activo frente a la pared celular con los estreptococos viridans, S. aureus y P. aeruginosa86.


Los enterococos se han estudiado de forma intensiva desde la descripción original de la sinergia de penicilina más estreptomicina en 194797. Aunque el concepto se extendió a los estreptococos viridans y a los del grupo B, no se ha indicado ninguna combinación de aminoglucósido y fármaco activo frente a la pared celular para SARM. Algunos laboratorios han documentado una sinergia entre la cefalotina y la kanamicina y entre concentraciones elevadas de la oxacilina o la cefalotina y la gentamicina86. Sin embargo, las últimas pautas no han demostrado tener utilidad clínica.


Muchos estudios de curvas tiempo-lisis de bacterias han registrado una sinergia frente a P. aeruginosa y Enterobacteriaceae86,96. Debido a la rápida actividad bactericida de las concentraciones elevadas de aminoglucósidos, las concentraciones bajas a moderadas de aminoglucósidos se utilizan para detectar actividad sinérgica. La inferencia clínica puede ser que dosis más bajas de aminoglucósidos podrían resultar eficaces combinadas con el fármaco activo frente a la pared celular; desde la perspectiva opuesta, las dosis más elevadas son deseables para maximizar la actividad bactericida dependiente de concentración de los aminoglucósidos.


De igual importancia, la actividad bactericida de los aminoglucósidos puede ser antagonizada por los fármacos bacteriostáticos, como el cloramfenicol y la tetraciclina86. El mecanismo no está claro. Se postula una inhibición de la captación dependiente de energía de los aminoglucósidos y una interferencia con el movimiento del ribosoma a lo largo del ARNm.
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Perspectiva histórica


Un objetivo ideal es un modelo animal que simule la infección humana, de forma que la eficacia del tratamiento con aminoglucósidos, solos o en combinación, pueda maximizarse mientras que al mismo tiempo se minimiza el riesgo de toxicidad98. En una revisión crítica de la literatura no se encontró que el uso de los aminoglucósidos solos fuera muy eficaz en los modelos animales de pielonefritis, osteomielitis, endocarditis, peritonitis y meningitis99. Los aminoglucósidos eran más eficaces en los modelos experimentales de neumonía99. De forma retrospectiva, los estudios revisados no consideraban la influencia de las pautas de dosificación, el intervalo pretratamiento o el tratamiento combinado con fármacos que tienen diferentes niveles de actividad.









Aminoglucósidos solos


Se han utilizado varios modelos de infección para estudiar la influencia de la farmacocinética de los aminoglucósidos sobre la eficacia del fármaco89,91. En el modelo de infección en muslo de ratón, el éxito del tratamiento de la infección por bacilos gramnegativos aerobios se correlacionó con la presencia de granulocitos y con la concentración plasmática máxima del aminoglucósido89,91,92.


El crecimiento de P. aeruginosa en el músculo del muslo aumenta con rapidez en los ratones neutropénicos, frente al número estable de microorganismos en los animales no neutropénicos100. El tratamiento con gentamicina tiene como consecuencia una respuesta rápida y continua en ratones normales, mientras que los ratones neutropénicos muestran una respuesta inicial, seguida de un recrecimiento de los microorganismos resistentes a la gentamicina, pese a seguir el tratamiento con ésta. El sobrecrecimiento de esas pequeñas colonias de mutantes resistentes se evita con la administración concomitante de una penicilina activa frente a pseudomonas (p. ej., la ticarcilina).


En el modelo de muslo neutropénico, la eficacia terapéutica de los aminoglucósidos se correlacionó con la concentración plasmática máxima y el área bajo la curva (AUC) de concentración-tiempo a lo largo del tiempo101. Como la semivida de los aminoglucósidos en animales pequeños es corta (<1 hora), es posible separar la influencia de la concentración plasmática máxima del AUC89. La semivida corta del fármaco también predice un intervalo largo de niveles plasmáticos por debajo de la CMI, lo cual implica un EPA in vivo.


El EPA in vivo de los aminoglucósidos ha sido estudiado en al menos cinco modelos animales91,102,103. En un estudio en muslo de ratones neutropénicos infectados con 15 aislados clínicos de Enterobacteriaceae, el EPA in vivo después del tratamiento con gentamicina fue de 1,4-6,9 horas. En el mismo modelo infectado por P. aeruginosa, el incremento de la dosis de tobramicina aumentó en cinco veces el EPA en 2,2-7,3 horas102. El EPA in vivo se prolonga más en animales no neutropénicos. En las infecciones experimentales en muslo por K. pneumoniae tratadas con aminoglucósidos, el EPA varió entre 2,6 horas en animales granulocitopénicos y 12,8 horas en ratones no neutropénicos96. El EPA es más prolongado en los animales neutropénicos con alteración de la función renal que en los ratones neutropénicos con función renal normal103. Los cobayas con neumonía por P. aeruginosa fueron tratados con tobramicina una vez al día104. Aunque los niveles del fármaco no se midieron directamente, se estimó que el EPA fue de 12 horas o más en función de los niveles plasmáticos estimados y la cuantificación de bacterias en el pulmón104.


Los modelos animales también están influidos por otros factores. En un modelo de empiema por K. pneumoniae en conejos, la gentamicina de forma aislada logró una tasa de curación del 60%105. Dicha tasa aumentó al 100% en un período de tiempo menor, cuando los animales se mantenían en una cámara de oxígeno hiperbárico105. El tiempo entre la infección experimental y el tratamiento tuvo una influencia fundamental. Tanto en ratones normales como en granulocitopénicos, un intervalo pretratamiento de 6 horas o más anuló la actividad bactericida de la gentamicina frente a P. aeruginosa en el muslo106.


En resumen, los datos actuales sobre la eficacia de los aminoglucósidos solos en animales apoyan la administración de dosis elevadas y adecuadamente espaciadas, más que la de dosis bajas y frecuentes. En los animales neutropénicos se ha requerido la administración concomitante de un antibiótico β-lactámico para evitar la selección de mutantes resistentes.









Tratamiento combinado


Los microorganismos en los que puede demostrarse una sinergia in vitro entre un aminoglucósido y un antimicrobiano activo frente a la pared celular se resumen en la tabla 26-386. Muchas de estas mismas combinaciones se han evaluado en modelos animales de endocarditis, meningitis, neumonía, peritonitis-bacteriemia, pielonefritis, osteomielitis, miositis (muslo de ratón), infección subcutánea con y sin cuerpo extraño y otras86,99,107-110. Los resultados pueden revisarse a través del órgano o tejido infectado92 (p. ej., endocarditis) o bien el microorganismo etiológico107 (tabla 26-4). En general, cuando el microorganismo etiológico es sensible tanto frente al aminoglucósido como frente al fármaco acompañante, la actividad antibacteriana se potencia. Obsérvese la ausencia de sinergia de la amikacina más el pefloxacino (una fluoroquinolona) en un modelo de peritonitis de ratón. Aunque son activos frente a dianas diferentes, ambas clases de fármacos tienen una diana intracelular; casi todos los estudios que muestran la eficacia de un tratamiento combinado utilizaron un fármaco activo frente a la pared celular (un β-lactámico o un glucopéptido) con el aminoglucósido.




Tabla 26-4 Uso de los aminoglucósidos como parte de un tratamiento combinado frente a determinadas bacterias en modelos animales de infección
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Importancia de la pauta de dosificación


Para las combinaciones fármaco-microorganismo sin EPA, las pruebas apoyan cada vez más las pautas de dosificación de β-lactámicos que mantienen niveles plasmáticos por encima de la CMI para el microorganismo causante de la infección durante todo el intervalo de dosis89,90,111. Por el contrario, la pauta óptima para la dosificación de los aminoglucósidos depende del objetivo microbiano específico. En la endocarditis experimental por enterococo, los resultados son diversos112. Algunos estudios documentaron una eficacia superior con múltiples dosis diarias, mientras que otros fueron incapaces de demostrar diferencias en la eficacia entre un aminoglucósido una vez al día y tres veces al día combinado con una penicilina. En la endocarditis estreptocócica sensible a la penicilina, las combinaciones de penicilina y tobramicina se mostraron igualmente eficaces, con independencia de la dosis diaria total o de la pauta de dosificación112. En otro modelo, las pautas de ampicilina más ceftriaxona o ampicilina más gentamicina fueron igualmente eficaces; la actividad bactericida de la penicilina sola es una explicación posible113.


En las infecciones experimentales con bacilos gramnegativos aerobios, una dosis única diaria de aminoglucósidos se mostró tan eficaz como la misma dosis dividida en múltiples administraciones114,115. Los resultados fueron compatibles con la conocida actividad bactericida dependiente de la concentración y el largo EPA in vivo de los aminoglucósidos. En los animales neutropénicos, el EPA de los aminoglucósidos es mucho más corto. Por el contrario, debe existir continuamente un nivel plasmático efectivo de β-lactámico para asegurar la eficacia90,111. En el modelo de muslo de ratón neutropénico, el EPA in vivo estaba prolongado en animales a los que se administró un tratamiento de combinación para las infecciones por S. aureus, E. coli, K. pneumoniae o P. aeruginosa, pues tanto al aminoglucósido como el fármaco acompañante mostraron un EPA al utilizarse por separado116.









Prevención de la aparición de resistencia al fármaco


Un aminoglucósido como parte de un tratamiento combinado puede evitar o retrasar la aparición de bacterias resistentes al aminoglucósido o al fármaco acompañante. En una serie de estudios, los aminoglucósidos demostraron reducir pero no evitar completamente la aparición de cepas resistentes a quinolonas de Enterobacteriaceae o P. aeruginosa en un modelo murino de peritonitis117-119.


El uso concomitante de un β-lactámico activo parece evitar la aparición de subpoblaciones resistentes a la gentamicina en animales neutropénicos100. Otro ejemplo es el tratamiento de la infección de tejidos blandos por P. aeruginosa en el ratón neutropénico con carbenicilina o gentamicina más carbenicilina: se cree que la sinergia in vivo fue la consecuencia de la supresión de la aparición de subpoblaciones resistentes a la gentamicina por parte de la carbenicilina120.
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Los modelos experimentales de infección intraperitoneal difieren en que el inóculo bacteriano es intencionadamente una mezcla polimicrobiana de la microbiota aerobia y anaerobia del colon. El contenido variado colónico en seres humanos o en ratas se coloca en la cavidad peritoneal, y poco después se inicia el tratamiento121. En los animales no tratados, se desarrolló una enfermedad en dos fases. En los primeros días, el 37% de las ratas murió por peritonitis aguda y bacteriemia asociada; en todas las supervivientes se desarrollaron abscesos intraabdominales122. La fase precoz se debe sobre todo a los bacilos gramnegativos aerobios o facultativos; la fase tardía requiere bacilos gramnegativos aerobios y anaerobios. Los primeros comprenden las Enterobacteriaceae y P. aeruginosa, mientras que la última se debe en general a Bacteroides fragilis, muy especialmente las cepas encapsuladas123.


El tratamiento de los animales infectados con gentamicina redujo de forma considerable la mortalidad, pero prácticamente no influyó sobre la incidencia de formación de abscesos121-123. El tratamiento con clindamicina o metronidazol redujo la incidencia de formación de abscesos, pero no tuvo efecto sobre la peritonitis-bacteriemia o la mortalidad124. El tratamiento combinado redujo tanto la mortalidad aguda como la formación posterior de abscesos.


La función de los enterococos en las infecciones intraabdominales ha resultado controvertida. En el modelo de rata, la implantación intraperitoneal sólo de enterococos y B. fragilis condujo a la formación de abscesos125. Las implicaciones clínicas se analizan más adelante.


La eficacia de los aminoglucósidos ha sido sorprendente. Su actividad se reduce de manera significativa con pH bajo, presión baja de oxígeno y en presencia de desechos purulentos que se unen al fármaco23,24,126. Estas situaciones son características en el modelo murino de infección intraabdominal, y no obstante puede probarse actividad beneficiosa de los aminoglucósidos. El tratamiento de la peritonitis clínica se analiza más adelante.
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Administración


Los aminoglucósidos se administran por vía intravenosa durante un período de 15-30 minutos. Si se prescriben dosis elevadas una vez al día, es razonable extender la perfusión a 30-60 minutos para reducir el riesgo teórico de un aumento rápido en la concentración plasmática que podría precipitar un bloqueo neuromuscular. Los aminoglucósidos por vía intramuscular se absorben por completo y logran niveles plasmáticos máximos a los 30-90 minutos tras su administración127. La absorción puede retrasarse en los pacientes con hipotensión y alteración de la perfusión tisular.


Los aminoglucósidos se absorben mínimamente desde el aparato digestivo128. Sin embargo, se han producido casos de sordera debidos a la administración oral de neomicina a pacientes con encefalopatía hepática y alteración de la función renal129. Además, existe una preocupación teórica sobre un aumento de la absorción en presencia de enfermedad inflamatoria intestinal coexistente. Por el contrario, los pacientes con síndrome de inmunodeficiencia adquirida y criptosporidiasis grave han ingerido grandes cantidades de paromomicina durante períodos prolongados sin signos de toxicidad. Otras exposiciones pueden producir toxicidad sistémica. La aplicación tópica de aminoglucósidos sobre la piel inflamada produce una absorción mínima o nula. Sin embargo, los pacientes con quemaduras extensas u otras lesiones dérmicas graves pueden absorber el fármaco y tener riesgo de toxicidad130. Los aminoglucósidos pueden ser instilados en el espacio pleural o la cavidad peritoneal; la absorción es rápida con concentraciones plasmáticas proporcionales a la concentración del fármaco instilado. No se recomienda el uso de los aminoglucósidos en las soluciones para irrigación abdominal, ya que se ha documentado una rápida absorción con el consiguiente bloqueo neuromuscular131. Por el contrario, los aminoglucósidos se han administrado como irrigación vesical, en forma de aerosol y mediante instilación directa en la cisterna lumbar o en los ventrículos laterales, sin que se demuestren concentraciones detectables en la sangre132-134.









Distribución


Como se ha anticipado en el caso de los fármacos con baja unión a proteínas (aproximadamente el 10%) y una solubilidad alta en agua, los aminoglucósidos se distribuyen libremente en los espacios intersticiales de la mayoría de los tejidos110. La concentración media de los aminoglucósidos en los líquidos intersticiales se aproxima a la concentración plasmática media lograda en equilibrio estacionario tras la administración de dosis repetidas. Las concentraciones máximas intersticiales son más bajas, las oscilaciones entre los niveles máximo y mínimo son menos frecuentes y la tasa de eliminación es más lenta135. En ausencia de enfermedad o infección, el volumen de distribución es de 0,2-0,3 l/kg136. El volumen de distribución aumenta en los estados edematosos como la ascitis, en pacientes con quemaduras, en pacientes con fibrosis óptica y en algunas infecciones graves. El volumen de distribución disminuye en las personas obesas136. Debido a su tamaño, la carga policatiónica y la insolubilidad lipídica, los aminoglucósidos atraviesan mal las membranas biológicas, con la excepción de las células tubulares renales, y quizá las células del oído interno, que parecen tener un mecanismo inherente de transporte. Las células del túbulo contorneado proximal renal pueden concentrar los aminoglucósidos hasta niveles que superan los del plasma o el líquido intersticial137.


La administración parenteral de aminoglucósidos tiene como consecuencia una concentración baja de fármaco activo en las secreciones bronquiales134. Pueden lograrse concentraciones mucho más elevadas mediante su administración en forma de aerosol138. Para que tenga éxito se requiere un generador de aerosoles que produzca gotas de 1-3 μm de diámetro.


Los aminoglucósidos atraviesan mal el líquido cefalorraquídeo y las barreras hematoencefálicas139. La penetración es algo mejor en los recién nacidos. La administración en la cisterna lumbar proporciona elevados niveles locales en el líquido cefalorraquídeo, pero bajos niveles intraventriculares, mientras que la administración intraventricular logra elevadas concentraciones tanto en el líquido ventricular como en el medular140,141. Por tanto, la vía intraventricular se recomienda para la meningitis causada por bacilos gramnegativos aerobios en adultos en los casos raros en los que dicho tratamiento se precisa. En los recién nacidos, los aminoglucósidos intraventriculares no son más eficaces y quizá resulten más tóxicos que el fármaco administrado por vía intravenosa142.


Las concentraciones urinarias de los aminoglucósidos superan los niveles plasmáticos máximos en 25-100 veces una hora después de la administración del fármaco143,144. Debido a su absorción en las células tubulares renales y su consiguiente liberación, las concentraciones urinarias se mantienen por encima de los niveles terapéuticos durante varios días tras una dosis única. Después de la finalización de una pauta de múltiples dosis, los niveles urinarios se mantienen por encima de los niveles terapéuticos durante días, con una semivida terminal de 48-200 horas144-146.


Los aminoglucósidos entran con facilidad en el líquido sinovial, con concentraciones sólo ligeramente menores que las concentraciones plasmáticas simultáneas147. Los aminoglucósidos penetran mal en la vía biliar y los niveles son sólo el 30% de las concentraciones plasmáticas concomitantes148. Las concentraciones máximas son dos veces superiores con la pauta de dos dosis al día149. La penetración de los aminoglucósidos en los tejidos oculares se ha estudiado de forma detallada150. Los niveles vítreos medios son sólo de aproximadamente el 40% de los niveles plasmáticos a lo largo de un período de 12 horas151. En humanos, las inyecciones subconjuntivales proporcionaron niveles elevados en el humor acuoso152, pero ni la administración sistémica ni la subconjuntival en dosis únicas logran niveles fiables en el humor vítreo en humanos153. Para el tratamiento de la endoftalmitis se recomienda la inyección intravítrea directa132.









Metabolismo


No se ha demostrado ningún metabolismo in vivo de los aminoglucósidos.









Excreción


De una dosis parenteral de aminoglucósidos, el 99% es eliminado sin cambios por el riñón. Menos del 1% se elimina en las heces y el 1% en la saliva154. Los aminoglucósidos sufren filtración glomerular. En los animales, aproximadamente el 5% se une al borde en cepillo de las células tubulares proximales renales y es reabsorbido137,155-157. El tratamiento del fármaco por la célula tubular se analiza más adelante (v. Toxicidad). El fármaco reabsorbido vuelve a la luz tubular y es excretado. Con una función renal normal en adultos, más del 90% de una dosis administrada se recupera en la orina, sin cambios durante las primeras 24 horas154,158. El resto se recicla de forma lenta y vuelve a la luz tubular, con una semivida tisular de 30-700 horas158,159. El fármaco puede detectarse en la orina durante 20 días o más después de la interrupción del tratamiento.









Farmacocinética


Todos los aminoglucósidos tienen una farmacocinética similar160. La primera fase (α o distributiva) es la consecuencia de la distribución del fármaco desde el espacio vascular al extravascular. Esta fase tiene una semivida de 15-30 minutos160. Se sugiere que deben comprobarse los niveles máximos de aminoglucósidos 30 minutos después de terminar la perfusión intravenosa. Como el fármaco se perfunde con frecuencia durante un período de 15-30 minutos, resulta conveniente solicitar que la muestra de sangre sea recogida una hora después del inicio de la administración del fármaco.


La segunda fase (o β) de eliminación es la consecuencia de la eliminación del fármaco del plasma y del espacio extravascular. Esta fase está determinada por la filtración glomerular (FG) y, por tanto, es de máxima importancia en las pautas clínicas de administración. En los adultos y los lactantes mayores de 6 meses con función renal normal, las semividas de los aminoglucósidos son similares y varían entre 1,5 y 2,5 horas161. La semivida en los lactantes menores de 1 semana o en los prematuros de bajo peso al nacer puede ser de 8-11 horas. La semivida en los recién nacidos que pesan más de 2 kg es de aproximadamente 5 horas162. La semivida está acortada en los procesos febriles y se prolonga de forma progresiva con cualquier proceso que disminuya la función renal. La prolongación de la semivida en las personas ancianas se debe a la reducción de la función renal relacionada con la edad163.


La tercera fase (o γ) consta de una eliminación prolongada y lenta del fármaco que se ha acumulado en el riñón. Esta fase no se considera en los cálculos de la dosis. Las técnicas de administración de las dosis en la clínica se presentan más adelante en este capítulo.
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Con la excepción del aminociclitol espectinomicina, los antibióticos aminoglucósidos comparten el potencial de dañar los túbulos contorneados proximales renales, lesionar la cóclea o el sistema vestibular, o ambos, y producir bloqueo neuromuscular (tabla 26-5). La toxicidad inherente y el potencial relativo de toxicidad de los aminoglucósidos están correlacionados con su carga eléctrica positiva a pH fisiológico20.


Tabla 26-5 Frecuencia estimada de reacciones clínicas adversas tras la administración de antibióticos aminoglucósidos*






	Reacción adversa

	Frecuencia estimada (%)

	Referencias






	Nefrotoxicidad

	0-50

	232-239






	Ototoxicidad

	 

	 






	 Coclear

	0-62

	256-258






	 Vestibular

	0-19

	256, 284, 285






	Bloqueo neuromuscular

	Extremadamente raro

	131, 297







* Véase el texto para la explicación de los amplios intervalos.


También son considerables los efectos adversos que se presentan de forma infrecuente. Las reacciones de hipersensibilidad son poco comunes y los aminoglucósidos no producen inflamación. Por tanto, resulta infrecuente la flebitis en el lugar de la perfusión intravenosa; el punto de inyección intramuscular no es doloroso; la instilación en el espacio pleural, la cavidad abdominal o el líquido CR no produce irritación, y la incorporación de un aminoglucósido en el cemento de la prótesis articular de metil metacrilato se tolera bien durante períodos prolongados. Los aminoglucósidos no son hepatotóxicos, no producen fotosensibilidad y no se han identificado influencias adversas sobre la hematopoyesis o la cascada de la coagulación.






Nefrotoxicidad






Nefrotoxicidad experimental


Patogenia. Los mecanismos exactos de la lesión inducida por los aminoglucósidos en las células tubulares proximales renales no están plenamente aclarados. Sin embargo, sobre todo según los estudios en animales, se ha podido elaborar un posible postulado (fig. 26-3). Además, existen factores genéticos todavía no identificados. Existen diferencias fundamentales en la susceptibilidad a la nefrotoxicidad entre las especies animales y entre las distintas razas de la misma especie animal164.
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Figura 26-3 Vía propuesta para la manipulación de los aminoglucósidos por parte del riñón.


Los números del superíndice corresponden a los de la bibliografía del capítulo.




Los datos apoyan la captación de aminoglucósidos mediante un proceso de endocitosis165. Los fármacos se unen a los fosfolípidos en la membrana plasmática apical. Sin embargo, la unión a los fosfolípidos no explica la captación localizada. Este hecho condujo a la identificación del receptor endocítico megalina166.


La megalina y el receptor adjunto cubilina son esenciales en la captación endocítica de proteínas en el túbulo proximal renal166,167. Un gran número de ligandos, incluidos los aminoglucósidos, se unen de forma específica a la megalina. La afinidad de unión a la megalina es más alta que la de unión a los fosfolípidos. Además, en los ratones sin receptores megalina no se producía captación renal de los aminoglucósidos168.


Se ha propuesto que el aminoglucósido catiónico se une a la megalina aniónica en una vesícula cubierta de clatrina165,169. Los aminoglucósidos son transferidos después a endosomas y la megalina vuelve a la membrana plasmática apical.


Una porción de endosomas que contienen el fármaco se fusiona con los lisosomas. Los aminoglucósidos inhiben las fosfolipasas lisosómicas, lo que induce una transformación espiroidea de la membrana de los lisosomas que, debido a su apariencia morfológica, se han denominado cuerpos mieloides165. Se utiliza el término «citosegresoma» para describir dichas estructuras. Al menos una parte de los lisosomas alterados (cuerpos mieloides) son eliminados por la orina.


Además, algunos de los lisosomas que contienen aminoglucósidos se mueven rápidamente hacia el aparato de Golgi170. El plazo de tiempo se correlaciona con la rápida disminución observada en la síntesis de proteínas celulares tras la exposición a los aminoglucósidos171-174.


La interacción aminoglucósido-megalina puede, por último, explicar una variedad de otras facetas de toxicidad. La megalina está implicada en muchos aspectos del metabolismo del calcio, como la reabsorción de la proteína que liga vitamina D y calcio166-169. El metabolismo del calcio influye en la nefrotoxicidad de los aminoglucósidos175-180. Se conoce poco sobre la posible función de la megalina en la ototoxicidad, pero se ha demostrado que la megalina está presente en las células de la cóclea de la rata181.


En las células que internalizan los aminoglucósidos, la necrosis celular tarda en producirse. Durante este tiempo, se demuestran varias anomalías165: se altera la respiración celular de la mitocondria175; las células tubulares dejan escapar enzimas del borde en cepillo a la orina182; las moléculas transportadoras de membrana no funcionan del modo adecuado183,184; existe una disminución de la reabsorción de calcio, y quizá de magnesio, desde el filtrado glomerular176,185, y la vía apoptótica se activa, con la consiguiente necrosis de las células de los túbulos proximales186.


Inicialmente, los animales, como los pacientes humanos, presentan una insuficiencia renal no oligúrica187. Tras varios días, existe una disminución en la filtración glomerular. Las células del túbulo proximal pueden regenerarse con la vuelta de la filtración glomerular. La regeneración se produce incluso si existe una administración continuada del aminoglucósido188. En los animales, las células tubulares regeneradas tienen una capacidad reducida para captar los aminoglucósidos.


Variables. Los modelos animales, sobre todo las ratas, han sido estudiados para delinear las variables que pueden tener una importancia clínica o para dilucidar la fisiopatología de la nefrotoxicidad asociada a los aminoglucósidos. En la tabla 26-6 se resumen algunos ejemplos de estas variables. Entre los aminoglucósidos existe una jerarquía de potencial nefrotóxico189,190. La neomicina es el aminoglucósido más tóxico, y no está permitida su administración parenteral. La estreptomicina es el menos nefrotóxico, quizá porque el fármaco no se acumula en la corteza renal. La gentamicina es una mezcla de cuatro congéneres: C1, C1a y los enantiómeros C2 y C2a. El C2 purificado mostró una mínima toxicidad renal in vitro y en modelos animales. Cada uno de los cuatro congéneres desempeñó una actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis y K. pneumoniae similar a la de la gentamicina nativa191.


Tabla 26-6 Variables que han demostrado aumentar o reducir la gravedad de la nefrotoxicidad experimental por aminoglucósidos






	Factores que aumentan la gravedad

	Factores que reducen la gravedad






	Aminoglucósido más tóxico

	Aminoglucósido menos tóxico189,190







	Administración frecuente192


	Administración en una dosis diaria192,193







	Ratas Fischer macho de edad avanzada194


	Ratas hembras jóvenes Sprague-Dawley195







	Ratas con acidosis, infección y depleción de volumen y de sodio198,199


	Euvolemia, sin infección; la influencia de la alcalosis no está clara198-201







	Hipopotasemia202,203


	Suplementos de potasio202,203







	Depleción de magnesio

	Hormona tiroidea204







	Enfermedad hepática experimental206-208


	Sobrecarga de calcio177-180







	 

	Diabetes mellitus inducida199,200







	Fármacos concomitantes

	 






	 Vancomicina, teicoplanina211-213


	Penicilinas de espectro extendido*214-215







	 Metoxiflurano216


	Ácido poliaspártico220-229







	 Ciclosporina217,218


	¿Cefalotina?230







	 Cisplatino219


	Fosfomicina231








* Por ejemplo, ticarcilina, piperacilina.


La influencia de las pautas de dosis de los aminoglucósidos se ha analizado en muchos tipos de animales. Para una dosis diaria total determinada de un fármaco específico, la magnitud de la toxicidad es mayor cuando la dosis se divide en múltiples cantidades pequeñas, y es menor cuando se administra mediante una única dosis190,192,193. Los animales de mayor edad son más sensibles a la lesión o tienen una capacidad reducida de regeneración celular194. Es interesante la mayor sensibilidad de las ratas macho, pues los análisis retrospectivos de los estudios clínicos sugieren una mayor sensibilidad de las mujeres195-197. La depleción del volumen vascular, de sodio (o de ambos) y la acidosis sistémica empeoran la lesión renal, pero la sobrecarga de volumen o de sal no evita ni disminuye la lesión renal198,199. No está clara la influencia de una alcalosis inducida; algunos estudios han sugerido una atenuación de la lesión renal, mientras que uno ha revelado una gran calcificación renal198,200,201. La depleción de potasio empeora la lesión renal, y la sobrecarga de potasio la atenúa202,203. El mecanismo puede estar relacionado con los cambios en la actividad Na+,K+-ATP203. Se sugiere un mecanismo similar en el caso de la reducción de la lesión renal observada tras la administración de tiroxina204. Los diuréticos de asa pueden amplificar la toxicidad mediante depleción de volumen, hipopotasemia o la aceleración de la captación del fármaco por las células tubulares205.


La sobrecarga de calcio en la dieta mejora la insuficiencia renal aguda producida por gentamicina y la disminución asociada en la función mitocondrial177-179. El mecanismo de la protección sigue sin estar claro180.


La influencia de la enfermedad hepática experimental sobre la nefrotoxicidad por aminoglucósidos también es incierta. Un informe describió una amplificación de la lesión renal inducida por fármacos debido a la colestasis extrahepática experimental206. Un segundo estudio no encontró ninguna influencia de la cirrosis experimental sobre la gravedad de la nefrotoxicidad por aminoglucósidos207. Los datos clínicos acumulados indican que la enfermedad hepática concomitante es un factor de riesgo de nefrotoxicidad208.


Se ha documentado que los animales con diabetes experimental inducida por estreptozotocina tienen una nefrotoxicidad atenuada por aminoglucósidos209,210. El mecanismo y la relevancia clínica de esta observación no están claros.


Varios fármacos influyen en la gravedad de la nefrotoxicidad experimental por aminoglucósidos211-219. La vancomicina y el fármaco relacionado teicoplanina amplifican la nefrotoxicidad experimental por aminoglucósidos211,219. Ningún fármaco de forma aislada muestra un potencial tóxico. Es interesante el hecho de que la vancomicina interacciona con el riñón en lugares que no son la célula tubular proximal213. Las penicilinas de espectro extendido disminuyen el riesgo de lesión renal214. Algunos datos sugieren que la protección es el resultado del elevado contenido de sodio de las sales de penicilina215.


Los polímeros de ácido aspártico reducen de forma drástica la lesión tubular renal, a pesar de la acumulación de concentraciones renales muy elevadas de aminoglucósidos220-229. Se postula que los aniones de ácido poliaspártico forman complejos con los aminoglucósidos catiónicos en vacuolas citoplasmáticas y, por tanto, impiden el movimiento de los aminoglucósidos al punto o los puntos de toxicidad en el interior de la célula228. A pesar de los impresionantes resultados en los modelos animales, en la actualidad se ha demostrado un escaso interés en la evaluación clínica de estos fármacos.


Aunque se detectaron diferencias entre las especies, los experimentos animales con un aminoglucósido más cefalotina, cefazolina o cefamandol indicaron que existe un efecto nulo o atenuado de nefrotoxicidad comparado con un aminoglucósido más placebo230. Estos resultados contrastan con los de estudios clínicos que sugerían una amplificación de la toxicidad con algunas cefalosporinas.


Se ha publicado que la fosfomicina reduce la nefrotoxicidad experimental por aminoglucósidos. En los animales, la fosfomicina inhibió la peroxidación lipídica inducida por gentamicina231.









Nefrotoxicidad clínica


La incidencia comunicada de nefrotoxicidad varía del 0% al 50%, en la mayoría de los estudios en el rango del 5% al 25% (v. tabla 26-5)232-239. La variabilidad es la consecuencia de las diferencias en la definición de nefrotoxicidad, la frecuencia de los análisis y las pruebas específicas para medir la función renal y el contexto clínico en los que se administraron los fármacos. La incidencia en un grupo pequeño de voluntarios jóvenes sanos que recibieron una perfusión única diaria de tobramicina durante 11 días fue nula; la incidencia en pacientes ancianos infectados con enfermedad multisistémica y exposición a otros potenciales nefrotóxicos fue del 35-50%230,232. En los estudios prospectivos aleatorizados con definiciones de nefrotoxicidad que reflejan una reducción importante de la FG en pacientes con enfermedad grave, la incidencia registrada fue del 5-10% en las pautas de tratamientos de los pacientes234-239.


En estudios sobre la etiología de la insuficiencia renal aguda, la lesión renal inducida por fármacos se considera una causa principal. En un análisis de más de 2.000 pacientes hospitalizados, casi 100 sufrieron una insuficiencia renal, y siete episodios se atribuyeron al tratamiento con aminoglucósidos240.


En general, la disminución en la FG inducida por aminoglucósidos es pequeña. La mayoría de los pacientes tiene una disminución no oligúrica en el aclaramiento de creatinina (ACr); la progresión a la insuficiencia renal oligúrica-anúrica dependiente de diálisis es infrecuente. Como en los modelos animales, la lesión tubular es reversible, y en algunos pacientes se ha documentado una recuperación de la función renal a pesar de la administración continuada del aminoglucósido241.


Los factores de riesgo clínicos documentados para la nefrotoxicidad por aminoglucósidos se resumen en la tabla 26-7196,197,232,233,242. Los factores enumerados pueden agruparse en los relacionados con el paciente, con el aminoglucósido o con la influencia del fármaco concomitante. Muchos de los factores identificados en los ensayos clínicos coinciden con los datos de los modelos animales de nefrotoxicidad. El género femenino se ha identificado como un factor de riesgo en un estudio, pero no se ha confirmado en otros196,232,238,239. En un análisis retrospectivo, el género masculino constituyó un factor de riesgo237. Los estudios clínicos publicados con cefalosporinas no incluyeron un grupo de pacientes sólo con aminoglucósidos, y por tanto no es posible asegurar el efecto de las cefalosporinas sobre el riesgo de nefrotoxicidad. Basados en la eliminación urinaria de las enzimas del borde en cepillo de las células tubulares, la ceftazidima aumentó la enzimuria encontrada con gentamicina sola en voluntarios humanos240.


Tabla 26-7 Factores de riesgo de la nefrotoxicidad clínica por aminoglucósidos






	Factores que aumentan el riesgo de toxicidad

	Factores que reducen el riesgo de toxicidad






	Factores relacionados con el paciente

	 






	 Pacientes de edad avanzada

	Pacientes más jóvenes






	 Enfermedad renal preexistente

	Función renal normal






	 Sexo femenino195


	 






	 Sexo masculino237


	 






	Depleción de volumen, hipotensión

	Normotensos






	Alteración de la función hepática

	Sin alteración de la función hepática






	Factores relacionados con los aminoglucósidos

	 






	 Tratamiento reciente con aminoglucósidos

	Sin tratamiento reciente con aminoglucósidos






	 Dosis elevadas

	Dosis más bajas






	 Tratamiento durante 3 días o más

	Tratamiento durante menos de 3 días






	 Fármaco elegido (p. ej., gentamicina)235


	Fármaco elegido (p. ej., tobramicina)235







	 Intervalo de administración frecuente115,242


	Administración en una dosis diaria115,242







	Fármacos concomitantes

	 






	 Vancomicina249-251


	Penicilinas de espectro extendido246,247 (p. ej., ticarcilina, piperacilina)






	 Amfotericina B

	 






	 Furosemida

	 






	 Clindamicina

	 






	 Piperacilina

	 






	 ¿Cefalosporinas?240,246-248


	 






	 Metoxiflurano254


	 






	 Foscarnet

	 






	Medios de contraste radiológico intravenosos

	 







Datos procedentes de las referencias 196, 197, 233, 237 y de las referencias incluidas en la tabla.


La correlación del aumento del riesgo de toxicidad con la edad y con la enfermedad renal preexistente puede generar confusión. No está claro si existe riesgo cuando la pauta se ajusta para una FG disminuida con anterioridad.


Los pacientes hipotensos, sobre todo aquellos con shock séptico o sepsis, tienen una mayor incidencia de insuficiencia renal. La función de los aminoglucósidos no se ha aclarado en estas situaciones de perfusión con presiones bajas inducidas por la infección; en la coagulopatía por consumo, la lesión endotelial mediada por citocinas y otros factores pueden ser etiológicos en la disminución de la FG.


La enfermedad hepática se identificó como un factor de riesgo en el análisis retrospectivo de dos ensayos clínicos extensos, y luego se validó en dos ensayos prospectivos adicionales208. Se ha obtenido más apoyo a partir de una revisión retrospectiva del tratamiento con aminoglucósidos en pacientes con obstrucción biliar, colangitis o ambas242.


El significado del tratamiento reciente con aminoglucósidos es difícil de definir. En los animales, el patrón de lesión es cíclico. La administración de más aminoglucósidos durante la fase de saturación renal puede aumentar el riesgo, mientras que puede disminuir si se administra más fármaco cuando las células tubulares están en una fase regenerativa.


Los datos de ensayos clínicos apoyan el concepto de que se necesitan varios días de tratamiento para producir nefrotoxicidad de consecuencias clínicas. En un estudio observacional de pacientes tratados con tratamiento combinado que incluyó un aminoglucósido para la endocarditis infecciosa, existía una disminución de 0,5% diaria en el CrCl endógeno estimado243. Por el contrario, la sobredosis masiva accidental de 1 día o menos no ha producido necrosis tubular aguda244,245.


En el modelo de nefrotoxicidad en la rata, se encontró que la tobramicina era menos nefrotóxica que la gentamicina190. Esta hipótesis se analizó en un ensayo clínico prospectivo aleatorizado. Los resultados indicaron una incidencia menor de nefrotoxicidad en los pacientes tratados con tobramicina, pero existe controversia sobre los métodos y la interpretación de los datos del estudio235. Los resultados de los siguientes ensayos clínicos fueron variables. Se encontró que la amikacina y la gentamicina eran equivalentes respecto al riesgo de nefrotoxicidad234. Un estudio registró una incidencia menor de lesión renal en los pacientes tratados con netilmicina comparados con los tratados con tobramicina238.


Según 26 ensayos clínicos publicados y 8 metaanálisis de estos ensayos, la dosis única diaria de aminoglucósidos parece ser un método seguro y eficaz de tratamiento242. Dicha dosis única diaria no evita la toxicidad del fármaco, pero puede reducir el riesgo. Este tema se amplía más adelante.


La influencia de los fármacos administrados de forma concomitante es difícil de interpretar en pacientes con enfermedades graves o complejas que están recibiendo múltiples fármacos. Sin embargo, la mayoría de los estudios sugiere un mayor riesgo de disminución de la FG cuando se administran los fármacos enumerados en la tabla 26-7 junto con los aminoglucósidos196,197,232,233,237. Los datos no siempre son concluyentes, ya que muchos estudios no tienen una población paralela de pacientes a los que sólo se les administra un aminoglucósido. Tres estudios prospectivos, uno de ellos doble ciego, encontraron la combinación de cefalotina y aminoglucósido más nefrotóxica que un derivado de las penicilinas más un aminoglucósido246-248. Un análisis posterior de los factores de riesgo mediante regresión logística múltiple identificó una variedad de cefalosporinas como factores de riesgo. Estos resultados son compatibles con la potenciación de la enzimuria por gentamicina por parte de la ceftazidima en voluntarios sanos240. Dos estudios evaluaron la administración concomitante de vancomicina; un análisis incluyó un grupo control que recibió sólo un aminoglucósido249,250. Ambos estudios indicaron que la vancomicina era un factor de riesgo. En niños no se encontró que la vancomicina fuera un factor de riesgo251.


En los pacientes neutropénicos con fiebre a quienes se administró gentamicina o tobramicina más carbeniclina o ticarcilina, la incidencia de nefrotoxicidad fue del 2-6%, comparada con el 10-15% o más elevada cuando el aminoglucósido se combina con otros antibióticos β-lactámicos246,247. Un análisis de los factores de riesgo encontró un riesgo aumentado con la administración de piperacilina, pero no con carbenicilina o ticarcilina. Los autores especularon que el bajo contenido en sodio de la piperacilina podría explicar la diferencia215.


La identificación de algunos fármacos administrados de forma concomitante como factores de riesgo tiene sentido de manera intuitiva porque un fármaco puede tener su propio potencial de toxicidad renal (p. ej., la amfotericina B), algunos fármacos pueden actuar de forma indirecta alterando el volumen intravascular o las concentraciones de electrolitos (p. ej., la furosemida), otros son objeto de preocupación en teoría, debido a su propio potencial de toxicidad (p. ej., foscarnet, medios de contraste radiológico intravenoso) y algunos factores de riesgo identificados mediante las estadísticas no se pueden explicar en la actualidad (p. ej., la clindamicina). Por último, debería tenerse en cuenta que dos fármacos que amplifican la nefrotoxicidad experimental de los aminoglucósidos, la ciclosporina y el cisplatino, no parecen aumentar el riesgo de la nefrotoxicidad en su aplicación clínica217-219,252,253.


Si se produce un deterioro en la función renal, resulta aconsejable interrumpir el tratamiento con aminoglucósidos. Se produce una recuperación espontánea en pocos días en ausencia de otros nefrotóxicos, hipotensión, necrosis cortical renal de otra etiología u otros factores clínicos. La progresión a insuficiencia renal anúrica es infrecuente. En los pacientes en los que no es aconsejable interrumpir el tratamiento (p. ej., aquéllos con endocarditis por P. aeruginosa), se debe ajustar la dosis de aminoglucósidos y continuar el tratamiento. Se ha documentado la recuperación de la función renal de forma concomitante al tratamiento continuado con aminoglucósidos241.









Niveles plasmáticos y nefrotoxicidad


Los niveles plasmáticos no están incluidos como factor de riesgo en la tabla 26-7, aunque a menudo se identifican de dicha forma196,197,237. En animales de experimentación, y presumiblemente en pacientes, cuanto más elevada sea la dosis de aminoglucósidos mayor será el AUC y mayor el riesgo de nefrotoxicidad. La determinación de la concentración plasmática máxima está indicada para asegurar que se administró cantidad suficiente de fármaco para su eficacia antibacteriana y para evitar una sobredosis. Los niveles valle se miden para asegurar la idoneidad del aclaramiento renal del fármaco. Una concentración valle elevada refleja un aclaramiento renal alterado del fármaco e indica la necesidad de ajustar la pauta de administración (v. análisis más adelante).












Ototoxicidad


Los antibióticos aminoglucósidos pueden causar lesiones cocleares y vestibulares en animales de experimentación y en humanos. En el primer informe clínico sobre la eficacia del fármaco se incluían la pérdida de audición y el mareo inducidos por estreptomicina255. La ototoxicidad es una preocupación especial, ya que en general es irreversible y puede aparecer después del fin del tratamiento; además, las exposiciones repetidas generan un riesgo acumulativo256. Como los puntos de lesión son pequeños y están rodeados por hueso, los estudios que analizan la fisiopatología de la ototoxicidad son más escasos que los que estudian la nefrotoxicidad. Un paciente determinado puede sufrir sólo lesión coclear o sólo lesión vestibular; raramente, pueden afectarse ambos órganos. No es habitual que se presenten ototoxicidad y nefrotoxicidad en el mismo paciente.






Toxicidad coclear






Incidencia


Pocos pacientes en tratamiento con aminoglucósidos refieren pérdida de audición. Aun así, la incidencia registrada es de hasta el 62% cuando se realizan audiometrías de alta frecuencia en individuos asintomáticos de forma repetida257. Se ha registrado una incidencia global del 3%-14%258.


La percepción normal del sonido se extiende hasta frecuencias de 20 kHz. Las células ciliadas externas del giro basal de la cóclea son las más sensibles a la lesión por aminoglucósidos; éste es el lugar de detección del sonido de alta frecuencia256. La percepción del lenguaje hablado requiere una detección de sonidos en el intervalo de 0,3 a 3 kHz. Incluso en este intervalo del lenguaje hablado es necesaria una pérdida de umbral auditivo de 25-30 dB antes de que el paciente perciba el déficit. Por tanto, puede producirse una lesión coclear considerable antes de que el enfermo sea consciente de ello. Además, la detección es difícil en los pacientes muy enfermos con alteraciones cognitivas y muchos audiómetros no analizan frecuencias por encima de 8 kHz.


Otro problema en la determinación de la incidencia es la ausencia de una definición universalmente aceptada de ototoxicidad inducida por fármacos. Una definición usada a menudo es un aumento en el umbral auditivo de 15 dB o más en dos o más frecuencias256.


Los datos controlados sobre toxicidad coclear son escasos. En varones voluntarios sanos a los que se administró sulfato de kanamicina, se desarrolló toxicidad coclear en un 17%259. Por el contrario, se documentó ototoxicidad en el 7,4% de los pacientes infectados tratados con cefotaxima236. Como comparación, se detectó déficit de audición en 15 de los 27 pacientes ingresados en el hospital antes de la exposición a antimicrobianos u otros ototóxicos conocidos260. En una serie de estudios clínicos prospectivos que analizaron la eficacia y la toxicidad de la gentamicina, la tobramicina y la amikacina combinados con los antibióticos β-lactámicos, el 22% de los que recibían aminoglucósidos tuvo toxicidad documentada mediante audiometría; todos los pacientes menos uno presentaron pérdidas de 4-8 kHz261. No se analizaron frecuencias superiores a 8 kHz. En un estudio diferente de 53 personas tratadas con gentamicina, tobramicina o amikacina durante al menos 4 días y estudiados a frecuencias de hasta 20 kHz, 33 pacientes registraron una pérdida de 20 kB o más en una frecuencia, una pérdida de 10 kB o más en dos frecuencias consecutivas o una pérdida de respuesta en tres frecuencias consecutivas. De los oídos lesionados, el 62% mostró pérdida auditiva inicial de 9 kHz o más. La pérdida fue unilateral en el 55% y bilateral en el 45% de los pacientes. El tratamiento fue de 4-32 días, y la pérdida auditiva se detectó en principio después de una media de 9 días de tratamiento257.









Fisiopatología


La toxicidad por aminoglucósidos se dirige inicialmente a las células ciliadas externas del órgano de Corti256,262. Los detalles de la interacción no están claros. En animales de experimentación, los aminoglucósidos pueden ser detectables en el líquido del oído interno, pero la concentración nunca supera los niveles plasmáticos262,263. Los tejidos del oído interno se saturan con gentamicina aproximadamente 3 horas después de su administración, pero la lesión coclear, determinada mediante potenciales evocados en el tronco del encéfalo, requiere 3 semanas de inyecciones diarias262,263.


Como en las células tubulares proximales renales, los cambios lisosómicos (cuerpos mieloides) son visibles en las células ciliadas de los animales tratados. Los intentos de estudiar el intercambio entre las células arrojan resultados compatibles con la captación endocítica y la acumulación lisosomal264,265. La glucoproteína megalina es el receptor endocítico para los aminoglucósidos en las células tubulares proximales renales168. La megalina se encuentra presente en el oído interno, pero no está claro si los aminoglucósidos se unen a ella o no166,169.









Mecanismo266



No se ha detectado el mecanismo exacto de la toxicidad coclear. Sin embargo, existen abundantes indicios, algunas de ellos con implicaciones para el tratamiento o la prevención, o ambas.


Los aminoglucósidos se unen fuertemente a los polifosfoinositoles, cargados negativamente. El grado de unión se correlaciona con el potencial ototóxico de los fármacos266.


Existen pruebas de que se producen lesiones cocleares a causa de la formación de radicales libres inducidos por fármacos266. La gentamicina puede iniciar la formación de radicales libres mediante la quelación de hierro. En los animales, la depleción del antioxidante glutatión en los tejidos del oído interno potencia la toxicidad de los aminoglucósidos. La toxicidad coclear producida por la gentamicina es potenciada por los suplementos de hierro y es atenuada por la quelación de hierro y el tratamiento antioxidante. En la actualidad no existe un fármaco antioxidante seguro y eficaz para su uso en ensayos clínicos. Es interesante el hecho de que los salicilatos protegen a los cobayas frente a la pérdida auditiva inducida por gentamicina. La actividad de los salicilatos comprende la eliminación de los radicales libres y la quelación de metales.


Varios estudios postularon la estimulación excesiva de las células ciliadas de la cóclea, inducida por aminoglucósidos en la unión de las células y las fibras del octavo nervio craneal. Se formuló la hipótesis de que los aminoglucósidos estimulan excesivamente los receptores de N-metil-d-aspartato, lo que produce una sobrecarga de calcio y muerte celular267. Sin embargo, la anatomía patológica en otros procesos de enfermedad implicados en la excitotoxicidad no se ajusta a la generada por los aminoglucósidos266.


Como en las células tubulares renales, existen pruebas de muerte celular apoptótica inducida por aminoglucósidos en las células del órgano de Corti y del aparato vestibular. La apoptosis puede atenuarse mediante neurotropinas, factores de crecimiento o inhibidores de la cascada apoptótica268. Las implicaciones clínicas siguen siendo teóricas.


La pérdida de células ciliadas se ha considerado irreversible. Sin embargo, en los estudios en animales no mamíferos y mamíferos se ha documentado una regeneración potencial269-271.









Riesgo heredado


El mayor riesgo de toxicidad coclear puede ser la predisposición genética272. En numerosos estudios, se ha desarrollado sordera en múltiples miembros de una familia tras recibir un aminoglucósido. Se ha encontrado que los monos macacos son resistentes a la toxicidad por dihidroestreptomicina, mientras que los monos patas se muestran muy sensibles a la toxicidad coclear.


Se han estudiado los árboles genealógicos de múltiples familias. En tres familias chinas, se identificó una mutación específica en el ARNr 12S mitocondrial. El locus mitocondrial es compatible con un patrón matrilineal de herencia. La anomalía es una sustitución de A por G en la posición del nucleótido 1555. Se ha encontrado la misma sustitución de A por G en familias de Japón, Mongolia y en una familia árabe-israelí. En un estudio prospectivo de 9.371 niños de procedencia europea, el 0,19%, o uno de cada 520, tenía la mutación de A por G en la posición 1555272a. En un estudio de 2.856 adultos, el 0,21%, o uno de cada 500, tenía dicha mutación272b. Por tanto, cuando sea clínicamente factible, parece razonable realizar un estudio genético antes de un tratamiento con aminoglucósidos. Cuarenta y un pacientes de Estados Unidos de diversas etnias se estudiaron tras el desarrollo de sordera inducida por aminoglucósidos; siete de los pacientes (17%) presentaban la mutación A por G del nucleótido 1555. Tiene importancia clínica que cuatro de los siete poseían antecedentes familiares de ototoxicidad inducida por aminoglucósidos. En conjunto, el 17-33% de los pacientes con toxicidad coclear portaba la mutación. Además, se ha identificado una segunda mutación en el ARNr 12S mitocondrial: ΔT961Cn274-276. En conjunto, estos estudios apoyan la presencia de mutaciones que causan una alteración de la síntesis de proteínas mitocondriales mediada por aminoglucósidos277. Se dispone de un análisis comercializado de la presencia de la mutación A1555G (y otras, incluidas G7444A y C1494T), pero actualmente no se recomienda278. No se ha identificado ninguna predisposición genética a la toxicidad vestibular o renal por aminoglucósidos.


Se han documentado modelos in vitro del ARNr 12S normal y mutante. El ARNr mutante se une a los aminoglucósidos, mientras que el modelo normal no. La unión era mayor en el caso de los fármacos clínicamente más tóxicos (paromomicina, neomicina) que para la gentamicina o la tobramicina279.









Otros factores de riesgo


Se han analizado los factores de riesgo en los modelos animales de lesión coclear. Muchos de los resultados son paralelos a los observados en el modelo de nefrotoxicidad en la rata, es decir, la toxicidad en humanos está relacionada con la dosis y la duración del tratamiento con aminoglucósidos256. Se ha establecido una jerarquía de potencial tóxico, con neomicina como la más tóxica, seguida en orden descendente por la gentamicina, la tobramicina, la amikacina y la netilmicina. La estructura del fármaco marca la diferencia. El potencial de la estreptomicina para producir una pérdida auditiva neurosensorial es bien conocido. El cambio de un grupo aldehído de la estreptomicina por un alcohol da lugar a la dihidroestreptomicina. Ésta tiene escasa toxicidad coclear, pero produce lesiones en el aparato vestibular.


Los diuréticos «de asa», la vancomicina y el ruido ambiental alto de forma concomitante al tratamiento aumentan el riesgo de toxicidad coclear256,280-282. La administración de una dosis al día disminuye el riesgo en comparación con la misma dosis diaria administrada a intervalos frecuentes o mediante perfusión continua283.


El análisis de los factores de riesgo en los ensayos en humanos es difícil de valorar porque los pacientes no fueron estudiados para detectar una pérdida auditiva de alta frecuencia y no pueden obtenerse datos basales de forma fiable en los pacientes enfermos y con fiebre. Sin embargo, el análisis estratificado retrospectivo discriminativo de los datos de 135 pacientes incluidos en los ensayos clínicos prospectivos doble ciego del tratamiento con aminoglucósidos identificaba la duración del tratamiento, bacteriemia asociada, la hipovolemia, el grado de elevación de la temperatura y la alteración de la función hepática como factores de riesgo284. Un grupo utilizó análisis multivariante e identificó sólo la edad como factor de riesgo285. Con los datos disponibles hoy en día, es difícil asegurar la existencia de diferencias medibles en el riesgo de toxicidad coclear entre la gentamicina, la tobramicina, la amikacina y la netilmicina258-286. En un estudio se observó que la netilmicina es menos tóxica para la cóclea que la tobramicina238. El desarrollo de alteración de la función renal (por cualquier motivo) y la no disminución posterior de la dosis diaria de aminoglucósidos produjeron una elevación de los niveles plasmáticos, de las concentraciones del fármaco en la perilinfa y un riesgo mayor de toxicidad287.









Características clínicas


La toxicidad coclear puede ser unilateral o bilateral267,287. La lesión puede producirse en días y semanas después de finalizar la administración del fármaco. La lesión coclear puede ser independiente de la lesión vestibular y de la nefrotoxicidad. La dosis acumulada y la duración del tratamiento son más importantes que las concentraciones plasmáticas.


El riesgo de toxicidad coclear o vestibular es superior en los pacientes con alteración de la función renal287. El uso de la neomicina, con independencia de la vía de administración (p. ej., oral, intraperitoneal, tópica sobre las heridas abiertas o irrigación vesical), resulta especialmente arriesgado287.


La pérdida auditiva de alta frecuencia puede producirse en ausencia de síntomas. La pérdida auditiva conversacional puede aparecer sin previo aviso. Algunos pacientes presentan tinnitus o una sensación de «plenitud en los oídos», que puede representar una lesión precoz.












Toxicidad vestibular


La diana de la toxicidad vestibular asociada al fármaco es la célula ciliada de tipo I de la parte más elevada de las crestas ampulares288. La verdadera incidencia de toxicidad vestibular en pacientes muy enfermos resulta casi imposible de determinar. Como la lesión vestibular puede compensarse mediante los estudios visuales y propioceptivos, los pacientes pueden sufrir daños considerables antes de que aparezcan síntomas o hallazgos clínicos. La presencia de síntomas como náuseas, vómitos y vértigos es muy sospechosa289. Puede existir visión borrosa con los movimientos de la cabeza (es decir, oscilopsia). Los síntomas se agudizan en la oscuridad, cuando los ojos están cerrados, con superficies en movimiento y en otras situaciones que bloquean las vías compensadoras. El nistagmo puede ser evidente. Raramente se realiza una vigilancia sistemática de los enfermos con electronistagmografía; en un estudio clínico con vigilancia mediante electronistagmografía se demostraron anomalías en el 4-6% de los pacientes que recibían gentamicina o amikacina238,239. No existen datos para comparar, de forma controlada, el potencial tóxico de los aminoglucósidos prescritos más a menudo.


La lesión vestibular puede ser unilateral o bilateral y leve o grave289. La recuperación funcional, incluso en casos de lesiones bilaterales, se registró que se produce en hasta el 53% de los pacientes de 10 días a 9 meses tras la interrupción de la exposición al fármaco289-292. Además de la compensación visual y propioceptiva, la recuperación puede deberse a la regeneración de las células ciliadas, como se ha demostrado en los modelos animales293,294. La relevancia de esto último en humanos no está clara.


Las células ciliadas vestibulares son lesionadas a propósito con la gentamicina en el tratamiento de la enfermedad de Meniere que no responde a las medidas conservadoras295. La inyección en el oído interno permite que la gentamicina pase a través de la membrana de la ventana redonda, penetre en el laberinto y destruya las células ciliadas. Una única inyección ha demostrado que controla bien el vértigo en el 75% de los pacientes, con una mínima pérdida auditiva neurosensorial296.









Prevención


Si está indicado un tratamiento con aminoglucósidos, el riesgo de ototoxicidad puede minimizarse utilizando un tratamiento tan corto como sea clínicamente posible y mediante una valoración periódica de la función renal para evitar concentraciones plasmáticas elevadas. Si se dispone de una prueba audiométrica de alta frecuencia, el estado mental del paciente permite respuestas válidas a estímulos auditivos y es probable que necesite un tratamiento de más de 4 días, parece razonable monitorizar de forma seriada la capacidad del paciente para escuchar los sonidos de alta frecuencia.












Bloqueo neuromuscular


El bloqueo neuromuscular tras la administración de aminoglucósidos es un efecto adverso infrecuente pero grave y mortal en potencia. El bloqueo neuromuscular se ha descrito en los pacientes tratados con neomicina, estreptomicina, kanamicina, tobramicina, gentamicina, amikacina o netilmicina131,297. En general, se ha producido bloqueo en situaciones clínicas en las que una enfermedad o un fármaco concomitante interfieren en la transmisión neuromuscular297. También es un factor de riesgo una rápida elevación en las concentraciones del fármaco.


Las manifestaciones clínicas del bloqueo pueden comprender debilidad de los músculos respiratorios, parálisis flácida y dilatación pupilar. Los reflejos tendinosos profundos pueden estar ausentes, hipoactivos o presentes. La exposición al fármaco puede haber sido consecuencia de una administración intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, intrapleural, oral, tópica o retroperitoneal131,297. Tanto in vitro como in vivo, cuanto mayor es la carga positiva, mayor es la propensión a causar bloqueo; por tanto, la neomicina es el más potente de los aminoglucósidos298.


El riesgo de bloqueo está amplificado en los pacientes tratados con d-tubocurarina, succinilcolina o fármacos similares297. La hipomagnesemia, la hipocalcemia, y quizá los antagonistas de los canales del calcio, aumentan el riesgo299. Los pacientes con botulismo infantil tienen un riesgo mayor300. Los informes son contradictorios en relación al riesgo de los pacientes con miastenia grave301.


Se produce bloqueo debido a la inhibición de la liberación presináptica de la acetilcolina, así como al bloqueo de los receptores postsinápticos de la acetilcolina. Los aminoglucósidos pueden impedir la internalización del calcio en la región presináptica del axón302. La internalización del calcio debe producirse antes de la liberación de acetilcolina. La neomicina es más capaz de inhibir la liberación presináptica, mientras que la estreptomicina y la netilmicina son los fármacos más activos en el punto postsináptico303,304. El bloqueo neuromuscular es revertido rápidamente por la administración intravenosa de gluconato cálcico305. La respuesta a la neostigmina ha sido variable.


El bloqueo resulta prevenible mediante la perfusión intravenosa de aminoglucósidos a lo largo de un período de 20-30 minutos o más, sobre todo en los pacientes a los que se administran dosis altas una vez al día. No se reconoce una indicación clara para la instilación de concentraciones altas de aminoglucósidos en la cavidad peritoneal o el espacio pleural.
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Las indicaciones clínicas de los aminoglucósidos se dividen en empíricas, específicas y preventivas. Los usos empíricos y específicos se resumen en las tablas 26-8 y 26-9, respectivamente.


Tabla 26-8 Ejemplos de indicaciones empíricas de los aminoglucósidos






	Tipo de infección

	Ejemplos (otros capítulos relacionados en el texto)

	Uso inicial en combinación con otros antimicrobianos






	Bacteriemia326


	Fiebre sin foco claro (51)

	Sí






	Quemaduras

	Infección de quemaduras (318)

	Sí






	Endocarditis infecciosa309,310,433


	Estreptocócica, enterocócica, estafilocócica (77)

	Sí






	Infección intraabdominal311,330


	Apendicitis, diverticulitis, colecistitis, peritonitis (71-76)

	Sí






	Meningitis76


	Postraumática, posquirúrgica (84)

	Sí






	Neutropenia febril312


	Posquimioterapia (309)

	Sí






	Ocular150,153


	Endoftalmitis (112)

	Sí






	Osteomielitis, artritis séptica76,307,314


	Posquirúrgica, postraumática (102-104, 317)

	Sí






	Otitis76,307


	Maligna, otitis externa en paciente diabético (57)

	Sí






	Neumonía76,307,314


	Neumonía nosocomial (303)

	Sí






	Pielonefritis76,307


	Pacientes con sonda Foley permanente (69)

	Sí






	Sepsis327,328


	Sepsis (70)

	Sí






	Enfermedades de transmisión sexual315


	Enfermedad inflamatoria pélvica (108)

	Sí






	Piel, tejido subcutáneo

	Pie diabético infectado (90)

	Sí







Datos procedentes de las referencias 76, 86, 286, 307 y de las referencias incluidas en la tabla.


Tabla 26-9 Indicaciones específicas de los aminoglucósidos y la espectinomicina






	Selección de patógenos

	Aminoglucósido

	Fármacos utilizados en la combinación






	Bacilos gramnegativos aerobios






	Especies de Klebsiella316,317


	A, G, N, T

	PAP, CEE






	Enterobacter aerogenes

	A, G, N, T

	PAP, CEE






	Serratia marcescens

	G

	PAP, CEE






	Pseudomonas aeruginosa

	T

	PAP, CAP






	
Francisella tularensis318


	St, G

	No






	
Brucella abortus319


	G o St

	Doxiciclina






	
Yersinia pestis320


	St, G

	No






	
Vibrio vulnificus321


	A, G, N, T

	CEE






	Cocos grampositivos aerobios






	Estreptococos viridans

	G

	Penicilina G






	Enterococcus faecalis

	G

	Penicilina G






	Staphylococcus aureus

	G

	Nafcilina






	Staphylococcus epidermidis

	G

	Vancomicina (+ rifampicina)






	Neisseria gonorrhoeae

	Sp

	No






	Mycobacterium avium-intracellulare

	A

	Múltiples






	Mycobacterium tuberculosis

	St

	Múltiples






	Entamoeba histolytica

	P

	No






	Cryptosporidium parvum

	P

	No







A, amikacina; CEE, cefalosporina de espectro extendido; CAP, cefalosporina antipseudomonas; G, gentamicina; N, netilmicina; P, paromomicina; PAP, penicilina antipseudomonas; Sp, espectinomicina; St, estreptomicina; T, tobramicina.


Datos procedentes de las referencias 76, 307 y de las referencias incluidas en la tabla.






Tratamiento empírico


Los aminoglucósidos (gentamicina, tobramicina, amikacina) son eficaces en el tratamiento empírico de las infecciones causadas o que se sospecha que están causadas por bacilos gramnegativos aerobios, incluido P. aeruginosa. Los aminoglucósidos tienen actividad in vitro frente a S. aureus, pero pueden aparecer colonias pequeñas de variantes resistentes en 24 horas, a menos que se administre un β-lactámico o vancomicina de forma concomitante306. La actividad frente a las especies de Enterococcus requiere una penicilina activa o vancomicina de forma concomitante. Es fundamental el hecho de que los aminoglucósidos no tienen actividad frente a los microorganismos neumocócicos o anaerobios. Con el objetivo de anticipar el espectro de actividad o para lograr un efecto aditivo o sinérgico, los aminoglucósidos a menudo se combinan con un antibiótico β-lactámico, con vancomicina o con un fármaco activo frente a bacterias anaerobias. Excepto en determinadas infecciones micobacterianas, no existen motivos para combinar un aminoglucósido con una fluorquinolona.


Otras clases de antimicrobianos, solos o combinados, pueden ser igualmente eficaces en el tratamiento empírico de las infecciones enumeradas en la tabla 26-8. Los ejemplos comprenden las penicilinas antipseudomonas (p. ej., piperacilina), una penicilina combinada con un inhibidor de la β-lactamasa (p. ej., ampicilina-sulbactam, ticarcilina-ácido clavulánico, piperacilina-tazobactam), las cefalosporinas de espectro ampliado (p. ej., ceftriaxona, cefepima, ceftazidima), un carbapenem (p. ej., imipenem-cilastatina, meropenem, doripenem, ertapenem) y las quinolonas fluoradas (p. ej., ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino).


La eficacia del tratamiento empírico con aminoglucósidos ha sido documentada en simposios que describen los resultados de los ensayos clínicos que sirvieron como base de la concesión de la licencia y en los ensayos posteriores que compararon un aminoglucósido con otro o con un β-lactámico234,235,238,308-316,321-329. En los pacientes neutropénicos con fiebre, se observó una tasa elevada de fracasos tras la monoterapia con aminoglucósidos; por ello, en dichos pacientes, los aminoglucósidos se administran combinados con un antibiótico β-lactámico activo frente a bacilos gramnegativos aerobios311. Para evitar el potencial tóxico de los aminoglucósidos, puede sustituirse una fluoroquinolona activa frente a bacilos gramnegativos aerobios, como el ciprofloxacino o el levofloxacino, por el aminoglucósido en combinación con un β-lactámico. Las recomendaciones sobre el tratamiento del paciente neutropénico con fiebre sugieren evitar los aminoglucósidos si es posible; en su lugar, se utiliza una monoterapia empírica con un carbapenem (p. ej., imipenem-cilastatina) o con ceftazidima312.


Las guías clínicas actuales sobre tratamiento empírico de las infecciones intraabdominales de gravedad moderada o alta no recomiendan la combinación de un aminoglucósido con metronidazol311,330. Esta conclusión se basa en el potencial tóxico de los aminoglucósidos y en la disponibilidad de pautas igualmente eficaces. Otras pautas de primera elección incluyen una combinación de β-lactámico-inhibidor de β-lactamasas (p. ej., piperacilina-tazobactam) más una fluoroquinolona o una monoterapia con un carbapenem, como imipenem-cilastatina, doripenem o meropenem. Una pauta con aminoglucósidos es útil en pacientes que no pueden ser tratados con una fluoroquinolona o un carbapenem. La evidencia sugiere que la virulencia de Enterococcus no basta para justificar un tratamiento empírico que incluya aminoglucósidos311,330. En pacientes con enfermedad valvular cardíaca subyacente pueden constituir una excepción.









Tratamiento específico


Después de 1 o 2 días, cuando el paciente se encuentra estabilizado, el proceso de la enfermedad se comprende mejor y se dispone de los resultados de los cultivos realizados en el ingreso, quizá resulte posible incrementar la especificidad del tratamiento antimicrobiano del paciente (v. tabla 26-9). Si se aísla P. aeruginosa, a menudo se inicia o se continúa con un aminoglucósido junto con una penicilina antipseudomonas (p. ej., ceftazidima). Si fuera activa, una fluoroquinolona podría sustituir al aminoglucósido. De manera ocasional puede añadirse rifampicina para potenciar el tratamiento antipseudomona331. Han aparecido Enterobacteriaceae que producen β-lactamasas de espectro ampliado. Con mayor frecuencia están implicadas E. coli y las especies de Klebsiella. En general éstas son portadoras de plásmidos que también median la resistencia a los aminoglucósidos317. En un paciente no neutropénico con una infección urinaria de poca gravedad, la monoterapia con un aminoglucósido puede ser suficiente308. Debido a su mayor actividad in vitro y en los modelos animales, la tobramicina es el aminoglucósido preferido para la infección por P. aeruginosa. Si el patógeno es Serratia, se prefiere la gentamicina porque ésta desempeña una actividad in vitro superior frente a las especies de Serratia. Para otros bacilos gramnegativos aerobios, la amikacina, la gentamicina, la netilmicina y la tobramicina parecen tener una eficacia equivalente.


La estreptomicina y la gentamicina se han revelado eficaces en el tratamiento de la peste y la tularemia, como la gentamicina más la doxiciclina en el tratamiento de la brucelosis318,319,332. Otros aminoglucósidos pueden ser eficaces, pero no se ha documentado experiencia con su uso.


Los aminoglucósidos se utilizan con mayor frecuencia en el tratamiento combinado, según se indica en la tabla 26-9. Con un arsenal creciente de fármacos de distintas clases que tienen actividad predecible frente a los bacilos gramnegativos aerobios, hoy en día es posible, y a menudo aconsejable, interrumpir el tratamiento con aminoglucósidos después de 2 o 3 días. Dicha estrategia se beneficia de la eficacia de los aminoglucósidos y, debido a la corta duración del tratamiento, minimiza el riesgo de toxicidad por aminoglucósidos. El inicio del tratamiento empírico con uno de los fármacos no aminoglucósidos es otra estrategia terapéutica. La aparición de Enterobacteriaceae resistentes durante los primeros días del tratamiento con las cefalosporinas de espectro extendido es un motivo de preocupación333,334. La teoría sostiene que este problema es dependiente del inóculo y, por tanto, resulta menos probable su aparición después de algunos días de tratamiento con aminoglucósidos en monoterapia o en tratamiento combinado. Un metaanálisis de ensayos aleatorizados y controlados arroja dudas sobre el concepto de que el tratamiento concomitante con aminoglucósidos pueda inhibir el desarrollo de resistencias335.









Profilaxis


Las técnicas quirúrgicas genitourinarias y gastrointestinales ponen al paciente en riesgo de presentar una bacteriemia enterocócica. En caso de pacientes con enfermedad valvular cardíaca, la profilaxis ya no se recomienda sólo para prevenir la endocarditis. En los pacientes con una infección urinaria enterocócica conocida o posible, es razonable incluir fármacos con actividad antienterocócica en el tratamiento prequirúrgico de las técnicas digestivas o genitourinarias336. Si el paciente tiene una enfermedad valvular cardíaca subyacente, se recomienda la profilaxis con la combinación de la ampicilina y la gentamicina. La vancomicina sustituye a la ampicilina en los pacientes alérgicos a la penicilina.


El riesgo de infección tras la colectomía programada se reduce mediante limpieza mecánica del intestino más la administración oral de neomicina y eritromicina. Se administra un gramo de cada uno tres veces durante las 18-24 horas previas a la cirugía.



















[image: image] Dosificación de los aminoglucósidos


Se ha autorizado el uso de los aminoglucósidos en varias administraciones al día en los pacientes con función renal normal: dos veces al día para la estreptomicina y la amikacina y tres veces al día para la gentamicina, la tobramicina, la netilmicina y la amikacina. Como alternativa, los aminoglucósidos pueden ser administrados una vez al día. Ambos métodos se describen en esta sección en su aplicación a los adultos. La dosificación en la población pediátrica y en circunstancias determinadas se revisa por separado.






Múltiples dosis diarias






Dosis de carga


En el caso de múltiples dosis diarias, el tratamiento se divide en una dosis inicial (de carga) y dosis de mantenimiento (tabla 26-10). El objetivo de la dosis inicial consiste en lograr rápidamente una concentración plasmática pico «terapéutica». El intervalo de niveles pico que se pretende alcanzar representa un compromiso entre la eficacia que se correlaciona con las concentraciones más elevadas y la idoneidad de que se elimine un fármaco potencialmente tóxico antes de la siguiente dosis. Los niveles valle indicados reflejan el intento de mantener concentraciones mínimas o por encima de las CMI de la mayoría de los bacilos gramnegativos aerobios sensibles durante todo el intervalo entre dosis.




Tabla 26-10 Dosis sugeridas de aminoglucósidos para indicaciones seleccionadas*
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El cálculo de la dosis de carga se basa en el peso corporal ideal en kilogramos, según se obtiene de las siguientes fórmulas:
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La dosis de carga es independiente de la función renal. En los pacientes dentro del 30% de su peso corporal ideal, la dosis de carga varía entre 2 mg/kg para la gentamicina y la tobramicina hasta 7,5 mg/kg para la amikacina y la estreptomicina (v. tabla 26-10).


El nivel plasmático pico obtenido depende del volumen de distribución. Como el volumen de distribución es menor en el tejido adiposo que en la masa magra corporal, la dosis inicial se ajusta en los pacientes cuyo peso corporal real es superior al peso ideal en más del 30%. El peso corporal ideal se añade al 40% del exceso de peso (0,4 [peso corporal total – peso corporal ideal]) y el total se utiliza como punto de partida para calcular la dosis de carga136. El ajuste para el exceso de adiposidad es fundamental en los pacientes obesos «mórbidos»337.


El volumen de distribución está aumentado en los pacientes con quemaduras graves, ascitis, otros estados edematosos y, al menos en teoría, en cualquier proceso que produzca un síndrome de «escape» capilar. El volumen de distribución de los aminoglucósidos se considera de 0,2-0,3 l/kg338. La deshidratación o la atrofia muscular disminuyen el volumen aparente de distribución. Las últimas situaciones varían mucho de un paciente a otro, y de hora en hora en los pacientes críticos339. Por tanto, se recomienda determinar un nivel sérico pico tras la dosis inicial o tras la primera dosis de mantenimiento. Puede calcularse una estimación grosera del nivel plasmático previsto (en microgramos por mililitro) dividiendo la dosis administrada (mg/kg) entre el volumen ajustado de distribución (l/kg).


La definición de la duración de un nivel pico diana de fármaco varía de un autor a otro340,341, pero, con fines clínicos, no es necesaria una definición exacta. En los pacientes tratados por vía intravenosa, la dosis de carga se administra a lo largo de un período de 15-30 minutos. En condiciones ideales, los niveles plasmáticos pico se obtienen 30 minutos después del final de la perfusión. Esta cuidadosa sincronización no suele resultar factible, por lo que es aceptable extraer la muestra sérica 1 hora después del inicio de la perfusión de 15-30 minutos. Tras la administración intramuscular, la muestra sérica se recoge 1 hora después. Los rangos de las concentraciones pico y valle deseadas se resumen en la tabla 26-10.









Dosis de mantenimiento


El cálculo de la dosis de mantenimiento requiere una estimación de la función renal, ya que la eliminación de los aminoglucósidos se correlaciona de forma directa con la filtración glomerular. La FG, en general, disminuye con la edad y como consecuencia de algunas enfermedades. La FG se refleja en el ACr endógena. El ACr se estima a partir de la ecuación de Cockcroft y Gault342.
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donde CP es la concentración de creatinina plasmática. Esta ecuación se aplica a los pacientes varones; para ajustarlo a las mujeres, el ACr calculado se multiplica por 0,85.


Las enfermedades que producen una pérdida significativa de masa muscular se asocian a valores bajos de creatinina sérica. En estos pacientes, la fórmula de Cockcroft-Gault puede sobreestimar gravemente el aclaramiento glomerular de los aminoglucósidos. Por este motivo, se sugiere que el valor mínimo de la CP utilizado en la fórmula presentada sea de 0,8 μg/ml343.


Existe un método alternativo, no tan ampliamente utilizado, de estimar la FG en función de la concentración plasmática de creatinina, la edad, el sexo, el nitrógeno ureico en sangre y la albúmina plasmática344.






Función renal normal


La dosis sugerida de carga, las dosis de mantenimiento y las concentraciones séricas deseables en los pacientes con un ACr estimado superior a 90 ml/min se resumen en la tabla 26-1076,338,340,341. Es deseable medir los niveles séricos pico y valle tras la primera o la segunda dosis de mantenimiento y ajustar la dosis de mantenimiento en función de los mismos. Como consecuencia, la concentración plasmática de creatinina debería medirse cada 3-5 días. Si el nivel de creatinina es estable, no hace falta repetir las mediciones de aminoglucósidos séricos. Si la función renal varía, la dosis vuelve a calcularse y se determinan los niveles séricos tras el inicio de la nueva pauta.


Los niveles séricos pico de aminoglucósidos se obtienen con el fin de asegurar que se administró cantidad suficiente de fármaco para su eficacia terapéutica. Los datos procedentes de animales infectados y el análisis de los datos de los ensayos clínicos apoyan una correlación entre los niveles séricos pico y la eficacia antibacteriana104,115,345,346.


Entre otros factores de riesgo, cuanto mayores sean la dosis total diaria y la duración del tratamiento, mayor será también el riesgo de toxicidad renal y ototoxicidad196,233,237. Los niveles valle son una medida de la función renal, como la concentración de creatinina sérica, y no predicen la nefrotoxicidad por sí mismos. Si el cálculo de la dosis es erróneo y la dosis administrada supera la capacidad eliminadora del riñón, la sobredosificación se refleja en una concentración valle elevada.









Función renal alterada


Los dos métodos generales de ajuste de dosis son el mantenimiento de la misma dosis con un alargamiento del intervalo de dosis o una reducción de la dosis con mantenimiento del mismo intervalo de dosis (es decir, cada 8 horas para gentamicina y tobramicina y cada 12 horas para amikacina). El alargamiento del intervalo de dosis tiene a su favor que se obtienen niveles pico más elevados con potenciación de la actividad bactericida. Los intervalos sugeridos se resumen según el grado de alteración de la función renal en la tabla 26-11.




Tabla 26-11 Múltiples dosis diarias: ajuste de dosis en pacientes con función renal alterada*


[image: image]




Como alternativa, tras una dosis de carga, la dosis de mantenimiento puede reducirse mientras se mantiene el intervalo de dosis estándar347,348. La dosis de mantenimiento se calcula a partir de la utilizada en los pacientes con función renal normal (es decir, ACr >80 ml/min), así:
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Recuérdese que las concentraciones séricas de creatinina inferiores a 0,8 mg/dl pueden sobreestimar el aclaramiento renal de la gentamicina343.









Dosificación en los pacientes en diálisis


Los pacientes con insuficiencia renal terminal por lo general son atendidos, bien mediante hemodiálisis, bien mediante diálisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA). Los pacientes críticos pueden requerir hemofiltración arteriovenosa continua (HAVC). Estas tres técnicas potencian el aclaramiento de los aminoglucósidos. La cantidad sugerida de suplemento se resume en la tabla 26-11; el uso de los aminoglucósidos en el tratamiento de la peritonitis como complicación de la DPCA se analiza más adelante.


Los suplementos sugeridos para los pacientes sometidos a hemodiálisis se basan en la asunción de que aproximadamente dos tercios del aminoglucósido circulante se eliminan mediante la hemodiálisis. Sin embargo, el aclaramiento de los aminoglucósidos puede variar mucho en función de las características de la membrana de diálisis, la duración de la diálisis, la presión arterial durante la misma y otras variables. Por tanto, se sugiere, sobre todo en los pacientes críticos, que la concentración sérica pico de los aminoglucósidos se determine tras la dosis de aminoglucósido posterior a la diálisis.


La HAVC se utiliza en el tratamiento de la insuficiencia renal aguda en los pacientes críticos349. En función de las variables relacionadas tanto con el paciente como con el filtro, la hemofiltración continua equivale a un ACr de 10-50 ml/min338. El líquido filtrado se reemplaza continuamente mediante la administración de líquido por vía parenteral. Para los pacientes sometidos a DPCA que tienen una infección sistémica y están recibiendo una dosis intravenosa de aminoglucósido cada 2-3 días deben administrarse pequeños suplementos diarios por vía intravenosa para reemplazar el fármaco que se pierde en el dializado (v. tabla 26-11). Para los pacientes en hemodiálisis, se administra una dosis total cada 48-72 horas, y el día de la hemodiálisis se administra una dosis adicional de la mitad de la dosis total, tras la diálisis, para reemplazar el fármaco eliminado por la misma. Debido a la variabilidad individual, deberían medirse los niveles séricos. Las dosis sugeridas para la gentamicina, la tobramicina y la amikacina se resumen en la tabla 26-11.












Dosificación individualizada


Sigue sin estar claro si cada paciente al que se administra un aminoglucósido requiere una evaluación farmacocinética individual350. La dosificación individualizada es esencial en el paciente crítico con alteración en el volumen de distribución de un fármaco y una función renal inestable. En el otro extremo se encuentra el paciente que por lo demás es sano, con función renal normal y sin otra comorbilidad, que se espera que reciba 3 días o menos de tratamiento. El último paciente puede no requerir la determinación de niveles séricos. Muchos pacientes se encuentran entre estos dos extremos; en principio son inestables y requieren una estrecha vigilancia de los niveles séricos, pero, cuando se estabilizan, pueden requerir sólo determinaciones periódicas de la creatinina. Ha sido difícil probar que la dosificación individualizada lograse una mayor eficacia o una toxicidad reducida cuando se compara con el abordaje mediante normograma351. En la práctica, en los pacientes graves y críticos se fijan los niveles séricos pico o valle, o ambos, con frecuencia hasta que se estabilizan.












Administración de una dosis única diaria






Premisa


El concepto del tratamiento con una dosis única diaria se desarrolló a partir de varias observaciones separadas pero relacionadas entre sí115,346. En primer lugar, la nefrotoxicidad y la ototoxicidad experimentales fueron menos graves en los animales a los que se administró una dosis diaria del fármaco en una única inyección, en comparación con la misma dosis diaria administrada en dos o tres dosis divididas. Los animales a los que se administró una única dosis diaria acumularon menos fármaco en la corteza renal. Se observó el mismo resultado en los pacientes que estuvieron de acuerdo en recibir un aminoglucósido antes de una nefrectomía programada. Los pacientes tratados con dosis estándar cada 8 horas tuvieron concentraciones tisulares renales más bajas de tobramicina, netilmicina y amikacina que los tratados con una cantidad equivalente de estos fármacos mediante perfusión intravenosa continua352,353. En segundo lugar, los aminoglucósidos muestran un EPA frente a los bacilos gramnegativos aerobios, tanto in vitro como in vivo93,102,103. La duración del EPA aumenta con la concentración pico de aminoglucósido. En el caso de los animales, la duración del EPA es mucho mayor en los sujetos sanos que en aquéllos con neutropenia inducida. La dosificación una vez al día también obvia las preocupaciones sobre el fenómeno de resistencia adaptativa. Los estudios demostraron que, durante el período de aminoglucósido no detectable al final del intervalo de una dosis diaria única, el fenómeno de resistencia adaptativa desapareció in vitro, en un modelo animal de endocarditis, y en el esputo de los pacientes con FQ354-356. Por tanto, el nivel plasmático de los aminoglucósidos puede caer por debajo de la CMI de las bacterias patógenas sin pérdida de eficacia. Por último, la eficacia antibacteriana de los aminoglucósidos está aumentada por las concentraciones pico altas del fármaco87,93,346. Por tanto, la dosificación una sola vez al día ofrece el potencial de reducir el riesgo de ototoxicidad y nefrotoxicidad sin menoscabar la eficacia antibacteriana.


El tratamiento con una dosis diaria se ha revelado seguro y eficaz en los modelos de animales infectados. El inicio de la nefrotoxicidad se retrasó y fue menos grave en las ratas con abscesos subcutáneos a las que se administró una dosis diaria comparado con las dosis diarias múltiples357. En los cobayas con neumonía secundaria a P. aeruginosa, la dosificación una vez al día resultó tan eficaz como las dosis diarias múltiples104. En los animales neutropénicos, el tratamiento con una dosis diaria de aminoglucósidos fue menos eficaz, a menos que el fármaco se combinara con un β-lactámico activo frente a P. aeruginosa104.


Dos grupos pequeños de voluntarios sanos recibieron una dosis única de aminoglucósido. No se detectó ningún síntoma de nefrotoxicidad o de ototoxicidad358,359.









Ensayos clínicos


Existen más de 55 ensayos clínicos publicados sobre este tema, incluidos 31 ensayos prospectivos aleatorizados considerados válidos para 8 metaanálisis publicados360-401. Los ensayos controlados publicados y la experiencia con gran número de pacientes que no formaron parte de ensayos controlados han incluido el tratamiento de todas las infecciones encontradas con frecuencia y casi todas las poblaciones de pacientes: recién nacidos402-409, niños371,373,388,398,405,406, ancianos376,389, pacientes neutropénicos con fiebre362,377,384,389,400, pacientes críticos363,371,389 y pacientes con niveles variables de insuficiencia renal369,389,400,407. La visión global401 de la gran experiencia publicada y analizada con detalle en pacientes indica que la administración de aminoglucósidos una vez al día:



• Es tan eficaz como el método tradicional de dosis múltiples (v. más adelante las excepciones).



• Puede reducir pero no eliminar el riesgo de nefrotoxicidad y ototoxicidad inducidas por el fármaco.



• Es más sencilla, requiere menos tiempo y resulta más rentable que las pautas de dosis múltiples.



• Probablemente no debería utilizarse en pacientes con endocarditis enterocócica346.



• Se requieren más estudios en determinadas poblaciones de pacientes, por ejemplo, en las mujeres embarazadas, pacientes con FQ (v. más adelante), pacientes con meningitis causada por bacilos gramnegativos aerobios y pacientes con osteomielitis407.



• No empeora la función neuromuscular ni siquiera en los pacientes críticos con ventilación mecánica (sin embargo, debería evitarse la perfusión intravenosa rápida)408.









Pautas de una dosis diaria


En la actualidad, no se ha alcanzado un consenso respecto a los detalles de la pauta de una dosis diaria. Los dos métodos utilizados con más frecuencia se resumen en las tablas 26-12, 26-13 y 26-14 y se analizan en las siguientes secciones.




Tabla 26-12 Pautas sugeridas de una dosis única diaria: gentamicina o tobramicina*
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Tabla 26-13 Pautas sugeridas de una dosis única diaria para netilmicina, amikacina, kanamicina y estreptomicina*
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Tabla 26-14 Pauta alternativa de administración de aminoglucósidos en una dosis diaria en adultos en función de una dosis constante (7 mg/kg) y una prolongación del intervalo






	Aclaramiento de creatinina estimado (ml/min)

	
Intervalo de dosis*







	≥60

	Cada 24h






	40-60

	Cada 36h






	20-40

	Cada 48h






	<20

	Administrar una nueva dosis cuando el nivel sea <1 μg/ml







* Tras la dosis inicial, realizar niveles plasmáticos.


Datos procedentes de Nicolau DP, Freeman CD, Bellineau PP y cols. Experience with a once-daily aminoglycoside program administered to 2184 adult patients. Antimicrob Agents Chemother. 1995;39:650-655 y Freeman CD, Nicolau DP, Belliveau PP y cols. Once-daily dosing of aminoglycosides: Review and recommendations for clinical practice. J Antimicrob Chemother. 1997;39:677-686.






Dosis diaria total: función renal normal


La función renal normal se define como ACr estimado superior o igual a 80 ml/min. Este cálculo puede no ser válido en los pacientes con una masa muscular reducida, reflejada por una concentración plasmática de creatinina de 0,5 mg/dl o menor.


Una propuesta para determinar las dosis diarias únicas es administrar la suma de las dosis diarias en pautas de varias dosis aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU.; por ejemplo, la gentamicina o la tobramicina están aprobadas hasta 1,7 mg/kg por dosis y tres dosis al día, para una dosis diaria total de 5,1 mg/kg/día (v. tabla 26-12)389,409. Para la netilmicina, la dosis diaria total es de 6,0 mg/kg y para la amikacina es de 15 mg/kg (v. tabla 26-13)409. La ventaja de este método para determinar la dosis diaria única es la confianza de que el nivel sérico se reducirá por debajo de 1 μg/ml en 12-18 horas tras la dosis y, por tanto, disminuirá el riesgo de nefrotoxicidad. La desventaja es el fracaso potencial en el logro del pico sérico pretendido (para la gentamicina y la tobramicina) de 16 a 24 μg/ml en los pacientes con un aumento del volumen de distribución del fármaco, como en aquéllos con estados edematosos (p. ej., insuficiencia cardíaca congestiva, ascitis) o aquéllos con capilares «con escape» como consecuencia de una bacteriemia. En un estudio clínico que incluyó un porcentaje elevado de pacientes críticos, el pico sérico de gentamicina tras la primera dosis de 5,1 mg/kg era inferior a 16 μg/ml en el 48% de los pacientes409. Por tanto, en pacientes críticos, es razonable administrar una dosis inicial de 7,0 mg/kg.


Un segundo método aumenta la dosis diaria total de gentamicina o de tobramicina hasta 7 mg/kg para aumentar el pico sérico medio y, por tanto, facilitar con posterioridad la actividad bactericida dependiente de la concentración (v. tabla 26-12399,400). La dosis más elevada tiene una clara ventaja en los pacientes con un aumento del volumen de distribución del fármaco, y no se han registrado bloqueos neuromusculares. No existen estudios controlados que comparen las dosis de 5 frente a 7 mg/kg/día de gentamicina o tobramicina, pero la experiencia clínica con la dosis de 7 mg/kg/día es considerable399,400. Con la excepción de los pacientes con FQ, no se ha documentado el uso clínico de las dosis únicas de amikacina o netilmicina por encima de la dosis total aprobada. Los recién nacidos y los pacientes con FQ tienen una cinética alterada para los aminoglucósidos y se analizan más adelante en este capítulo.


En resumen, en los pacientes críticos se recomienda que la dosis inicial de la gentamicina o la tobramicina sea de 7 mg/kg, con confirmación del pico sérico entre 16 y 24 μg/ml. Si existe una mejoría clínica y la función renal sigue siendo normal, la dosis podría reducirse a 5,1 mg/kg/día durante los primeros días del tratamiento.









Dosis diaria total: función renal alterada


La dosificación en los pacientes con función renal reducida y, por tanto, disminución del aclaramiento del fármaco, no se encuentra establecida. Un método disminuye de forma gradual en proporción a la reducción del ACr (v. tablas 26-12 y 26-13). El intervalo de dosis se mantiene en 24 horas en los pacientes con un ACr estimado de 30-80 ml/min, con prolongación hasta 48 horas cuando el ACr cae por debajo de 30 ml/min. Para valores de 40 ml/min o menos desaparece la ventaja teórica de la dosificación una vez al día; es decir, el pico sérico es de 10 μg/ml y el fármaco es detectable en plasma a lo largo del intervalo de dosis de 24 horas. Este método de reducción de dosis tiene la ventaja de una práctica disposición horaria de las dosis y mantiene algún período de tiempo en el que no se detecta el fármaco en el suero en los pacientes con alteración leve o moderada de la función renal.


El segundo método prolonga el intervalo de dosis sin alterar la dosis diaria total (v. tabla 26-14)399,400. Las tablas publicadas se basan en una dosis diaria de gentamicina y tobramicina de 7 mg/kg. La ventaja es el logro de picos séricos elevados, con independencia del grado de alteración en la función renal. Una desventaja es la ejecución de un intervalo de dosis de 36 horas en pacientes con ACr estimado en 40-60 ml/min. Quizá sean más relevantes la mayor duración de los niveles elevados de aminoglucósidos y la teórica preocupación de que esté aumentado el riesgo de nefrotoxicidad y ototoxicidad.












Resumen de las pautas de una dosis diaria


En función de los datos de los ensayos clínicos, muchos prefieren una dosis diaria total que logre los picos séricos diana para un nivel determinado de función renal. Para los pacientes con volumen de distribución ampliado, las primeras dosis deberían ser más altas, como se indica en la tabla 26-12. Para el tratamiento prolongado en pacientes con función renal normal (p. ej., pacientes con osteomielitis), 5 mg/kg/día para la gentamicina y la tobramicina, 6 mg/kg/día para la netilmicina y 15 mg/kg/día para la amikacina deberían ser eficaces.


Cuando la función renal está alterada, la dosis total diaria puede reducirse o puede aumentarse el intervalo de dosis. En la práctica, el primer método es el preferido, a la espera de nuevos datos.









Monitorización de los niveles plasmáticos con las pautas de una dosis diaria


Es necesario alcanzar niveles séricos de forma precoz en el curso del tratamiento. Los picos séricos se obtienen para asegurar la eficacia; los valles séricos se obtienen para reducir el riesgo de toxicidad. En los pacientes críticos, debería obtenerse un pico sérico tras la primera dosis. El suero se extrae 60 minutos después del inicio de la perfusión de 30-45 minutos. Como alternativa, el suero puede extraerse más tarde, tras la perfusión, y puede utilizarse una fórmula para calcular de forma retrospectiva un pico sérico estimado. El tiempo de distribución se prolonga con las dosis de 7 mg/kg, por lo que las muestras del pico deberían extraerse no antes de 30 minutos después del final de la perfusión, para evitar la sobreestimación de la concentración máxima409.


El momento de las determinaciones de los niveles valle séricos no se ha estandarizado. Se ha comprobado que la determinación 18 horas después de la dosis es práctica; el objetivo en los pacientes con valores de ACr de 70 ml/min es un nivel valle de menos de 1 μg/ml (indetectable). Si el ACr estimado está en 40-60 ml/min, un objetivo razonable es un nivel sérico menor de 1 μg/ml 23-24 horas tras la dosis (v. tabla 26-12).


Otro abordaje, basado en una dosis diaria fija de 7 mg/kg, utiliza el suero extraído 6-14 horas después de una dosis (v. tabla 26-14). El nivel sérico se aplica a un nomograma para determinar el intervalo recomendado de administración de la dosis fija399,400.


En los pacientes con función renal estable que requieren más de 3 días de tratamiento no se precisa la determinación de niveles séricos adicionales. En su lugar, se recomienda que se midan los niveles de creatinina sérica una o dos veces por semana. Un cambio en la concentración de creatinina provoca un cambio en la dosis y en la necesidad de revalorizar los niveles séricos.












Circunstancias especiales






Niños


La farmacocinética de los aminoglucósidos en los recién nacidos y lactantes difiere de la farmacocinética en adultos en al menos dos factores162,410. El aclaramiento renal de los aminoglucósidos está reducido en los recién nacidos, con una consiguiente prolongación de la semivida y una necesidad de reducción de la dosis de aminoglucósidos410. La semivida se prolonga incluso en los lactantes de bajo peso al nacer. En los recién nacidos con peso normal al nacer, la semivida sérica se aproxima a los valores adultos a los 7 días de edad.


El volumen de distribución de los aminoglucósidos es superior en recién nacidos que en adultos, en porcentaje del peso corporal. Este mayor volumen de distribución compensa, pero sólo de forma modesta, la reducción del aclaramiento renal. Debido a la farmacocinética impredecible, sobre todo en los recién nacidos de bajo peso al nacer, es necesario obtener niveles séricos pico y valle.


Las pautas de múltiples dosis diarias para los tres aminoglucósidos más utilizados se presentan en la tabla 26-15. Ni la kanamicina ni la estreptomicina aparecen en esta tabla, la primera debido a la frecuencia de resistencias entre las Enterobacteriaceae y la última como consecuencia del riesgo de ototoxicidad. Sin embargo, el tratamiento con estreptomicina puede ser necesario en pacientes con tuberculosis resistente a múltiples fármacos.




Tabla 26-15 Pautas de múltiples dosis diarias en lactantes y niños en función de la edad posconcepcional


[image: image]




Los estudios sobre pautas de una dosis diaria en recién nacidos y niños comprenden, hasta la actualidad, un total de aproximadamente 700 pacientes411. La seguridad y la eficacia parecen similares a aquéllos con pautas tradicionales de dosis múltiples. La mayoría de los estudios han comparado las pautas de dosificación tradicionales con la dosis única diaria, que es el múltiplo de la dosis administrada tres veces al día (p. ej., 5,1 mg/kg una vez al día frente a 1,7 mg/kg cada 8 horas). Un autor ha propuesto una pauta de una dosis diaria para los recién nacidos y los niños tratados con gentamicina o tobramicina en función de los días de vida y el peso corporal412,413.









Fibrosis quística


Los aminoglucósidos son fundamentales para los pacientes con FQ por dos razones. En primer lugar, el mecanismo de la enfermedad en el 5-10% de los pacientes con FQ son las mutaciones que interrumpen el proceso de traducción del ARNm de la proteína reguladora de la conductancia transmembrana (CFTR)7-9414. La prevalencia de esta mutación es de hasta el 85% en los pacientes con FQ de ascendencia judía askenazi415. In vitro, los aminoglucósidos permiten la traslación para procesar más allá del codón de parada. Además, las gotas nasales de gentamicina administradas a los pacientes con FQ con mutaciones de interrupción produjeron canales CFTR funcionantes416. Este abordaje terapéutico requiere más estudios.


De importancia clínica inmediata, los pacientes con FQ avanzada presentan colonización de las vías respiratorias por P. aeruginosa. Con el progreso de la enfermedad, existe un aumento en la frecuencia de episodios de traqueobronquitis y neumonía por P. aeruginosa que requieren tratamiento con la combinación de un antibiótico β-lactámico antipseudomona y un aminoglucósido417,418.


La base de datos de revisiones sistemáticas Cochrane proporciona una evaluación crítica periódica actualizada sobre el uso de aminoglucósidos y otros antibióticos en el tratamiento de la neumonía en los pacientes con fibrosis quística. Son algunos ejemplos la comparación entre el tratamiento antibiótico intravenoso único frente al combinado, los antibióticos nebulizados antipseudomona, el tratamiento con aminoglucósidos de una dosis diaria y el tratamiento antibiótico electivo frente al sintomático419-422. Son necesarias valoraciones frecuentes del cultivo y los resultados de sensibilidad para asegurar tanto la ausencia de resistencia de P. aeruginosa como la ausencia de un microorganismo resistente a aminoglucósidos (p. ej., B. cepacia).


De los aminoglucósidos antipseudomona comercializados en Estados Unidos, la tobramicina es generalmente más activa que la gentamicina o la amikacina incluso en una dilución más.






Tratamiento parenteral


Los pacientes con FQ muestran una alteración de la farmacocinética de los aminoglucósidos que consiste en un aumento en el ACr, con el consiguiente acortamiento de la semivida sérica, más un aumento del volumen de distribución423,424. El mecanismo no está claro. Sin embargo, la alteración de la cinética tiene como consecuencia la necesidad de dosis mucho mayores de fármaco para lograr los niveles séricos terapéuticos.


La dosis inicial adulta y pediátrica de la tobramicina y la gentamicina es de 3,3 mg/kg por vía intravenosa cada 8 horas, siempre que la función renal sea normal419-423. La dosis para adultos de la amikacina es de 45 mg/kg cada 12 horas. Los niveles séricos pico y valle objetivo son los mismos en niños y en adultos.









Tratamiento con una dosis única diaria


El razonamiento para el tratamiento de una dosis diaria con aminoglucósidos se ha resumido con anterioridad. La base de datos Cochrane analizó 10 estudios que compararon las pautas de una dosis diaria con las dosis diarias múltiples en los pacientes con FQ. En un total de 175 pacientes, no existía diferencia en eficacia o incidencia de nefrotoxicidad o de ototoxicidad. Los estudios analizados varían en las dosis empleadas, las variables clínicas finales y la duración del tratamiento. Se requiere prudencia debido al pequeño número de pacientes registrados.









Toxicidad


No es posible asegurar la frecuencia de nefrotoxicidad porque los datos proceden de los ensayos que comparan las pautas de dosis y de informes de casos anecdóticos. El consenso es que la frecuencia de nefrotoxicidad en pacientes con FQ es menor que la de los pacientes sin FQ426.


La prevalencia de pérdida auditiva por tratamiento con aminoglucósidos en pacientes con FQ jóvenes (10-18 años de edad) y adultos (18-37 años de edad) es del 17%, aproximadamente la misma que en los pacientes sin FQ. Sin embargo, el riesgo por ciclo de tratamiento es del 2% en los pacientes con FQ, comparado con el 7,5% de los pacientes sin FQ427. No está claro cómo podría proteger la FQ frente a la toxicidad coclear por aminoglucósidos.









Tratamiento en aerosoles


El tratamiento en aerosoles tiene muchas ventajes: la perspectiva de concentraciones más elevadas del fármaco en esputo, menor exposición sistémica al fármaco, autoadministración por parte del paciente en su domicilio y mejoría de la función pulmonar junto con una reducción de la presencia de P. aeruginosa. Comparado con placebo, 600 mg de tobramicina en suero salino aportado mediante un nebulizador tres veces al día mejoraron la función pulmonar y redujeron la concentración de P. aeruginosa en el esputo en un período de estudio de 28 días428. La dosis recomendada por la FDA para adultos y niños de 6 años de edad o más es de 300 mg en uno o dos nebulizadores aprobados dos veces al día durante 28 días429. Después de 28 días, el tratamiento inhalado con tobramicina se interrumpe durante 28 días, tras los cuales se repite el ciclo. La base de datos Cochrane analizó 10 ensayos controlados con placebo de antibióticos nebulizados antipseudomonas que incluyeron 758 pacientes430. A pesar de las variaciones en el diseño del estudio, los pacientes que recibían tratamiento tuvieron un aumento del 12% en el volumen espiratorio forzado en 1 segundo (intervalo de confianza [IC] del 95%, 8,1-15,6) y una reducción de la OR (odds ratio) de 0,69 (IC del 95%, 0,5-0,96) de la necesidad de hospitalización. A lo largo del tiempo, la incidencia de P. aeruginosa resistente a los aminoglucósidos fue superior en el grupo de tratamiento.


Diez minutos después de la inhalación, las concentraciones de tobramicina en el esputo se revelan variables, pero son de hasta varios miles de microgramos por mililitro. En las 2 horas siguientes a la dosis, las concentraciones del esputo disminuyen hasta aproximadamente el 14% de los niveles encontrados 10 minutos tras la inhalación429.


La absorción sérica es baja. La concentración sérica media del fármaco 1 hora después de la inhalación fue de 1,0 μg/ml, con un intervalo de 0,2 a 3,0 μg/ml431. No se ha registrado ototoxicidad, pero se produjo un tinnitus transitorio en pocas personas durante los ensayos clínicos. No se ha observado nefrotoxicidad. El tratamiento inhalado es caro; el fármaco cuesta más de 2.000 dólares para cada ciclo de 28 días, además del coste del nebulizador.












Endocarditis infecciosa


Se ha publicado un análisis detallado del uso de los aminoglucósidos en el tratamiento de la endocarditis infecciosa432,433. El uso de los aminoglucósidos en combinación con un β-lactámico o con vancomicina puede ser beneficioso para los pacientes con endocarditis estreptocócica o enterocócica. La dosis estándar para lograr un efecto sinérgico es de 1 mg/kg intravenoso cada 8 horas; no existe beneficio adicional con dosis más altas (v. tabla 26-10). Incluso en las pautas «de baja sinergia», el riesgo de nefrotoxicidad aumentó paralelamente a la duración del tratamiento243. Para la endocarditis por estreptococo viridans, las pautas de tres dosis diarias y una dosis diaria parecen ser de igual eficacia en los estudios en modelos animales y en los ensayos clínicos publicados.


El uso de una pauta de dosis única diaria en pacientes con endocarditis enterocócica resulta más problemático432,433. Los datos de los modelos animales son variables; existen informes de mayores reducciones en las bacterias de las vegetaciones con tres dosis diarias comparadas con una dosis diaria, pero otros estudios con modelos animales han demostrado la ausencia de diferencias. No existen ensayos clínicos controlados. En la actualidad, se sugiere que el tratamiento de una dosis única diaria no se emplee para el tratamiento de una endocarditis enterocócica.









Peritonitis durante la diálisis peritoneal continua ambulatoria


Los aminoglucósidos se utilizan con frecuencia en el líquido de la diálisis peritoneal para tratar la peritonitis asociada a esta técnica, y secundaria a microorganismos sensibles a los aminoglucósidos434. Este método de administración del fármaco no se recomienda para los pacientes con infección sistémica. Los aminoglucósidos se añaden al líquido de la diálisis peritoneal. Puede añadirse en una concentración «terapéutica» a cada bolsa de líquido de diálisis o puede añadirse a una concentración superior a sólo uno de los cuatro recambios diarios del líquido peritoneal (v. tabla 26-11). La pauta de una dosis diaria es análoga al tratamiento parenteral de una vez al día.









Espectinomicina y gonorrea


La espectinomicina no está disponible en Estados Unidos actualmente. La espectinomicina se utiliza de forma exclusiva en el tratamiento de las infecciones gonocócicas315. No es eficaz en el tratamiento de infecciones con Treponema pallidum o Chlamydia trachomatis. El fármaco no alcanza concentraciones terapéuticas en la saliva y, por tanto, no elimina los gonococos faríngeos. El fármaco no es nefrotóxico ni ototóxico. La espectinomicina es eficaz en el tratamiento de las gonorreas uretral, cervical o diseminada no complicadas. Supone un tratamiento alternativo en los pacientes alérgicos a la penicilina y para aquellos infectados por cepas de gonococo productoras de penicilinasa. Para la infección cervical o uretral, la dosis es de 2 g administrados en una inyección intramuscular única. Para la gonococemia, la dosis sugerida es de 2 g por vía intramuscular cada 12 horas durante 3 días. No se dispone de presentación intravenosa del fármaco.









Aminoglucósidos en el cemento óseo utilizado en traumatología


El cemento impregnado de antibiótico se utiliza con cada vez más frecuencia en las técnicas de revisión de las artroplastias totales de cadera infectadas, debido en parte a la experiencia previa con el cemento óseo con gentamicina utilizado de forma preventiva en las artroplastias totales de cadera primarias435. Las microesferas cargadas de antibiótico o el cemento óseo impregnado de antibiótico permiten la liberación local de concentraciones tisulares inicialmente elevadas y una liberación mantenida436. La incorporación de cantidades mayores de antibiótico, generalmente gentamicina o tobramicina, permite la liberación de concentraciones superiores de fármaco, pero puede afectar de forma adversa a las propiedades mecánicas. Las concentraciones y las propiedades pueden variar según los fabricantes437-440. La persistencia de crecimiento bacteriano en forma de biopelículas adherentes sigue siendo un problema potencial306,439,441, y se han comunicado casos de nefrotoxicidad442.
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Las tetraciclinas son una clase de antibióticos bacteriostáticos de amplio espectro que actúan contra las bacterias grampositivas y gramnegativas y contra microorganismos intracelulares como clamidias, micoplasmas, rickettsias y parásitos protozoarios. Estas características, junto con su bajo coste económico y la escasez de efectos secundarios importantes (excepto en niños y mujeres embarazadas), determinan que sea un tipo de antibiótico muy utilizado. Además, el descubrimiento de que las tetraciclinas pueden actuar como promotores del crecimiento ha conducido a que se utilicen en la alimentación animal1. Desde la década de 1970, ha ido creciendo el número de patógenos que presentan resistencia a las tetraciclinas, lo que ha limitado su utilidad en la práctica clínica; por ese motivo, en la actualidad se está desarrollando una nueva generación de estos antibióticos que conserva su amplio espectro de actividad y que actúa contra las bacterias resistentes.






Historia y clasificación de las tetraciclinas


Las primeras tetraciclinas se descubrieron en la década de 1950 gracias al análisis de las propiedades antimicrobianas de los microorganismos obtenidos de la tierra. Benjamin M. Duggar descubrió que uno de estos microorganismos (Streptomyces aureofaciens) generaba un producto antimicrobiano al que puso el nombre de aureomicina (clortetraciclina). En 1950 se obtuvo por derivación la oxitetraciclina, y la tetraciclina fue producida en 1953 mediante deshalogenización catalítica de la clortetraciclina. La tetraciclina, la clortetraciclina y la oxitetraciclina son compuestos de acción corta, mientras que la demeclociclina y la metaciclina son compuestos de acción intermedia. A finales de la década de 1960 se derivó semisintéticamente una segunda generación de compuestos de acción prolongada: la doxiciclina (1966) y la minociclina (1967). Por último, a comienzos de la década de 1990, para resolver el problema de la resistencia cada vez mayor de muchos microorganismos patógenos a estos compuestos, se desarrolló una tercera generación de tetraciclinas, denominadas glicilciclinas. Las glicilciclinas son derivados de la minociclina con una modificación específica en la posición 9 que poseen los efectos antibacterianos de las tetraciclinas incluso en cepas resistentes2,3. El compuesto de tercera generación que parece tener más utilidad clínica es la tigeciclina (GAR-936), un 9-t-butilglicilamido derivado de la minociclina de acción prolongada que actualmente ya se ha introducido en la práctica clínica4,5.


Las moléculas de las tetraciclinas se componen de un núcleo de hidronaftaceno que contiene cuatro anillos fusionados, a los que se une una serie de grupos funcionales. La tetraciclina más sencilla con actividad antibacteriana es la 6-desoxi-6-demetiltetraciclina. Las denominaciones genéricas de los análogos vienen determinadas por las sustituciones en la estructura básica de las tetraciclinas (fig. 27-1). En la tabla 27-1 se presentan las tetraciclinas actualmente disponibles en Estados Unidos y su posología. La tetraciclina HCl, la doxiciclina y la tigeciclina han demostrado ser las de mayor utilidad clínica. Recientemente, la Food and Drug Administration estadounidense ha aprobado el uso de la tigeciclina para el tratamiento de las infecciones cutáneas y de partes blandas complicadas y para las infecciones intraabdominales complicadas, ya que no resultó inferior a fármacos con los que se comparó en dos ensayos para cada indicación4,5. En marzo de 2009, la tigeciclina recibió la aprobación de la FDA para el tratamiento de la neumonía bacteriana adquirida en la comunidad. Dos ensayos multicéntricos demostraron tasas de curación clínica comparables en los pacientes tratados con tigeciclina o levofloxacino106a,106b. La clortetraciclina (aureomicina) ya no está disponible, excepto para uso tópico, y la metaciclina ha sido retirada del mercado.
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Figura 27-1 Estructuras químicas de las tetraciclinas.


(De Chopra I. New developments in tetracycline antibiotics: glycylcyclines and tetracyclines efflux pump inhibitors. Drug Resist Updat. 2002;5:119-125.)







Tabla 27-1 Tipos de tetraciclinas actualmente disponibles en Estados Unidos*
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Mecanismo de acción


Las tetraciclinas inhiben la síntesis de las proteínas bacterianas al unirse a la subunidad ribosómica 30S. La unión con el ribosoma es reversible, lo que explica la naturaleza bacteriostática de estos compuestos. Esta unión bloquea la asociación del ARN de transferencia aminoacilo con el lugar aceptor en el complejo ARN mensajero-ribosoma6, y de esta manera impide la suma de nuevos aminoácidos en la cadena de péptidos en crecimiento. Las tetraciclinas penetran en la membrana exterior de las bacterias gramnegativas mediante difusión pasiva a través de los canales de porina OmpF y OmpC, probablemente como moléculas de carga positiva asociadas con el magnesio. Una vez que han alcanzado el espacio periplasmático, el complejo se disocia y las tetraciclinas penetran en la membrana interior por difusión (las tetraciclinas son lipófilas). Asimismo, la forma lipófila entra en el espacio citoplasmático de las bacterias grampositivas mediante un proceso dependiente de ΔpH7.


Las tetraciclinas tienen una afinidad elevada para la subunidad ribosómica bacteriana 30S. Su interacción con la subunidad ribosómica 80S de las eucariotas es muy débil, lo que explica la ausencia de acumulación y de efectos tóxicos en éstas8. Las tetraciclinas también inhiben la síntesis de proteínas mitocondriales al unirse a las subunidades ribosómicas 70S en las mitocondrias, lo que podría contribuir a explicar su eficacia frente a los parásitos eucarióticos. En el caso de la malaria, los datos recientes sugieren que la doxiciclina y la tetraciclina se dirigen contra los ribosomas 70S, codificados parcialmente por el apicoplasto, una organela similar a los cloroplastos de función desconocida. Los efectos antimaláricos directos son modestos, pero son mucho más potentes frente a la progenie de los parásitos tratados que frente a los apicoplastos heredados no funcionales9,10. Sin embargo, la actividad antiprotozoaria también se conserva en otros organismos que no poseen mitocondrias.


En los casos de filariasis, la quimioterapia con doxiciclina se dirige contra los endosimbiontes Wolbachia presentes en la mayor parte de las filarias humanas, excepto Loa loa, que resultan fundamentales para la fertilidad y la supervivencia de las filarias11-14. Por tanto, la doxiciclina posee una acción directa contra los parásitos y es macrofilaricida en la oncocerquiasis y en la filariasis linfática. Además, la doxiciclina también resulta eficaz para mejorar la enfermedad linfática al reducir los niveles de factores de crecimiento endotelial vascular, esenciales para la linfangiogénesis15.






Espectro de actividad in vitro


El espectro antimicrobiano es prácticamente idéntico para todas las tetraciclinas, con excepción de la tigeciclina; sin embargo, entre los análogos existen algunas diferencias en el grado de actividad frente a los distintos microorganismos. En la tabla 27-2 aparecen las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) para determinadas bacterias. Si bien muchos microorganismos aerobios y anaerobios facultativos están dentro del espectro de la primera y la segunda generación de tetraciclinas, se dispone de fármacos más eficaces para el tratamiento de las infecciones causadas por la mayoría de estas bacterias. La tigeciclina es muy activa in vitro frente a una gran variedad de patógenos, incluyendo bacterias resistentes a múltiples fármacos16-19. Sin embargo, carece de actividad clínicamente significativa frente a Pseudomonas aeruginosa o especies de Proteus20. Los neumococos y Haemophilus influenzae pueden ser inhibidos con las concentraciones de tetraciclinas que se alcanzan en el suero, y esto proporciona una base racional para su utilización en el tratamiento de la sinusitis y de las exacerbaciones agudas de la bronquitis crónica21. La potencia de la tetraciclina y de la doxiciclina disminuye frente a los microorganismos resistentes, incluyendo los neumococos; sin embargo, la actividad de la tigeciclina no se ve afectada18. Los gonococos y los meningococos son extremadamente sensibles, aunque los gonococos resistentes a la penicilina G también tienden a presentar resistencia a la tetraciclina22-25. En la mayoría de los casos, Escherichia coli contraída fuera de un hospital puede ser inhibida con concentraciones que se alcanzan en la orina, cuando no en el suero. Las tetraciclinas, por tanto, son fármacos útiles para el tratamiento de las infecciones agudas no complicadas del aparato urinario y del síndrome uretral agudo. Burkholderia pseudomallei suele ser sensible, lo cual reviste importancia terapéutica, junto con el grado elevado de sensibilidad de las especies de Brucella26. Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus y otras especies vibrio suelen ser sensibles, y las tetraciclinas son agentes terapéuticos importantes para el tratamiento de las enfermedades causadas por este grupo de patógenos27. Si bien las especies de Campylobacter son generalmente sensibles, en algunos países se ha encontrado un porcentaje elevado de cepas resistentes28. Por tanto, las tetraciclinas no son los antibacterianos de elección en las enfermedades infecciosas causadas por Campylobacter. Las especies de Shigella se han ido haciendo cada vez más resistentes29. Mycobacterium marinum es sensible y parece responder clínicamente17.




Tabla 27-2 Concentraciones mínimas inhibitorias de las tetraciclinas frente a las bacterias y las micobacterias no tuberculosas más frecuentes
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Las tetraciclinas actúan contra muchos organismos anaerobios16,30 (tabla 27-3). Su actividad contra Actinomyces es relevante a nivel clínico. La doxiciclina es más activa frente a Bacteroides fragilis que la tetraciclina, pero se prefieren otras clases de antibióticos para el tratamiento de las infecciones causadas por este microorganismo. La actividad de las tetraciclinas contra las bacterias anaerobias, no obstante, puede ser responsable en parte de la eficacia de la combinación neomicina-tetraciclina y de la doxiciclina sola en los preparados intestinales por vía oral que se utilizan como profilaxis prequirúrgica31,32. Muchas espiroquetas patógenas, como Borrelia burgdorferi (el patógeno causal de la enfermedad de Lyme), son sensibles33. Otros microorganismos que suelen ser inhibidos por este grupo de antibióticos son las rickettsias, las clamidias, los micoplasmas y, de forma limitada, los protozoos (especies de Plasmodium y Entamoeba histolytica)34.




Tabla 27-3 Actividad in vitro de las tetraciclinas frente a determinados microorganismos anaerobios y cepas clínicas atípicas
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La tigeciclina tiene una potente actividad in vitro contra una serie muy amplia de cepas clínicas (v. tablas 27-2 y 27-3), incluidos microorganismos resistentes a las tetraciclinas más antiguas, Enterococcus resistente a la vancomicina (ERV), Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y neumococos resistentes, pero con la excepción de Proteus mirabilis y las especies Proteus positivas para el indol, Morganella morganii y especies de Providencia. La tigeciclina también presenta actividad contra Acinetobacter baumannii35,36, aunque recientemente se han comunicado casos de aumento de la resistencia37,38.









Mecanismos de resistencia


El amplio uso de las tetraciclinas, tanto para el tratamiento del ser humano como en alimentación animal para favorecer el crecimiento, ha provocado en los últimos años un aumento en el número de cepas resistentes1. Esta resistencia está mediada por la adquisición de genes en elementos móviles. Se han identificado treinta y tres genes diferentes de resistencia a las tetraciclinas, 29 de los cuales pertenecen a la familia de la tetraciclina (tet) y tres, a la familia de los genes de resistencia a la oxitetraciclina (otr). En algunos casos raros, la resistencia se debe a mutaciones puntuales en el ARN ribosómico (p. ej., en las propionobacterias) o a la actividad de proteínas bacterianas innatas de salida que confieren resistencia a varios antibióticos, incluidas las tetraciclinas7. Además, los niveles bajos de resistencia pueden tener su origen en mutaciones o en una disminución del contenido en porina de la membrana exterior, con la subsiguiente disminución en la captación de la tetraciclina7.


Los genes de resistencia a las tetraciclinas codifican las proteínas que confieren resistencia mediante dos mecanismos principales: la bomba de salida o la protección de los ribosomas, y a veces, mediante ambas a la vez. Además, la resistencia a las tetraciclinas puede estar mediada por la inactivación enzimática, aunque este mecanismo se conoce sólo para el producto del gen de resistencia tet(X). El gen tet(X), que sólo se encuentra en Bacteroides, codifica una proteína que, en presencia de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) y O2, produce una modificación de las tetraciclinas39. Aún no se han podido determinar los mecanismos de resistencia para los productos de los genes tet(U) y otr(C). En la tabla 27-4 se presenta la distribución de los genes de resistencia tet entre las bacterias gramnegativas y su mecanismo de resistencia.


Tabla 27-4 Mecanismos de resistencia a las tetraciclinas en el caso de los genes caracterizados tet y otr






	Mecanismo

	Genes






	Salida

	
tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(I), tet(J), tet(Z), tet(30)*, tet(31)*







	
tet(K), tet(L)






	
otr(B), tcr3







	
tetP(A)






	
tet(V)






	
tet(Y)






	Protección ribosómica

	
tet(M), tet(O), tet(S), tet(W)






	
tet(Q), tet(T)






	otr(A), tetP(B)†







	Enzimático

	
tet(X)






	Desconocido‡


	
tet(U), otr(C)







* Los primeros genes numerados.


† El gen tetP(B) no se encuentra solo y los genes tetP(A) y tetP(B) se cuentan como un único gen.


‡ Se ha secuenciado el gen tet(U), pero no parece estar relacionado ni con las proteínas de salida ni con las proteínas de protección ribosómica. El gen otr(C) no se ha secuenciado.


Datos de Chopra I, Roberts M. Tetracycline antibiotics: mode of action, applications,molecular biology, and epidemiology of bacterial resistance. Microbiol Mol Biol Rev.2001;65:232-260, con autorización. Los genes están agrupados según McMurry LM, Levy SB.Tetracycline resistance in gram-positive bacteria. En: Fischetti VA, Novick RP, Ferretti JJ y cols., eds. Gram-Positive Pathogens. Washington, DC: American Society forMicrobiology; 2000:660-677.


Las bombas de salida son proteínas asociadas a la membrana que expulsan tetraciclinas desde la célula; de esta manera, reducen las concentraciones intracelulares, lo que hace que el fármaco sea ineficaz. La mayoría confiere resistencia a las tetraciclinas más antiguas, pero no a la doxiciclina y la minociclina de segunda generación. Estas proteínas se pueden encontrar en las bacterias tanto grampositivas como gramnegativas (tablas 27-5 y 27-6). Se han descrito seis clases diferentes de proteínas de salida en función de la identidad de su secuencia de aminoácidos35. El grupo 1 se encuentra en las especies gramnegativas, excepto Tet C. Estas proteínas presentan similitudes con otras proteínas de salida implicadas en la resistencia a múltiples fármacos, cloranfenicol y quinolonas. El grupo 2 comprende Tet K y Tet L, y se halla principalmente en las bacterias grampositivas. (Se puede consultar más información sobre las proteínas de salida en las referencias de Chopra y Roberts7 y de McMurry y Levy40.)




Tabla 27-5 Distribución de los genes de resistencia tet entre las bacterias gramnegativas
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Tabla 27-6 Distribución de los genes de resistencia a las tetraciclinas entre las bacterias grampositivas (y otras)


[image: image]




Las proteínas de protección ribosómica (PPR) son proteínas citoplasmáticas que protegen al ribosoma de la acción de las tetraciclinas de primera y segunda generación, por lo que confieren un espectro de resistencia más amplio que el de las proteínas de salida. Las PPR liberan tetraciclinas desde el lugar diana mediante un mecanismo dependiente de guanosina difosfato7,8. La unión con el ribosoma determina una modificación conformacional que impide que la tetraciclina se una sin interferir en la síntesis de proteínas. Las PPR se encuentran principalmente en las bacterias grampositivas y en algunas gramnegativas no entéricas y microorganismos anaerobios (v. tablas 27-5 y 27-6).


Una gran mayoría de cepas bacterianas aisladas a partir de infecciones hospitalarias portan un gen (en algunos casos dos) de resistencia a las tetraciclinas. Para recuperar la eficacia terapéutica de las tetraciclinas contra las cepas resistentes, se ha desarrollado una nueva generación de estos agentes: las glicilciclinas. Estos fármacos y la tigeciclina son activos frente a las cepas bacterianas que poseen tanto bombas de salida como PPR41,42. Las glicilciclinas tienen una afinidad de unión más elevada para el ribosoma que las tetraciclinas más antiguas, lo que resuelve el problema de los mecanismos de resistencia mediante PPR43. Sin embargo, es posible que los mecanismos de salida Tet no reconozcan las glicilciclinas o puede que no sean capaces de expulsar el nuevo análogo a través de la membrana44. Por tanto, hasta la fecha, los mecanismos de resistencia frente a las tetraciclinas no afectan a la tigeciclina. Sin embargo, la hiperexpresión de bombas de salida de múltiples fármacos se acompaña de una disminución de la sensibilidad a la tigeciclina45. Recientemente se ha descrito la aparición de resistencias a la tigeciclina durante el uso clínico para tratar infecciones por A. baumannii, Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa y entorobacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido37,38,46. La resistencia a la tigeciclina de A. baumannii puede aparecer durante el tratamiento y se debe a la expresión de bombas de salida de múltiples fármacos. La disminución de la sensibilidad de S. aureus a la tigeciclina se ha atribuido a la actividad de una bomba de salida de toxinas y múltiples fármacos47-49. La disminución de la sensibilidad de las especies de enterobacterias E. coli, Morganella morganii y K. pneumoniae a la tigeciclina se debe a la hiperexpresión de la bomba de salida de múltiples fármacos AcrAB50. La tigeciclina también es un sustrato de las bombas de salida de resistencia-nodulación-división (RND) expresada de modo constitutivo por especies de Proteus y Pseudomonas20, lo que explica la resistencia intrínseca de estas especies a este fármaco.


Los intentos de superar la resistencia incluirán en el futuro el desarrollo de inhibidores de la bomba de salida, pero esto se complica por la existencia de diferentes clases de proteínas de salida y por la presencia simultánea de sistemas de expulsión y de resistencia ribosómica.


Es interesante observar que, hasta la fecha, no se ha descrito ningún tipo de resistencia a las tetraciclinas en los protozoos. Una explicación de este hecho puede ser que estos agentes apenas se utilizan como antiprotozoarios. Asimismo, no hay registros de resistencia a las tetraciclinas en el caso de los patógenos intracelulares estrictos Chlamydia chlamydophila y Rickettsia en seres humanos. Sin embargo, se ha informado de la existencia de cepas resistentes a las tetraciclinas de Chlamydia suis en cerdos a los que se añadieron pequeñas cantidades de tetraciclinas en la comida.












Farmacología






Absorción de las tetraciclinas


La absorción se produce fundamentalmente en el intestino delgado proximal y la concentración sérica máxima se alcanza 1-3 horas después de la administración. En la tabla 27-7 se presentan algunas de las propiedades farmacocinéticas de las tetraciclinas51-56. La tromboflebitis es una complicación frecuente de los preparados para administración intravenosa. Se dispone de preparados para administración intramuscular de los compuestos de acción corta, pero no se recomienda su uso debido a que la inyección produce un dolor muy intenso, incluso cuando el preparado se mezcla con un anestésico local.




Tabla 27-7 Propiedades farmacológicas de las tetraciclinas
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Los niveles elevados de tetraciclina que se obtienen con la administración oral comparados con los de otros agentes de acción corta se deben fundamentalmente a una mejor absorción en el sistema gastrointestinal. Los análogos de acción prolongada doxiciclina y minociclina tienen un alto grado de biodisponibilidad (cuando se toman con alimentos o sin ellos); por el contrario, la biodisponibilidad de la tetraciclina puede disminuir hasta un 50% si se toma con las comidas. La absorción de todas las tetraciclinas puede reducirse si se administran al mismo tiempo cationes multivalentes (p. ej., calcio, hierro, magnesio). Estos cationes producen quelación de las tetraciclinas e impiden o disminuyen su absorción. Algunos datos indican que la absorción de la doxiciclina puede no verse afectada por la administración de cationes56.


En función de su semivida, las tetraciclinas pueden dividirse en tres grupos. La tigeciclina y la doxiciclina presentan las semividas más largas, lo que permite mantener los niveles terapéuticos con una sola dosis al día, aunque con frecuencia se recomiendan regímenes de dos dosis diarias. La semivida de 8 horas de la tetraciclina indica que su intervalo de dosis podría ser de 8 horas cuando se utiliza para el tratamiento de infecciones de poca importancia55. La semivida de la mayoría de estos compuestos está determinada fundamentalmente por la velocidad de excreción por el riñón. La clortetraciclina es una excepción, ya que tiene una semivida corta a pesar de que su velocidad de aclaramiento es lenta; esto se debe a su marcada inestabilidad tanto in vitro como in vivo55.


Los estudios de farmacocinética realizados después de la inyección intravenosa en ratones muestran una concentración sérica máxima dependiente de la dosis de la tetraciclina entre 0,42 μg/ml (para una dosis de 3 μg/kg) y 11,1 μg/ml (para una dosis de 48 μg/kg), y una unión a las proteínas séricas del 59%55a. Los datos obtenidos en personas voluntarias sanas demuestran concentraciones séricas máximas de tigeciclina de 1,45 μg/ml (22%) tras una dosis única de 100 mg administrada en infusión a lo largo de 30 minutos y de 0,87 μg/ml tras dosis múltiples de 50 mg cada 12 horas115.


El área bajo la curva (AUC) para la tigeciclina es de 5,19 μg•h/ml tras una dosis única de 100 mg y de 4,70 μg•h/ml tras dosis múltiples (100 mg i.v. seguidos de 50 mg i.v. cada 12 horas). Además, se ha observado un efecto postantibiótico de 3 horas en S. aureus expuestos a tetraciclinas a 5 veces la CMI durante 2 horas57. En el caso de la tigeciclina se ha observado un efecto postantibiótico dependiente de la concentración para K. pneumoniae, Enterobacter cloacae y E. coli58. Los estudios recientes han puesto de manifiesto que para las tetraciclinas, incluida la tigeciclina, la proporción AUC/CMI representa el mejor parámetro de la eficacia antimicrobiana a lo largo de un período de 24 horas56. Esto se debe a que la tigeciclina presenta propiedades bactericidas dependientes del tiempo combinado con un efecto postantibiótico115. Los estudios in vitro con técnica del damero de múltiples cepas bacterianas no pusieron de manifiesto ningún antagonismo entre la tigeciclina y cualquiera de los otros antibióticos estudiados. En la orina se logran concentraciones terapéuticas adecuadas de todas las tetraciclinas, con la posible excepción de la clortetraciclina y la minociclina, para el tratamiento de las infecciones de las vías urinarias causadas por microorganismos sensibles. El grado de unión a las proteínas de los análogos varía en función del método que se utilice para su determinación, pero tiende a ser mayor en el caso de los compuestos de acción intermedia y prolongada. Éste puede ser uno de los factores que determinan la velocidad lenta de excreción renal de estos compuestos. El volumen aparente de distribución de la mayoría de las tetraciclinas es mayor que el del agua corporal extracelular, lo que indica que se produce secuestro en los tejidos, probablemente en el hígado55. La unión a proteínas plasmáticas de la tigeciclina in vitro varía del 71% al 89% a las concentraciones utilizadas en los estudios clínicos. El volumen de distribución para la concentración estable de tigeciclina es de 500-700 l (7-9 l/kg), lo que indica que se distribuye en los tejidos. La minociclina y la doxiciclina tienen el volumen de distribución más pequeño de todas las tetraciclinas, y éste es otro factor que tiende a aumentar los niveles séricos de estos dos fármacos.









Distribución tisular


Las tetraciclinas se encuentran en pequeñas cantidades en muchos tejidos y líquidos del organismo, como el pulmón, el hígado, el riñón, el cerebro, el esputo y el líquido de las mucosas (v. tabla 27-7). En el caso de la tetraciclina, los niveles en el líquido cefalorraquídeo son aproximadamente el 10-26% de los niveles séricos59,60, mientras que las concentraciones en el líquido sinovial y en la mucosa del seno maxilar se aproximan a los niveles séricos61,62. Todas las tetraciclinas se concentran en la bilis no obstruida y producen niveles en este líquido entre 5 y 20 veces los obtenidos en el suero. Se ha señalado que la solubilidad lipídica es un determinante fundamental de la difusión de las tetraciclinas en muchos tejidos. La minociclina es unas cinco veces más lipófila en un pH fisiológico que la tetraciclina. Después de la minociclina, la tetraciclina más lipófila es la doxiciclina. Esto puede explicar por qué la minociclina alcanza concentraciones suficientes en la saliva y en las lágrimas para erradicar el estado de portador meningocócico, mientras que otras tetraciclinas no sirven para este propósito63.









Cruce de la placenta y excreción en la leche materna


Las tetraciclinas atraviesan la placenta y alcanzan concentraciones en el plasma del cordón umbilical y en el líquido amniótico del 60% y el 20%, respectivamente, de los niveles en la circulación materna. Se acumulan en los huesos y los dientes del feto, por lo que no deben administrarse durante el embarazo. Las tetraciclinas se excretan en la leche materna; sin embargo, forman un complejo insoluble con el calcio, y su concentración en el suero del lactante está por debajo del nivel detectable.









Vías de eliminación


Las vías de eliminación difieren en las distintas tetraciclinas. La tetraciclina se elimina en la orina por filtración glomerular. La minociclina es metabolizada por el hígado a metabolitos inactivos; sólo el 10-13% se excreta por el riñón y una cantidad muy pequeña aparece en las heces. Sin embargo, no se produce acumulación de esta tetraciclina en el hígado de los pacientes con hepatopatía. La doxiciclina se elimina principalmente con las heces (70-80%) y el resto, con la orina por filtración glomerular. La tigeciclina se elimina sin metabolizar por la ruta biliar/fecal (59%) y por la orina (no metabolizada, 22%; glucuronidada, 11%).









Insuficiencia renal y hepática


Excepto la doxiciclina y la tigeciclina, las tetraciclinas no deben administrarse a los pacientes con insuficiencia renal. La farmacocinética, la semivida y los niveles terapéuticos de la doxiciclina y la tigeciclina no varían en los pacientes con alteración de la función renal64. Las tetraciclinas son eliminadas lentamente mediante hemodiálisis, pero no es posible eliminarlas de forma eficaz mediante diálisis peritoneal. La tigeciclina no es eliminada mediante hemodiálisis. La administración de tetraciclina a un paciente con alteración de la función renal puede provocar acumulación del fármaco activo y hepatotoxicidad. No se ha informado de que las hepatopatías provoquen niveles séricos elevados de tetraciclinas; sin embargo, deben utilizarse con cautela en pacientes que presenten hepatopatía, ya que se ha observado que provocan toxicidad hepática. En presencia de una hepatopatía grave, se recomienda reducir la dosis de tigeciclina. Para la dosis en los pacientes con disminución de la función renal y hepática, véase la tabla 27-8.




Tabla 27-8 Posología de las tetraciclinas en pacientes con disminución de la función renal o hepática
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Toxicidad


En la tabla 27-9 se muestran los efectos secundarios de las tetraciclinas.




Tabla 27-9 Principales efectos secundarios de las tetraciclinas
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Alergia, fotosensibilidad y alteraciones de la pigmentación


Aunque no son frecuentes, las tetraciclinas pueden provocar reacciones de hipersensibilidad, como anafilaxia, urticaria, edema periorbitario, erupciones medicamentosas fijas y exantema morbiliforme65. Cuando un paciente es alérgico a un análogo, debe considerarse que lo es a todos. Una serie de informes recientemente publicados ha descrito un síndrome similar al lupus eritematoso sistémico asociado a la administración de minociclina. Estos pacientes presentan anticuerpos antinucleares. Los síntomas desaparecen en la mayoría de los pacientes cuando se interrumpe la administración del antibiótico y recidivan cuando se vuelve a administrar66-68. Las reacciones de fotosensibilidad (exantema de color rojo en las áreas expuestas a la luz solar, muchas veces asociado a onicólisis) son más frecuentes en los pacientes tratados con demeclociclina, pero se han observado con todos los análogos69. Parece tratarse de una reacción de naturaleza tóxica y no alérgica. La administración prolongada de minociclina rara vez provoca pigmentación de las uñas, la piel y la esclerótica, generalmente reversible, así como pigmentación negra asintomática del tiroides70,71. También se ha informado de una coloración azul o azul-negra de las encías, que parece ser secundaria a la pigmentación ósea visible a través de los tejidos de la mucosa oral. Esta pigmentación es permanente72,73.









Dientes y huesos


Se ha observado una coloración gris-marrón de los dientes en niños tratados con tetraciclinas74. Este efecto secundario es permanente y puede estar asociado a hipoplasia del esmalte75 y a una disminución del crecimiento esquelético en niños prematuros76. El oscurecimiento que las tetraciclinas pueden provocar en las piezas dentales permanentes parece estar relacionado con la dosis total administrada. En un estudio retrospectivo se observó un oscurecimiento estéticamente apreciable, pero leve, de la dentadura permanente en 3 de los 14 niños a quienes se les administraron cinco pautas de tetraciclina, mientras que 4 de los 6 niños que recibieron ocho pautas presentaban un oscurecimiento moderado del esmalte. Los dientes de leche suelen presentar un oscurecimiento más intenso que los dientes permanentes, que son más grandes, gruesos y opacos. Dado que existe alguna variabilidad en la tinción con una exposición similar a tetraciclinas, es prudente no administrar estos fármacos ni a mujeres embarazadas ni a niños de menos de 8 años, período durante el cual se forma el esmalte dental. Por esta razón, la Food and Drug Administration estadounidense ha retirado del mercado los preparados farmacéuticos líquidos concentrados (gotas) pensados específicamente para uso pediátrico. Sin embargo, a los niños pequeños se les suministra una sola pauta para indicaciones específicamente definidas cuando el tratamiento alternativo podría producir una toxicidad más grave. La doxiciclina se une menos al calcio que otras tetraciclinas, por lo que es probable que no provoque tantas alteraciones dentales en los niños77.









Síntomas gastrointestinales


Las tetraciclinas son sustancias irritantes que producen con frecuencia síntomas gastrointestinales después de su administración por vía oral. Se ha documentado con claridad la relación entre la administración de tetraciclina y doxiciclina y la aparición de úlceras esofágicas, que se manifiestan clínicamente a través de un dolor retroesternal que se exacerba al tragar. En la mayoría de los casos, se trataba de pacientes que tomaban las cápsulas antes de irse a la cama con poco o ningún líquido. También puede observarse esta complicación en pacientes con obstrucción esofágica o alteraciones de la motilidad78,79. Las náuseas, los vómitos y las molestias epigástricas están relacionados con la dosis y la limitan en la mayoría de los análogos. La ingesta de comida en el momento de tomar doxiciclina, minociclina u oxitetraciclina puede mitigar algunos de estos síntomas, pero los alimentos producen una disminución importante de la absorción de las otras tetraciclinas. La diarrea, en la mayoría de los casos asociada a los análogos que son mal absorbidos, parece estar relacionada con las alteraciones de la flora intestinal. La doxiciclina tiene menos efecto sobre la flora intestinal que la tetraciclina. La diarrea suele resolverse cuando se interrumpe el tratamiento con el antibiótico, pero se ha informado de síntomas prolongados debidos a colitis seudomembranosa. También se ha comunicado que la tetraciclina y, más recientemente, la tigeciclina pueden provocar pancreatitis en pacientes con hepatopatía franca o sin ella80-82.









Hígado


La hepatotoxicidad producida por las tetraciclinas se describió por primera vez en pacientes tratados con clortetraciclina por vía intravenosa, y más tarde se describió con otros análogos. Desde el punto de vista anatomopatológico, consiste en una transformación grasa de gota fina que da lugar a una mortalidad elevada83. La administración de menos de 2 g al día por vía intravenosa no está asociada a disfunción ni a lesión hepática, excepto en las mujeres embarazadas, que tienen un riesgo alto84, y en pacientes que presentan niveles séricos excesivamente elevados debido a insuficiencia renal85. Este tipo de toxicidad apenas se ha informado con doxiciclina86.









Función renal


Las tetraciclinas agravan la insuficiencia renal preexistente porque inhiben la síntesis de proteínas, lo que produce un aumento de la hiperazoemia procedente del metabolismo de los aminoácidos87. La demeclociclina puede producir diabetes insípida nefrogénica, un efecto secundario que se ha utilizado terapéuticamente para revertir el síndrome crónico de secreción inadecuada de la hormona antidiurética88, si bien la insuficiencia renal ha complicado su uso para este propósito en pacientes con cirrosis89. Las tetraciclinas ya obsoletas han provocado un síndrome reversible similar al de Fanconi con acidosis tubular renal, pero los análogos que daban lugar a este síndrome se han modificado y es improbable que esta complicación vuelva a ocurrir.









Sistema nervioso y sistemas sensoriales


El vértigo es un efecto secundario que se observa exclusivamente con la minociclina. Los síntomas consisten en mareos, pérdida del equilibrio y acúfenos, y suelen empezar al segundo o tercer día de iniciarse la antibioterapia. Este efecto secundario se observa con más frecuencia en mujeres (70%) que en varones (28%). Los síntomas se resuelven unos días después de interrumpirse el tratamiento con el antibiótico, pero se trata de un efecto secundario que limita de forma importante el uso de la minociclina. Se ha descrito también hipertensión intracraneal benigna (seudotumor cerebral) en lactantes y adultos con varios de los análogos90,91, y, en muchos casos, se ha asociado al tratamiento a medio y largo plazo del acné vulgar con minociclina92,93. La hipertensión intracraneal relacionada con las tetraciclinas (incluida la doxiciclina) se observa en ambos sexos, a casi cualquier edad y no necesariamente en pacientes obesos. Recientemente se ha informado de hipertensión craneal grave de inicio agudo con pérdida visual asociada a la administración de doxiciclina para la profilaxis de la malaria94. En un estudio reciente, el 25% de los 57 pacientes con hipertensión intracraneal inducida por minociclina presentaban una pérdida importante del campo visual95. Por tanto, los pacientes que refieran cefalea después de la administración de tetraciclina deben ser explorados detalladamente; ha de controlarse la agudeza visual y deben realizarse pruebas estandarizadas del campo visual y oftalmoscopia para la detección de papiledema.









Sobreinfección


La colonización por microorganismos resistentes a las tetraciclinas es frecuente durante el tratamiento con estos antibióticos, aunque generalmente reviste poca importancia clínica. Después de la administración de una tetraciclina por vía oral o parenteral, rara vez se observa una diarrea fulminante secundaria a colitis seudomembranosa causada por Clostridium difficile o a una enteritis estafilocócica. Con más frecuencia y menos gravedad, la candidosis vaginal u oral complica el tratamiento, y este cuadro puede requerir un tratamiento específico (v. tabla 27-9).












Interacciones importantes con alimentos y otros fármacos


En la tabla 27-10 se presentan las interacciones más importantes de las tetraciclinas con alimentos y otros fármacos.




Tabla 27-10 Principales interacciones farmacológicas y con los alimentos de las tetraciclinas
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Combinación con penicilinas


El efecto antagonista que se observa cuando se combina un agente antiinfeccioso fundamentalmente inhibitorio con un fármaco bactericida explica el mal resultado que se obtenía en el tratamiento de la meningitis neumocócica cuando se utilizaba una combinación de clortetraciclina y penicilina96. En este caso, la combinación era menos eficaz que la penicilina sola. Sin embargo, no se sabe si esto es aplicable también a otras indicaciones.












Indicaciones


Las tetraciclinas constituyen los antibióticos de elección o una opción alternativa eficaz para el tratamiento de una serie muy amplia de infecciones por bacterias, clamidias, micoplasmas y rickettsias7,8,51,97-104 (tabla 27-11). Para la mayoría de estas indicaciones puede utilizarse tanto tetraciclina como doxiciclina. Sin embargo, la adhesión terapéutica puede ser mejor con doxiciclina, ya que puede tomarse dos veces al día independientemente de las comidas y su coste económico ha dejado de representar un problema. La doxiciclina es también la opción preferida por la mayoría de los médicos cuando se requiere administración intravenosa. Aunque las tetraciclinas no desempeñan un papel importante en el tratamiento de virosis y micosis, algunos estudios han demostrado un cierto aumento de la actividad in vitro de la anfotericina B frente a especies de Aspergillus cuando se administra en combinación con minociclina105.


Tabla 27-11 Indicaciones terapéuticas de las tetraciclinas






	Indicaciones principales

	Tratamiento de segunda elección

	Profilaxis






	Infección por Anaplasma (antes Ehrlichia) phagocytophila
Inhalación de carbunco, postexposición cutánea
Angiomatosis bacilar en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (Bartonella henselae y Bartonella quintana)
Infección por Balantidium coli (colitis infecciosa)
Bartonelosis: fiebre Oroya y verruga peruana (Bartonella bacilliformis)
Brucelosis (combinada con rifampicina, estreptomicina o gentamicina)
Fiebre por arañazo de gato (B. henselae)
Cervicitis causada por Chlamydia trachomatis
Cólera
Neumonía contraída fuera de un hospital
Infección por Ehrlichia chaffeensis
Úlcera péptica (combinada con otros fármacos; Helicobacter pylori)
Granuloma inguinal (Calymmatobacterium granulomatis)
Conjuntivitis de inclusión (C. trachomatis)
Enfermedad de Lyme (Borrelia burgdorferi)
Linfogranuloma venéreo (C. trachomatis)
Infecciones micobacterianas causadas por Mycobacterium marinum y algunas cepas de Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium chelonae
Uretritis no gonocócica
Neumonía por Chlamydophila pneumoniae
Enfermedad inflamatoria pélvica
Periodontitis
Psitacosis y ornitosis (C. psittaci)
Fiebre Q (Coxiella burnetii)
Fiebre recidivante causada por piojos o garrapatas
Rickettsiosis (grupo de las rickettsiosis exantemáticas y variceliformes)
Tifus de los matorrales (Orientia tsutsugamushi)
Tracoma (C. trachomatis)
Fiebre de las trincheras (B. quintana)
Infecciones uretrales causadas por C. trachomatis o Ureaplasma urealyticum
Infección por Vibrio vulnificus


	Infecciones por Acinetobacter baumannii (cepas sensibles)
Acné
Actinomyces israelii cuando la penicilina está contraindicada
Amebiasis intestinal aguda (como tratamiento adyuvante)
Infecciones por Campylobacter fetus
Infecciones por Clostridium cuando la penicilina está contraindicada
Infección por Eikenella corrodens
Leptospirosis si la penicilina está contraindicada
Mycobacterium leprae (sólo es activa la minociclina)
Nocardia (minociclina)
Pasteurella multocida
Infecciones por Burkholderia mallei (muermo) (sólo en combinación con otros fármacos)
Burkholderia pseudomallei (melioidosis; sólo en combinación con otros fármacos)
Fiebre por mordedura de rata (Spirillum minus, Streptobacillus moniliformis)
Sífilis primaria y secundaria (pacientes con alergia a la penicilina; Treponema pallidum)
Infección por U. urealyticum
Angina de Vincent
Frambesia causada por Treponema pertenue cuando la penicilina está contraindicada
Enfermedad de Whipple (Tropheryma whipplei)
Dientamoeba fragilis
Filariasis

	Carbunco (Bacillus anthracis)
Cirugía colónica
Enfermedad de Lyme; después de la picadura de garrapata
Malaria
Peste (Yersinia pestis)
Diarrea del turista
Tularemia (Francisella tularensis)
Tratamiento de los portadores asintomáticos de Neisseria meningitidis para erradicar los meningococos de la nasofaringe (minociclina)







En los últimos años, el aumento cada vez mayor en el número de cepas resistentes ha reducido de forma importante el uso de tetraciclinas, y en algunos casos ya no se consideran agentes de primera elección7.


La tigeciclina posee un amplio espectro de actividad que incluye a microorganismos resistentes como ERV, SARM y bacterias gramnegativas resistentes (excepto especies de Pseudomonas, Proteus, Providencia y especies de Morganella), y ha sido aprobada recientemente para el tratamiento de infecciones cutáneas y de partes blandas, de infecciones intraabdominales4,5 y para el tratamiento de la neumonía adquirida en la comunidad106a,106b. Además de para las indicaciones aprobadas, los datos clínicos sugieren el uso potencial de la tigeciclina en infecciones debidas a patógenos resistentes a múltiples fármacos. Sin embargo, se ha descrito la aparición de resistencia a la tigeciclina durante el tratamiento, lo que requiere nuevos estudios37,38,46-50.


Para el tratamiento de la neumonía adquirida en la comunidad (NAC), las directrices prácticas de la Infectious Diseases Society of America (2007)97 otorgan una recomendación leve a la doxiciclina (nivel de evidencia III) como monoterapia en el ámbito ambulatorio. La doxiciclina se incluye en las directrices como una alternativa con una buena relación coste-beneficio en función de datos in vitro que demuestran un valor equivalente a la eritromicina en los aislados neumocócicos. Además, la doxiciclina puede utilizarse combinada con un β-lactámico como alternativa a un macrólido97. Las tetraciclinas muestran actividad in vitro frente a microorganismos atípicos como Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae y Legionella, así como frente a S. pneumoniae y H. influenzae. Estos dos últimos microorganismos eran bastante sensibles a las tetraciclinas en el pasado, pero, en la actualidad, el 15-59% de los neumococos presenta resistencia y hasta un 40% de las cepas muestra un nivel de resistencia elevado98,99. Las directrices prácticas para la NAC también sugieren el uso de una tetraciclina como tratamiento de primera elección de las infecciones debidas a Coxiella burnetti, Chlamydophila psittaci, Francisella tularensis y a la inhalación de Bacillus anthracis, así como el uso de doxiciclina como fármaco de segunda elección para el tratamiento de infecciones por Yersinia pestis97. La reciente preocupación por el bioterrorismo ha producido un aumento del interés por las tetraciclinas como agentes terapéuticos y profilácticos en el carbunco, la peste y la tularemia100. El uso de la tigeciclina no fue considerado en las directrices prácticas debido a la ausencia de datos en el tratamiento de la NAC en el momento de redactar las directrices106.


El nuevo papel que desempeña la tetraciclina como parte del tratamiento triple de la gastritis y de la úlcera péptica asociada a Helicobacter pylori puede ir aumentando conforme se eleve el número de cepas clínicas resistentes a la claritromicina y al metronidazol. Además, la actividad de las tetraciclinas contra la malaria se ha convertido en un hecho inesperadamente importante para la profilaxis debido al rápido incremento del número de cepas de Plasmodium falciparum resistentes a la mefloquina34. La mefloquina es el antimalárico más eficaz y más recomendado, pero su uso se encuentra cada vez más limitado debido a los efectos secundarios que provoca. La doxiciclina se utiliza cada vez con más frecuencia en las zonas donde se ha observado resistencia a la mefloquina o en los casos en que el paciente no puede tolerar los efectos secundarios de este fármaco. Las tetraciclinas se han empleado para tratar otras parasitosis humanas (v. tabla 27-11); en particular han sido eficaces en la filariasis (excepto Loa loa), para la que han demostrado ser superiores a los tratamientos convencionales11,14,107.









Indicaciones no infecciosas


Estudios recientes han demostrado la eficacia de la tetraciclina en una serie de enfermedades no infecciosas. Los efectos no antimicrobianos de estos agentes, como sus propiedades antiinflamatorias, la inmunosupresión, la inhibición de la actividad de la lipasa y de la colagenasa, el refuerzo de la unión de los fibroblastos gingivales y la curación de las heridas, convierten a la tetraciclina en un buen agente para el tratamiento de enfermedades como el acné, la rosácea y las periodontitis. Su actividad antiinflamatoria explica por qué las tetraciclinas a dosis subterapéuticas son eficaces en el tratamiento del acné. La minociclina puede utilizarse en la primera fase (durante el primer año de la enfermedad) de la artritis reumatoide y la tetraciclina se administra por vía intrapleural para el control del derrame pleural maligno108-110.
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Poco después de la comercialización del cloranfenicol en Estados Unidos en 1949, se publicaron informes en los que se relacionaba este fármaco tan eficaz con la anemia aplásica, por lo que rápidamente dejó de utilizarse. Los avances en el conocimiento de la patogenicidad de los microorganismos anaerobios y la aparición de H. influenzae resistente a la ampicilina dieron lugar a un breve resurgimiento del cloranfenicol, pero la disponibilidad de otros fármacos ha reducido mucho la necesidad de este antibiótico. Las preparaciones orales no se encuentran disponibles en Estados Unidos, pero, debido a la facilidad de la disponibilidad en el extranjero (a menudo sin necesidad de receta médica), a que posee un amplio espectro de actividad (que incluye a bacterias grampositivas y gramnegativas, anaerobios, espiroquetas, rickettsias, clamidias y micoplasmas), a que posee una excelente penetración tisular y es barato, el cloranfenicol sigue utilizándose como tratamiento de primera elección para la fiebre tifoidea y otras infecciones en numerosos países en vías de desarrollo. En Estados Unidos y en otros países desarrollados, el cloranfenicol sigue siendo un antibiótico útil, pero sólo como tratamiento alternativo en pacientes muy graves o infectados por patógenos que presentan una resistencia elevada a los antibióticos, y posiblemente como tratamiento alternativo para el carbunco y la peste en caso de un atentado terrorista con armas biológicas.






Estructura y presentaciones


El cloranfenicol se descubrió mediante el análisis de la actividad antimicrobiana de determinados microorganismos. Fue aislado independientemente por Burkholder y cols. a partir de los microorganismos encontrados en un campo de mantillo cerca de Caracas (Venezuela)130 y por investigadores de la Universidad de Illinois a partir del abono orgánico131. El microorganismo que produce el principio activo se denominó Streptomyces venezuelae. En la figura 27-2 se muestra la estructura química del cloranfenicol. Fue el primer antibiótico cuya síntesis química resultó técnica y económicamente viable para la producción a gran escala. En muchos países se presenta en cápsulas de 250 mg, en suspensión (150 mg/5 ml) y para administración parenteral (1 g de polvo). También se encuentra disponible como pomada oftálmica de cloromicetina (1%), solución oftálmica de cloromicetina (25 mg de polvo para preparar la solución oftálmica) y gotas para los oídos de cloromicetina. En Estados Unidos ya no se fabrica la cloromicetina para administración oral (250 mg) ni el palmitato de cloromicetina (desde 1991), por lo que en ese país no se comercializa actualmente ninguna presentación de cloromicetina para administración por vía oral y dicho fármaco se encuentra disponible únicamente como formulación parenteral (1 g de polvo).
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Figura 27-2 Estructura química del cloranfenicol.




El tiamfenicol (no disponible en Estados Unidos) es un análogo en el que el grupo p-nitro en el anillo de benceno se sustituye por un grupo metilsulfonilo. Su espectro de actividad es similar al del cloranfenicol, pero hasta la fecha no se ha informado de ningún caso de anemia aplásica asociada al mismo.









Mecanismo de acción


El cloranfenicol parece penetrar en la célula mediante un proceso dependiente de energía132. Una vez que se encuentra dentro de la célula, inhibe la síntesis de proteínas uniéndose de forma reversible a la subunidad mayor 50S del ribosoma 70S en un locus que impide la unión del extremo con contenido en aminoácidos del ARN de transferencia aminoacilo con su región de unión. Sin esta unión no se produce la asociación del sustrato de los aminoácidos a la peptidiltransferasa, y se imposibilita la formación de los enlaces peptídicos. Este bloqueo de la síntesis de proteínas provoca un efecto estático frente a la mayoría de los microorganismos sensibles. Sin embargo, el cloranfenicol es bactericida frente a algunos patógenos meníngeos, como H. influenzae, Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis, pero no frente a los estreptococos del grupo B ni frente a los bacilos entéricos gramnegativos a las concentraciones terapéuticas133-135. Si bien las células de los mamíferos contienen principalmente ribosomas 80S que no son afectados por el cloranfenicol, las mitocondrias tienen partículas 70S. Se ha sugerido que la acción del cloranfenicol sobre estas mitocondrias es la causa de la depresión de la médula ósea dependiente de la dosis que produce este antibiótico, pero no de la anemia aplásica idiosincrásica.






Actividad in vitro


El cloranfenicol es extraordinariamente activo frente a una serie de microorganismos, como bacterias, espiroquetas, rickettsias, clamidias y micoplasmas. El cloranfenicol es, por lo general, bacteriostático, pero puede ser bactericida a concentraciones elevadas. En la tabla 27-12 se muestran las concentraciones mínimas inhibitorias para bacterias seleccionadas. La mayoría de las bacterias aerobias grampositivas y gramnegativas son inhibidas por concentraciones alcanzadas fácilmente en el suero de los pacientes, pero se dispone de fármacos más activos o menos tóxicos para la mayoría de estos patógenos. Las salmonelas, incluida Salmonella typhi, suelen ser sensibles; no obstante, desde 1989 se han ido extendiendo con rapidez por India, Corea, Vietnam, Perú, México y Tailandia cepas resistentes al cloranfenicol136. En un plásmido se ha descubierto el gen de resistencia, y está asociado a la resistencia a la ampicilina, al cloranfenicol y a la trimetoprima-sulfametoxazol. Entre 1990 y 1991, el 78,4% de las cepas de S. typhi recogidas en la India presentaba resistencia a varios fármacos137. Aunque las cepas de S. typhi resistentes a varios agentes siguen estando muy extendidas en muchas zonas de Asia, los informes publicados recientemente indican que se ha producido una reaparición de cepas sensibles al cloranfenicol en India (en 1998, el 91,8% de las cepas eran sensibles)138 y en Egipto (el 95% de las cepas eran sensibles)139. En Estados Unidos, la extensión de una cepa clonal de Salmonella typhimurium resistente a múltiples fármacos causó una gran alarma en la década de 1990140. Su fenotipo de resistencia estaba asociado al bacteriófago de tipo 104 (DT 104), que tiene un agrupamiento de genes cromosómico que codifica la resistencia a la penicilina, al cloranfenicol, a la estreptomicina, a las sulfonamidas y a la tetraciclina141. En 2002, los centros para el control y la prevención de enfermedades informaron de la aparición y la rápida diseminación de cepas de Salmonella Newport resistentes a múltiples fármacos, que son resistentes al cloranfenicol y han causado brotes142.


Tabla 27-12 Concentraciones mínimas inhibitorias de cloranfenicol para determinadas bacterias






	 

	Concentración mínima inhibitoria (μg/ml)






	Microorganismo

	50%

	90%






	
Staphylococcus aureus (sensible a la meticilina)

	8

	8






	
S. aureus (resistente a la meticilina)

	8

	>16






	Estafilococos coagulasa-negativos

	4

	8






	Especies de Enterococcus (sensibles a la vancomicina)

	8

	>16






	Especies de Enterococcus (resistentes a la vancomicina)

	8

	>16






	Haemophilus influenzae

	≤2

	≤2






	Moraxella catarrhalis

	≤2

	≤2






	Bacteroides fragilis

	4

	8






	Especies de Prevotella


	4

	8






	Especies de Fusobacterium


	2

	2






	Especies de Clostridium


	4

	8







Datos adaptados de las referencias 18, 222 y 223.


Los tres patógenos que causan meningitis con más frecuencia en la población pediátrica (H. influenzae, S. pneumoniae y N. meningitidis) son sensibles al cloranfenicol18,143, aunque se ha informado de la existencia de cepas resistentes de estos microorganismos. La tasa global de resistencia de H. influenzae entre las cepas clínicas aisladas en Estados Unidos es de aproximadamente el 0,6%144. En varias partes del mundo se han aislado cepas de H. influenzae que causan infecciones clínicas y son resistentes tanto al cloranfenicol como a la ampicilina145-147. Datos recientes sobre cepas respiratorias de S. aureus y S. pneumoniae indican que el 81,6% y el 91%, respectivamente, de estos microorganismos son sensibles al cloranfenicol148. Este último es uno de los antibióticos más eficaces frente a las bacterias anaerobias, incluido el grupo B. fragilis, aunque para tratar las infecciones producidas por estas bacterias existen otros antibióticos más importantes clínicamente. Las bacterias desarrollan resistencia al cloranfenicol mediante varios mecanismos: disminución de la permeabilidad o de la captación, mutación ribosómica y producción de una enzima, la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), que acetila el antibiótico convirtiéndolo en un derivado diacetilo inactivo149,150. Esta resistencia puede estar asociada a resistencia a otros fármacos, como las tetraciclinas.


Se ha podido demostrar que el tercer mecanismo (producción de acetiltransferasa) es mediado por el factor R y que es responsable de las extensas epidemias de fiebre tifoidea resistente al cloranfenicol y de disentería por Shigella en Sudamérica, América Central, Vietnam, India y otros países151-153. Algunos autores opinan que la venta sin restricciones (se vende sin receta médica) del cloranfenicol en estos países puede haber contribuido al desarrollo de resistencia a este antibiótico153. En Estados Unidos, la resistencia al cloranfenicol en las infecciones por Salmonella ha sido atribuida al uso de este agente en las granjas de productos lácteos.












Farmacología


En la figura 27-3 se muestran los niveles séricos de cloranfenicol que se obtienen por diferentes vías de administración. En forma encapsulada, el cloranfenicol se absorbe bien en el aparato digestivo y produce niveles séricos máximos de 12 μg/ml del antibiótico activo después de la administración de 1 g154. En algunos países se comercializa éster de palmitato de cloranfenicol para administrarse por vía oral. Este preparado es inactivo y debe ser hidrolizado en el tracto gastrointestinal superior para producir cloranfenicol activo. La biodisponibilidad del palmitato de cloranfenicol en su presentación actual es la misma que la de las cápsulas155. El preparado para administración por vía intravenosa consiste en éster de succinato de cloranfenicol soluble, pero inactivo, que es hidrolizado con velocidad dentro del organismo y se convierte en cloranfenicol biológicamente activo. Este preparado produce niveles séricos de cloranfenicol activo que representan un 70% de los que se obtienen mediante la administración por vía oral debido a que la hidrólisis no es completa154.
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Figura 27-3 Los niveles plasmáticos de cloranfenicol varían en función del tiempo y la vía de administración.




La inyección intramuscular es bien tolerada por los pacientes, y en la mayoría de los estudios se han observado niveles séricos máximos y áreas bajo la curva del nivel sérico similares a los que se obtienen con la administración por vía intravenosa156,157. En los adultos con fiebre tifoidea, sin embargo, se obtienen concentraciones máximas de sólo entre la mitad y dos tercios de las que se consiguen mediante la administración intravenosa; esto se relaciona con un retraso en la respuesta terapéutica y con un aumento de la tasa de recidiva148. También se han encontrado niveles séricos de cloranfenicol en niños en los que el antibiótico se administró por vía intravenosa para tratar la fiebre tifoidea más bajos que los hallados en niños tratados con cloranfenicol por otras enfermedades. Dado que el 30% del éster de succinato inactivo hidrolizado aparece en la orina independientemente de la vía de administración parenteral utilizada, los niveles séricos más bajos que se obtienen con la inyección intramuscular parecen deberse a un retraso en la absorción del éster en el lugar de la inyección, y no a la disminución de la hidrólisis154,158. La vía intramuscular debe usarse con precaución.


El cloranfenicol se metaboliza fundamentalmente en el hígado (en torno al 90%), donde es conjugado con ácido glucurónico, lo que da lugar a la formación de monoglucurónido, que es hidrosoluble pero inactivo. Este compuesto se excreta en la bilis y de ahí pasa al intestino delgado, es hidrolizado por las enzimas bacterianas convirtiéndose en aglucona y luego es reabsorbido y conjugado de nuevo con ácido glucurónico. Esta circulación enterohepática produce aproximadamente el 80-90% del monoglucurónido que es excretado en esta forma inactiva por el riñón. Sólo en torno al 5-10% de la dosis administrada se recupera en la orina en forma de cloranfenicol biológicamente activo. Sin embargo, en ausencia de nefropatía se consiguen concentraciones del fármaco activo entre 150 y 200 μg/ml, lo que alcanza para tratar las infecciones del aparato urinario. No obstante, las concentraciones en la orina disminuyen de forma notable en table en los pacientes con insuficiencia renal159,160.


El uso de cloranfenicol en la población pediátrica ha redundado en un mejor conocimiento de su farmacocinética. Está claro que hay una variación muy amplia en la excreción y el metabolismo en este grupo de edad. La dosis necesaria puede modificarse hasta el triple en niños de la misma edad, y las variaciones de dosis que se han observado en neonatos y lactantes de pocas semanas son aún mayores. Dado que los neonatos metabolizan el antibiótico más lentamente, la dosis inicial para los lactantes de menos de una semana debe ser de 25 mg/kg cada 24 horas y para los que tienen entre 1 y 4 semanas, de 25 mg/kg cada 12 horas, en vez de la dosis que suele utilizarse para niños mayores y adultos de 50 mg/kg/día a intervalos de 6 horas. Sin embargo, dado que la variación es muy amplia, se deben controlar los niveles séricos161,162. El cloranfenicol tiene una semivida en adultos de 4,1 horas después de una única inyección intravenosa. No posee mucha afinidad de unión con la proteínas (25-50%) y tiene un volumen de distribución aparente de 100 litros154,163. El elevado grado de liposolubilidad, la poca afinidad de unión con las proteínas y su pequeño tamaño molecular permiten al cloranfenicol difundirse bien en muchos tejidos y líquidos del organismo. Los niveles en el líquido cefalorraquídeo, incluso sin inflamación de las meninges, son generalmente el 30-50% de las concentraciones séricas, mucho más elevados que los de la mayoría de los antibióticos164. Se obtienen niveles terapéuticos en los líquidos pleural, ascítico y sinovial165. El cloranfenicol también penetra bien en todas las partes del ojo. Cruza la placenta y llega a la circulación fetal, pero las cantidades de cloranfenicol en el líquido amniótico son insignificantes. También accede a la leche materna. En la bilis se recuperan sólo pequeñas cantidades de cloranfenicol activo (el 0,14% de una dosis de 1 g)130.






Insuficiencia renal y hepática


La semivida del cloranfenicol biológicamente activo en los pacientes con nefropatía difiere sólo ligeramente de la que se observa en personas sanas, mientras que las concentraciones de sus metabolitos aumentan de manera notable. Sin embargo, no se debe modificar la dosis si se desea mantener los niveles terapéuticos del fármaco activo. Por suerte, los metabolitos no parecen ser tan tóxicos como el compuesto activo. Ni la diálisis peritoneal ni la hemodiálisis alteran los niveles séricos de forma suficiente como para requerir la modificación de la dosis163,166. El cloranfenicol es poco dializable, y no se necesita una dosis complementaria durante la hemodiálisis o la diálisis peritoneal, ni tampoco durante la hemofiltración arteriovenosa o venovenosa.


Los pacientes con insuficiencia hepática, manifestada por ictericia o ascitis, conjugan el cloranfenicol más lentamente, por lo que el uso de este fármaco debe evitarse en los casos posibles. Las concentraciones séricas de cloranfenicol activo aumentan hasta niveles que pueden provocar depresión de la médula ósea167. La posología recomendada en el caso de adultos con insuficiencia hepática consiste en una dosis de ataque de 1 g, seguida de 500 mg cada 6 horas. El tratamiento, cuando sea posible, no ha de durar más de 10-14 días, y deben controlarse los niveles séricos del antibiótico.









Control de los niveles séricos


Dado que el cloranfenicol tiene un margen estrecho entre efectos terapéuticos y toxicidad, es importante controlar los niveles séricos del antibiótico, especialmente en neonatos y lactantes prematuros, en pacientes con hepatopatía y en personas que están tomando otros medicamentos que presentan interacciones farmacológicas con dicho antibiótico. Se pueden utilizar diferentes métodos de análisis muy eficaces, como bioanálisis, análisis radioenzimático, inmunoanálisis competitivo ligado a enzimas y cromatografía de alta eficacia168. Los niveles séricos máximos han de mantenerse entre 15 y 25 μg/ml y, en el caso de los pacientes con meningitis, entre 5 y 15 μg/ml. En otras infecciones deben mantenerse entre 10 y 20 μg/ml. Las concentraciones superiores a 40 μg/ml producen toxicidad.












Toxicidad






Hematológica


Los efectos tóxicos más importantes del cloranfenicol se producen en la médula ósea. Estos efectos pueden dividirse en dos grupos. El más frecuente consiste en una depresión reversible de la médula ósea que tiene su origen en un efecto farmacológico directo del antibiótico y que es debido a la inhibición de la síntesis mitocondrial de proteínas. Clínicamente se manifiesta por reticulocitopenia, anemia, leucocitopenia, trombocitopenia o una combinación de dos o más de estos signos. Los niveles séricos de hierro aumentan en paralelo a una reducción de la captación de hierro radiactivo por parte de los eritrocitos, lo que es indicativo de una disminución de la síntesis de hemoglobina. En la médula ósea se observa vacuolización de los precursores eritroides y mieloides, pero estas alteraciones no son específicas de la toxicidad por cloranfenicol. Este tipo de toxicidad es extremadamente frecuente, aparece durante el curso del tratamiento y depende de la dosis169. Es más probable en los pacientes que reciben una dosis de 4 g al día o más, y en aquellos que presentan niveles séricos por encima de 25 μg/ml, niveles que pueden alcanzarse en pacientes con hepatopatía grave a los que se administra la dosis usual. Es reversible cuando se suspende el tratamiento170.


El segundo tipo de toxicidad hematológica es raro, pero suele provocar una respuesta «idiosincrásica» mortal, que generalmente se manifiesta como anemia aplásica171. De hecho, hace tiempo, la causa más frecuente de este síndrome era la toxicidad por cloranfenicol. Según los datos proporcionados por los estudios epidemiológicos más fiables realizados en Estados Unidos, la incidencia de anemia aplásica en los pacientes tratados con cloranfenicol es de 1 caso por cada 24.500-40.800 pacientes, lo que representa un riesgo de anemia aplásica aproximadamente 13 veces mayor que el que se observa en la población general172. Este tipo de anemia suele aparecer varias semanas o meses después de terminar el tratamiento, y no es necesariamente dependiente de la dosis. Parece que este efecto tóxico es provocado por un mecanismo diferente del de la depresión directa de la médula ósea que se ha descrito en el párrafo anterior. Si bien no se conoce la patogenia de esta respuesta idiosincrásica, se ha sugerido que este tipo de toxicidad constituye un fenómeno muy complejo, que implica una serie de interacciones entre el huésped y los intermediarios tóxicos del antibiótico. Este tipo de toxicidad se ha observado en gemelos idénticos, lo que indica la posibilidad de que exista predisposición genética173. Morley y cols. observaron que los ratones a los que se administraba cloranfenicol después del tratamiento con busulfano presentaban una reducción progresiva del número de células madres pluripotenciales, cosa que no ocurría en los ratones del grupo control. Esto indica que la anemia aplásica podría desarrollarse en pacientes con daño residual preexistente no diagnosticado en la médula ósea, tanto genético como adquirido174. En 1967, Holt observó que la anemia aplásica aparecía únicamente después de la administración del antibiótico por vía oral175. Este autor planteó la hipótesis de que la reacción mortal podría deberse a la absorción de los productos tóxicos procedentes de la degradación enzimática del cloranfenicol, probablemente como resultado de la acción de tipos específicos de bacterias que colonizan el intestino de los pacientes afectados. En apoyo a esta hipótesis, Jimenez y cols. han demostrado que uno de los metabolitos del cloranfenicol, el deshidrocloranfenicol, es entre 10 y 20 veces más citotóxico que el cloranfenicol, y sin embargo tiene sólo una tercera parte de eficacia a la hora de inhibir la síntesis de proteínas176. Esto parece indicar que este metabolito, y quizá también otros, desempeña un papel importante en este tipo de toxicidad. Estos metabolitos tóxicos pueden sufrir una transformación metabólica posterior en la médula ósea, con la consiguiente producción in situ de intermediarios tóxicos177. Aunque el número de casos comunicados es mayor entre pacientes tratados por vía oral, también se ha informado de algunos casos de anemia aplásica en pacientes tratados con cloranfenicol por vía parenteral, incluso después de la administración de gotas oftálmicas178,179. Estos últimos casos han dado lugar a un debate importante entre los expertos, pero se trata de casos muy raros, y se calcula que la incidencia de toxicidad hematológica grave no es superior a 3 de cada 442.543 pacientes tratados, e incluso podría ser menor180,181. En una revisión de 426 casos de anemia aplásica, ninguno de los pacientes utilizaba gotas oftálmicas de cloranfenicol182.


Aunque la mayoría de los casos de anemia aplásica asociada al cloranfenicol se observan una vez terminado el tratamiento, debe tenerse en cuenta que en el 22% de los casos la anemia aparece durante el tratamiento con el antibiótico171,179,183. Se desconoce si es posible prevenir alguno de estos casos controlando al paciente mediante hemogramas. Hasta que no se conozca la patogenia de este tipo de toxicidad, se recomienda realizar un hemograma completo dos veces a la semana a todos los pacientes tratados con cloranfenicol. Si la cifra de leucocitos disminuye por debajo de 2.500/μl, se aconseja interrumpir el tratamiento con el antibiótico, si el estado clínico del paciente lo permite. No obstante, debe tenerse en cuenta que las cifras bajas de leucocitos se observan también en enfermedades para cuyo tratamiento se utiliza cloranfenicol, como es el caso de la fiebre tifoidea.


También es preocupante la comunicación de casos de leucemia en niños tratados con cloranfenicol. Aunque generalmente en estos casos se ha observado antes anemia aplásica, un estudio de casos y controles realizado en la población general con 309 casos de leucemia en niños y 618 controles apareados por edad y sexo demostró la existencia de una relación dosis-respuesta significativa entre la administración de cloranfenicol y el riesgo de leucemia, tanto linfocítica como no linfocítica, en especial después del tratamiento durante más de 10 días en niños que no habían presentado con anterioridad anemia aplásica. Hasta que se aclare este hecho, lo más prudente sería cambiar el tratamiento lo antes posible y utilizar otro antibiótico igualmente eficaz y menos tóxico184.


El cloranfenicol puede provocar también anemia hemolítica en pacientes que sufren la forma mediterránea de la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Aparentemente, este tipo de anemia no se observa en los pacientes con el tipo A de deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que es más leve que la forma mediterránea. El tipo A constituye la forma más habitual en las personas de raza negra.









Síndrome del bebé gris


El síndrome del bebé gris cursa en neonatos con distensión abdominal, vómitos, flacidez, cianosis e insuficiencia circulatoria aguda. Finalmente, provoca la muerte. Esta reacción adversa tiene su origen en la menor capacidad del bebé para conjugar el cloranfenicol y excretar su forma activa en la orina185. Si es necesario administrar este antibiótico en neonatos y lactantes prematuros, la dosis debe disminuirse a 25 mg/kg al día y se deben controlar los niveles séricos. El síndrome se ha comunicado también en niños de 1-3 años y después de sobredosis accidental en adultos186. Suele estar asociado a concentraciones de cloranfenicol superiores a 50 μg/ml, y puede aparecer con acidosis metabólica no explicada187. Para acelerar la eliminación del fármaco, se ha utilizado exanguinotransfusión de gran volumen y hemoperfusión con carbón activado. En parte, el síndrome se produce por las alteraciones de la contractibilidad miocárdica asociadas a la interferencia directa de la respiración tisular miocárdica y la fosforilación oxidativa188-190.









Neuritis óptica


Se ha descrito neuritis óptica con disminución de la agudeza visual en pacientes sometidos a tratamiento prolongado con cloranfenicol191. Los síntomas son, por lo general, reversibles, pero se ha informado de casos de pérdida de visión. Otros efectos secundarios de tipo neurológico son neuritis periférica, cefalea, depresión, oftalmoplejía y estados confusionales.









Otras reacciones adversas


Las reacciones de hipersensibilidad, como exantema y fiebre medicamentosa, y la anafilaxia son raras. Se han observado reacciones tipo Herxheimer durante el tratamiento con cloranfenicol de la sífilis, la brucelosis y la fiebre tifoidea. También se ha informado de alteraciones del aparato digestivo, como náuseas, vómitos, diarrea, glositis y estomatitis, pero no representan un problema importante. La administración prolongada de cloranfenicol por vía oral puede provocar hemorragia, causada por depresión de la médula ósea o por una disminución de la flora intestinal seguida de inhibición de la síntesis de vitamina K. El cloranfenicol se ha asociado también con episodios agudos de porfiria, por lo que no se considera un antibiótico seguro en los pacientes que padecen este trastorno. Asimismo, puede interferir en el sistema inmunitario, y es preferible no administrarlo durante la inmunización activa.












Interacciones farmacológicas importantes


En la tabla 27-13 se muestran las principales interacciones farmacológicas del cloranfenicol. Este antibiótico prolonga la semivida de la tolbutamida, la clorpropamida, la fenitoína, la ciclofosfamida y la warfarina, al parecer inhibiendo las enzimas microsómicas hepáticas192-195. Se han comunicado casos de toxicidad grave y muerte. Se ha observado que la fenitoína, la rifampicina y el fenobarbital producen una disminución de las concentraciones séricas de cloranfenicol y un aumento en la eliminación total del antibiótico, quizá debido a la inducción de enzimas microsómicas hepáticas. Deben controlarse las concentraciones séricas de cloranfenicol cuando se administra al mismo tiempo que alguno de estos fármacos196. Cuando se suministra este antibiótico, el médico debe estar alerta para detectar una posible toxicidad provocada por otros fármacos que se metabolizan en el hígado, y debe controlar los niveles séricos cuando el cloranfenicol se administra al mismo tiempo que alguno de estos fármacos. El antibiótico puede producir un retraso en la respuesta terapéutica en el caso de la anemia tratada con hierro, ácido fólico y vitamina B12193. El cloranfenicol es fundamentalmente un antibiótico bacteriostático, e in vitro antagoniza la actividad bactericida de las penicilinas, las cefalosporinas y los aminoglucósidos; sin embargo, en la mayoría de los casos esta interacción farmacológica reviste poca importancia clínica. No obstante, hay que tener cuidado cuando se utilizan estas combinaciones de antibióticos para el tratamiento de infecciones que requieren actividad bactericida, como las infecciones en pacientes con granulocitopenia o en el tratamiento de la endocarditis194. En el tratamiento de la meningitis, la actividad bacteriostática del cloranfenicol frente a los estreptococos del grupo B y su antagonismo in vitro con la ampicilina frente a estos patógenos son cuestiones que deben tenerse en cuenta a la hora de escoger el tipo de antibioterapia cuando se sospecha que estos microorganismos pueden ser la causa de la meningitis193.


Tabla 27-13 Principales interacciones farmacológicas del cloranfenicol






	Fármaco

	Efecto

	Referencias






	Fenobarbital

	Disminuye la concentración sérica de cloranfenicol hasta un 30-40%
Aumenta la concentración sérica de fenobarbital hasta un 50%

	
224, 225







	Fenitoína (y fosfenitoína)

	Puede aumentar o disminuir la concentración sérica de cloranfenicol
El cloranfenicol puede inhibir el metabolismo de la fenitoína, lo que produce un aumento de la concentración sérica de fenitoína

	
225, 226







	Cianocobalamina

	Puede disminuir el efecto terapéutico de la cianocobalamina
La respuesta esperada en el tratamiento de la anemia puede ser la opuesta

	 






	Ciclosporina

	Se eleva la concentración de ciclosporina debido a la inhibición del metabolismo de este fármaco producida por el cloranfenicol
Se incrementa el riesgo de disfunción renal, colestasis y parestesias

	
227, 228







	Cimetidina

	Posible efecto aditivo o sinérgico sobre la depresión de la médula ósea cuando se administra al mismo tiempo que la cimetidina
Se han publicado dos informes de anemia aplásica mortal

	
229, 230







	Ciclofosfamida

	Se reduce la eficacia de la ciclofosfamida debido a la disminución del metabolismo al metabolito activo de este fármaco producido por el cloranfenicol

	192






	Rifampicina/rifabutina

	Disminuyen las concentraciones séricas de cloranfenicol debido a que inducen su metabolismo

	196






	Sulfonilureas

	El metabolismo de las sulfonilureas puede verse reducido

	 






	Tacrolimús

	Aumentan las concentraciones en sangre de tacrolimús debido a la disminución del metabolismo de este fármaco producida por el cloranfenicol

	231






	Vacuna tifoidea

	Puede disminuir el efecto terapéutico de la vacuna tifoidea con cepas vivas atenuadas Ty21a

	 














Indicaciones


Con la posible excepción de la fiebre tifoidea en países en los que su disponibilidad y coste económico lo convierten en el tratamiento de primera elección, el cloranfenicol no es actualmente el antibiótico de elección para el tratamiento de ningún tipo de infección. Sin embargo, todavía se utiliza ocasionalmente para el tratamiento de infecciones graves, como en un caso de endocarditis de una prótesis valvular aórtica por Stenotrophomonas maltophilia en el que se combinó con ciprofloxacino197. La fiebre tifoidea resistente al cloranfenicol asociada al plásmido IncHI autotransferible de alto peso molecular ha venido siendo un problema importante en Asia y Sudamérica desde hace muchos años136. Sin embargo, el cloranfenicol, la amoxicilina y el trimetoprima-sulfametoxazol siguen siendo eficaces en el tratamiento de la fiebre tifoidea en zonas en las que la bacteria es todavía totalmente sensible a estos fármacos y en las que no se dispone de fluoroquinolonas, o bien son muy caras. Además, se ha informado de la reaparición de cepas sensibles al cloranfenicol después de que disminuyera el uso de este antibiótico138,139. Entre las cepas de Salmonella no tifoidea, Salmonella enterica serotipo choleraesuis causa infecciones en el ser humano que pueden complicarse con aneurismas micóticos. La aparición del serotipo choleraesuis, que es resistente a muchos de los antibióticos convencionales, incluido el cloranfenicol, fue descrita recientemente en un hospital universitario de Taiwán, donde la tasas de resistencia a ampicilina, cloranfenicol o trimetoprima-sulfametoxazol fue de alrededor del 90% para los tres fármacos198.


La tercera generación de cefalosporinas ha desbancado al cloranfenicol en el tratamiento de la meningitis bacteriana en lactantes y niños, aunque el cloranfenicol todavía se utiliza para esta indicación en el caso de pacientes alérgicos a la penicilina196. En un estudio recientemente realizado en Papúa Nueva Guinea, se observó que los niños con meningitis tratados con cefalosporinas tenían un mejor resultado clínico que los tratados con cloranfenicol, debido a que estos últimos sufrían una infección causada por Haemophilus influenzae resistente al cloranfenicol199.


La resistencia al cloranfenicol de H. influenzae se puede observar en todo el mundo145,200. En un estudio se encontró que el 6,7% de los pacientes de El Salvador y Brasil había contraído meningitis por cepas resistentes a la ampicilina y al cloranfenicol, que son dos antibióticos utilizados normalmente en Brasil para el tratamiento empírico de la meningitis bacteriana201. Una revisión de la literatura sobre la meningitis por Salmonella (uno de los principales organismos causales de la meningitis bacteriana gramnegativa en los países subdesarrollados) demostró que el cloranfenicol y los antibióticos tradicionales estaban asociados a una tasa de curación del 41,2%, una tasa de recidiva del 11,8% y una tasa de mortalidad del 44,7%, mientras que las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de tercera generación tenían una tasa de curación del 88,9% y el 84,6%, respectivamente, y no se observó mortalidad con estos fármacos202. Por otro lado, en Vietnam y Francia se han descrito meningococos resistentes al cloranfenicol203,204. En ocasiones, este antibiótico es útil cuando el diagnóstico diferencial incluye la meningococemia y la rickettsiosis exantemática (fiebre de las Montañas Rocosas), ya que estas enfermedades infecciosas pueden ser difíciles de distinguir únicamente en función del cuadro clínico, aunque se han descrito algunos casos de altos grados de resistencia al cloranfenicol205. Durante las epidemias de enfermedad meningocócica en los países en vías de desarrollo, a menudo se utiliza una única inyección intramuscular de cloranfenicol de acción prolongada206. También el cloranfenicol se utiliza en ocasiones para el tratamiento de infecciones causadas por múltiples microorganismos resistentes207-209. Sin embargo, se ha demostrado que es poco eficaz en el tratamiento de la meningitis neumocócica resistente a la penicilina210,211.


En un estudio realizado en Papúa Nueva Guinea, el cloranfenicol fue comparable a la gentamicina y la benzilpenicilina como tratamiento de primera elección de la neumonía grave en niños212.


Se ha observado que el cloranfenicol es eficaz frente a Enterococcus faecium resistente a la vancomicina213-215, y en un estudio retrospectivo sobre el resultado clínico de 6 pacientes con bacteriemia por E. faecium resistente a la vancomicina se encontró que era eficaz y podía considerarse una opción terapéutica razonable216. Sin embargo, debe considerarse un agente de segunda elección comparado con los antibióticos más modernos. Un estudio epidemiológico reciente sobre ERV en Norteamérica y Europa observó que los ERV resistentes a múltiples fármacos también eran resistentes al cloranfenicol. En concreto, la resistencia al cloranfenicol fue detectada en el 28,6% de los aislados en Norteamérica de Enterococcus faecalis resistentes a la vancomicina frente al 7,1% de los aislados europeos. Esta tendencia se invertía en el caso de E. faecium resistentes a la vancomicina, en los que se observó resistencia al cloranfenicol en el 0,5% de las cepas norteamericanas y en el 15% de las europeas. Todas las cepas de E. faecalis resistentes a la vancomicina y tan sólo 3 de cada 10 cepas de E. faecium resistentes a la vancomicina presentaban cloranfenicol acetiltransferasa, una causa de resistencia217.


El cloranfenicol fue el primer fármaco eficaz frente al tifus de los matorrales y sigue utilizándose con frecuencia en las regiones endémicas. También resulta eficaz para el tratamiento del tifus murino y del tifus epidémico, aunque en la actualidad la doxiciclina es el fármaco de elección para el tratamiento de estas infecciones. El cloranfenicol, asociado con trimetoprima-sulfametoxazol y doxiciclina, también fue el primer tratamiento efectivo para la meloidosis antes de 1989, cuando se observó que este tratamiento era menos eficaz que la ceftazidima218.


El cloranfenicol es activo en el tratamiento de la peste, el carbunco y la tularemia. Debido a que los patógenos que causan estas enfermedades pueden utilizarse como armas biológicas, el Working Group on Civilian Biodefense señala que el cloranfenicol puede ser un tratamiento alternativo eficaz en dicha situación219-221.
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Enterococcus fecali Ampiclina Piperaciina
et O s
peniclinses)
Staplylococcs urews Resitente 3 ot
(productores de Peniciina
Penilinass)
Stophylococcus s Ninguna Ninguma 100
(reisentes a meicilng)
Staphylococcusspidemidi Resistente 3 0
peniciina
Staphylococus spidemidis Ninguna Ninguna
(reisentes 3 meicing)
Cocos gramnegativos
Neiseia meningtis G Anpidlina Muyrara
Nessria gonorrhoece G Ampidlina 40
o gramposiivos
Bacilusanthracs @ Ninguna
Carebactarium diphheriae G Ninguna
Liseria monocytogenss Ampicilina G Ninguna
Especies anaceobias
Peptoseprococes ] Ampidlina Ninguna
Acinomyees iraci S v Ninguna
Prevrala mlaninggenica G Fiperacilina 10
Fusobactrim pp. G Ampidlina 0
Bacteroides fagls Ninguna »
Clostridium spp. c Ampidlina <
Baclos ramnegaivos
Haemoplius pp. Ampiclina 50
Exchrichiacali Ampiclina ©
Proteus mirabiis Ampiciina =
Salmonalla phi Ampicilina 0
Salmonela,otras spp. Ampicilina o
Kieill spp. Ninguna 55
Enterobactr spp. Fipescilna »
Cimobacsr feundii Fiperclina 5o
Proteus, indobposiivo spp.  Pipeaclina 0
Seratia sp. Fipercilina %
Prewdomonasaerginosa  Piperaclina 2030
Pacudomonas, otras sy, Ninguna 55
Acinstobacter spp. Fiperacilina 50
brovidenca spp. Fipercilina 050
Stenomaphomonas Ninguna 5
maiiphita
Otros miceoorgaaismos poco frecuentes
Eipeotris spp. © Ampilina Ninguna
Paseurdla miltocida G Ampicling ars, <
Strptobacilles monitformis G Ninguna
Spirila minas ¢ Ninguna
reponema palliden G Anpidlina Ninguna

*En cad caso, e asume que e uilizari s viade ainistac i quelograra iveesen
swero y 1idos para erracicar o microorganio. S no xiste enrads e b columi do
eruaivas,Signincs e s eecian s acecuada sers un it d s chse, La
amoxiciin puede uilzsrs n uga de I ampiclins en odas s sitvciones exceptocon
o nfccionss por Shigel.

VL i e s cepas o producons depeicinasa son senstles s etk

Frecuencia sproximads de cepss reistentes a1 meticllia enre s cepas producorss
o~
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ELISA/RIA para cuantificar los Andlisis en sandwich para
antcuerpos especificos  cuantificar antigenos.

Tincion directa de los “Tinci6n indirecta de los
antigenos enlos teidos  antigenos en los tefidos
o bl L m .
© Antigeno = Corte de tejido o superlici
de la célula
Anticuerpos humanos
A i catozamigenos. J\ i humana o cabra
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oenzima Anti-lg murina de cabra

A Anticuerpo murino especifico
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Nombre comercial Dosis habitual por via oral

Nombre genérico principal (laboratorio) Presentacion para adultes Otservaciones

Deaccion corta

Oxittraciclina Terramyein (Pfizer) 250mg 500 mg cada 6h Apenas se uiiza
Jorabe: 125 migs mil

Tetrailina HCl Cipsulas 125, 350 mg. 500 mg cada 6h

Jarabe: 125 mis mil

De accion ntermedis

Demechciclna Ol Declomydn (Wyeth) Comprimidos 150,500 mg 150 mg cada 6h 0 s00 mgcada1zh  Urlizada paa cl sndrome de
ptide ” ne s " secredn inadecuada de 1
hormons antdrética

De acién proongada’

Dosciclina Vibramycin (Pisr) Cipslas (ico) 200 mg (0100 mg cada 121 el pimer
5o, 100mg i cgo 100 mg cada 12
Comprimidostso, 00 mg
Jarsbe (clol 3o mgs
arahe (monohiarsto
25 gl ml
Minocidina Minacin (Wyeth) Ciprlasy comprimidoss 300 g, ego 100 mg eda 3 h
50,100 m
Suspensin: 3o s ml
Solodyn ER comprimidos  Comprimidos de -
Oiedici e
15.90,133 mg
Detercers generacidn de accion prolongada
Tigeicina “Tygacil (W yet) Visk 30 mglofzados 100 mg lucgo 30 mg cada 12 h ntravenoss
(reconstitidas s
o mgml)
“Existen cca macs dispniles pars shunos e s andogo.
Lo roacos e i Prelongad xten én presetsciopes revesasasypusden i v s sk i recrmendacda prs v s vl dedosicidin e 00 g
Bhcp s seprsyhonioum ol o ok
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Deplecin leve 835 10 150350 090
Deplsitn moderads 3427 50 100350 o0
Depleitn grave < <w0 < <t0

Adsptads con sutorizcidn de Katz DL, Malutrton snd cachexia. En: Ktz DL, o
B asrapirbone syt Ay oo R iy
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Papilomavirus.

Parvorirus

Paliomavirus

Paxvinus

Rinovirus

Rotavirus

Virus de Epstin-Barr

Virus de la gripe
(influenza)

Virus de s hepatitis A

Virus de la hepatitis B

12 AAN esla pructe de eleccidn pars la deteccidn y diferenciacidn genotipica
el virus. L citopatologia o de wtlidad pars | disgnistica No s¢
At e G

Se il I serologia paea disgnastica el 819 en individuos
inmnocompaentes. L AAN esla prusha d deccin e elacidn con s
feto expuesos y hospedadore inmanocomprometdas.5¢
el e L

12 detecciin de ADN de viru 1 en lguido celorraquide es gl par l
diagnistic presuniva e LMF. e il s csiicacén de ADN 46l
vink B plasra  orina parsl disgnticnde i ipacien e NA V.
TSTHHQ y 1 ME S s pars biopea e ejdos

L2 ME s I prucb rutinaia s . La PAAN permite b nscivaciin del
Vi y o ripida detecidn. 1 ailamiento el e b virue reqicre
inctliciin de BSL 3o B 4 y e ntetarse sclamente &n Contros
Colaboradors con 13 OMS. H virs vaceinia. requiere BSL 3y crece
ficilmente en cultiva cehlr

Elculivo sigu siendo I prueba mes comin en os laboratoriosclinics, La
PAAN e mis senible y &I pruchs més comin en estudios de
investigacin y epidemicldgicos puede haber reacciin cruzada con

1 detccicn antgénica directa o b prucha de lcein para o disgndtico
3 M e il aborstrios equipados adecosdament. 13 PARN e
promaadora

L srologa s I pracha d clecidn pirac diagnésico habiua.Las PAAN
Son s parsIos tamores rcionados con el v, L PAAN.
Cusntitativas son s pars moniorizar 1 carga viica e b sangre de
recaptors de rasplante Se pude uilzar]a 10 o 15 en macerasde
Fipeia e tamor

s pruchassntigénicas répidas e utlizn ampliamente pero son
Sbéptimas c senibilidadycspecificdad; a1y  ulivo ripido son
s senibles. La PAAN sy sensbl pro ain no se utila
Smplamente L serologi s il par st it pidemia gicas parscl
Sagnisticn retrospectvo

L serclogia s 1 prucha dingndsica ctindar L M fla psitiva s
rableméicsin s fres con bas prevlencia
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Método de deteccidn”

Deteccion Deteccion de_ Deteceion,

Virus Microscopia Culivo. antigéica. deido muclicode anticuerpos Comentarios
Virus dela hepatis © c A ® A Sewilim lasrologia paracl isgndstio. Se utlizala PAAN cusltativa para
cye Confirmar la nfeccin activa. Las PAAN cuantitativas s utlizan para

moniorzar 14 repuiss al Tatamiento, L gentipincacin syl 8
temine a duracin el rataminto

ViusdelhepuitsD  C C B 5 A Las prushas quedan confnadas a s aboratorios de refcencis. 1
Siagnosicn sdo = relvant enpreenciade nfecci o  hepaiis .
L2THQ del eide iopsica s ir pars  iagnistico

VisdehhepisE ¢ C B c A Laserobogs csl prucbedigndstica etindar L M s posiiva o
‘prablamiricanla rea e o prevalencia. La PAAN s expeciicacnla
ifccin aguda per carce i senapiied

Virusdela c s A A Laserobogses ol método disgnstico princpal cada ver st s
inmunoddicancia “Sencrslizadala prachs ds anicuespos ripida.Se iz 1 procbas del
humans ADN proviicaydel ARN e plasa pars disgnosticr I nkccion

neanta, S utan prcas usnivas e ARN para iar 8
ratamicata  para moniorza s espuets

Virus dela paroidiis B PO & A Lascrologase wilia muy cominmente paral disgndsticoy determinacicn

el inmunidad

Virusdela abia 5 5 8 A B SercalizalfA o wjidofrescoy congelado cnlos CDC.Se cmplealaserobgia

pars contmarel cstado de inmanizacen 1 exposicio e aueenca de
GR. La PAAN o muy el para It musteas ceinas a2 4o SNC
cuanda no se dispane de tejid frese del SNC

Virusdela bl c A B c A Laserobogis s muy atil paracl dsgnosticay determinacién de o
inmunidad. £ sislmjento c Gl o 5 ol posnatl & 56 intent e

s tempran (periodoprodsomico hsta 4 did desputs de b srupciim)
Enel SRE pule siart o viris durante semanas & meses desps el

Vieus dela vaicela A A4 A B LalfAylas PAAN se wilzan muy cominmente como prusbasripidas. £
Siser Culti es menos senile que b FA afa 1HO, Ls irologa e muy il
para Iy deteminacion ds 1 inmnida ey
Viwddbepsay; € ¢ A c B LaPAAN esla prucha de deccion pars ol disgndtico. S dispone de
e “amtcucrpos manaclonaies pas dferncis s sitlados 4l s

para 1HQ. La serclogia puede documentar I infeccién primaria en
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Virus dd herpes § C B A seutiliza laserologia para identificar las personas infectadas; la sensibilidad
I espeiicidad e ven obtaculizadaspor b dificultd pars esablecer
‘inos valores discriminatoios, La PAAN de sangse pusten ser de
ik pars moniorzsr o riesga e SK. La 1HG ¢ s peciicaque
s PAAN pura d SK

Vieus dd herpes 5 s A B Seutizadvialcapa parala determinacin ipidadelarplicadénviica.La

e 0k s ot e s e i o O i
ik membranas mikosas o e muestastislare, La PA AN &3 13
rche e i ey nfcin ] G52 il serobgspra
ina s infeccen previa

Virw dd srangion B 5 ¢ 5 A Laserobogs s muy ail paracl dsgnsstico y dterminacien de o
inmunidad. 1 islaminto c Gt o i e inents en 3 il
(periodo prodrimica hast 4 dis despuce 4 que s desarrole
erupeion)

Vieus HendeayNipah € B 5 A Lasprucbasquedan estringidasa bborstorios especifzados La serclogiy
T PANN s guaiment i pars ol diagnistico. S cmpleaa TG cn
Chios Ttk S reqiere ma nktlaciin o L para ] cltiv, Los
pacientes con enfermedad grave pusien allece sn habr abricada

Entcuerpos

Vieus linfrepico de c s @ A Laserobogiaes el princpa método disgnéstico. L PAAN s tlpara
s ciulae T dentiheacion viric en musteaspodtivas por Wesern lotfora o
humana tipables

Vieus pansinfiuenza A a0 A € LalE escl mitodo de dteci ripido mis comin. La PAAN es s

senie que o idmienta pera no et smpliaments adoptada

Virus espirstoria 5 Ao A € Laspruchasantigénicss ipidas,especilmente [EA, s s sensibles que |

Sincial v L FAALY o sl e i 0 e 0 o

‘generslizado. La serologia e i do para estudios epidemiol gicos

1 ilamiento del virusincluye ulliv celulr convenclonal con detccih del recimiento irco po efecoscitopdticos o hemmadsoreén; el cultvo por cenrfugaci de vl capa
iz inmunotincidn pars 1 deeceih de antgenos irco. e pusden detect s antgenos vircos por uns varidad de nmupoandliis ks com ailsis de enzimoinmunoanliis de
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ARN) por hibridacdn drecta o por étodos deampliccid como 1 PCR. L icoscopia e rdnica mplics a visulzaclin de pariclas vidicas por tncan regativ o micoscopia
inmuposectrinica o por ks de seccdn . La detecin d anticueros implics b detrminacih de inmupoglobulinas totaes o epeciicasde clase diigidss reot & sntgenos
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e prsig e enamene i e dngndicoldicdos . pruca e il encletas clcmtaia o s e aghnde armasepecics de nfeccins .l prsba e
vez s Gt wilded pos ines dsgnisicosgenere.
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Aduptadacon permiso e Landry ML Clfendo AN, Tang Y-W, Valsamakis A. Algorithms o dtection ndidentifiction ofirses En Murrsy PR, Baro . Jorgnson]H el o
Mrens g porclarprmirirmagld s g mertaagion bl ipepoee. Ty





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000120_f12-02-9788480868853.jpg
NADP+





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000089_f08-08-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000053_u05-01-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000235_f23-01-9788480868853.jpg
L1 B2
Tienamicina H g,
NN,
imiperem  H —S-
SN noH =,
|
NN

Meropenem CH, —S-
N

Ertapenem  CH, 75{?\/“ 00





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000260_t0070.jpg
ACr estimado’

(mbmin)
Netilmicina

% a4

7 a4

5 a4

» 4

2 .

10 .

o (Hemodidisis)* .
Amikacing, kanamicina o steeptomicina.
% a4

7 a4

50 a4

» a4

2 ®

w0 #

o (Hemodidisis)* .

Intervalo de dosis ()

Dosis (mhg)

50
40

30
a5
5

7
40

T 0

59
53
84

no
04
3

39
53
84

o
04
3

Nivelsérico estimado (ug/mi) tras la administracidn del firmaco®

ih
6
i
o
B
s
ih
1
30
o
B
6

nh
25
B

3
b
30
40
70
2h
0
70
75
b
75
6

wh

36k
38
50
i

Pautas sugeridas de una dosis dnica diaraen pacienies con ACK estmado de 20-90 mUmi y pautas de i alernosen aqudios con ACr <20 i,

TE1AC etimad e una concentrcidn plasintca minina de creainin de 4 my/dl

b

wh
6
30

1Se metran s iveles éicosprevistosan ico (1 1)y vl Lo ivelespico se caeuan dividinde b dosis admiseads (mg/kg) enre o volumen de st (g Los nivels

valle e calculan prtis de 1 concentracin iy semivids (,.) & hors con los diioto niveles e uneidn el

Lo valoescmploso prs 0 pacenes smetids b s o, 1 10 e depne de i e s, L o e acdininic despude i

AGr, achramiento e crutinio: g smivida.
Taiis frorot e Ao Gt DY B e Wi Ui il sl il et sl i Tophe 1005 s Mol i oo,





OEBPS/OEBPS/page-template.xpgt
 

   
    
		 
    
  
     
		 
		 
    

     
		 
    

     
		 
		 
    

     
		 
    

     
		 
		 
    

     
         
             
             
             
             
             
             
        
    

  

   
     
  





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000107_f10-01-9788480868853.jpg
Alimentacion enteral de pacientes en estado critico

‘con férmula nutricional inmunomoduladora

Aumento Reposicion Disminucion
de las respuestas | | de micronutrientes | | deIa inflamacisn
inmunitarias ¥ de la capacidad

antioxidante

Disminucién del
riesgo de infeccién

Mejora de Ia funcién
de barrera epitsiial
(Mejora de

delas

Al

(Disminucisn de la mortalidadimejoria de los desenlaces clinicos






OEBPS/OEBPS/images/B978848086885300020X_f20-03-9788480868853.jpg
Concentracion del farmaco

Méximo (méximo/CMI)

Area bajo la curva
(AUCICMI)

iempo por
encima de la CMI

Thinie






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000260_si2.gif
edac)(peso en kg))
ACr =





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000260_si3.gif
{ACr estimado) x (Dosis normal))






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000260_si1.gif
Mujeres : 45 kg + 0.9 kg por cada cm de altura por encima de 1,52 m
Varones : 50 kg + 0.9 kg por cada cm de altura por encima de 1.52 m






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000065_f06-01-9788480868853.jpg
/Siodaunién aanigano

Extremo Fab-
Exvemo Fo ?/\
( S caiearenn

\sw«umnnmmm

Cadena igera.

Receptor Fe:






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000156_t0025.jpg
Ao
1988
1988
1989
198
1991
1992
1902
1993
1994
1994
1995
1996
1997

1999

2003
2005
o0

Microorganismo
Virus del hepes humano tipo 6

Virus de I bepatiis &

Ehvlichia chaffeenss

Virus de I hepatiis C

Virus Guanarito

Bartonella herselae

Vilrio choleras 0139

Virus Sin Nombre.

Virus Sabia

Virus Hendra

Virus del hepes humano tipo §

Nueva variante del agente dela enfermedad de Creutzfld jakob
(Cepa s dol virus aviar

Virus Nipah

Metaneumovirus humano

‘Coronavirus del SRAG.

Clastidium diffcle,cepa NAPUo37

Bocavirus

‘Nueve e del Sibols (I quints identiicads)

Tipo

Enfermedad
Exantema sibito

Hepatits o A,no B de ransmisidn etérica

Ehlichiosis humana

Hepatits o A, o B de ransmisidn parenteral

Ficbre hemorrigica venezolana

Enfermedad por arstaza de gato; ngiomatosis badlar
Calera con resistncia antimicrobian de smplio espectro
Sindrome pulmonar por hantavirus

Ficbre hemorigica brasileta

Enfermedad respiatoria y neuroldgica

Asociado sl sarcoma de Kaposi enpacientes con SIDA
Enfermedad neurological degenerativa progresiva

Gripe grave potencialmente pandémica.

Enceflts rave

Infeciones resprstoris agudss

Sindrome respiratario agudo grave (SRAG)

Colitis seudomembranosa

Infeccanes pedidticas de s vias respiratorias inferores
Fiites busbengh il





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000223_f22-04-9788480868853.jpg
8y

,LT?'_C_

N, oH
LY \Es | ﬁ/
"
C—c—
i
)

J Gook

Coftiaxcna

Celditoreno.
S U
[T I

N,Nj\j"\m T s

. Loon

& Cefixima

o

N fn_ﬂ_‘N .

T \j\:
SATE Lo
F '0OCH,CO0H CooH

-

PR IR

o
JI\ CN—C—NI(\)\
u (LD





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000223_t0040a.jpg
Adtivas frente a SARM.

Gfoia oggeadsiah  o6geadash  Noreomendado

Gfidbiprol  osgcadanh  osgcadath  Noreomendado

Peimers generscon:oral

Colexina 250500 mgcualro 1 geuatrovecss 655 mg/kg cunto
peedi A e

Cefiadina 350500 mgaustro 320 mgcuntra 63533 kg cuatro
b by Vet veeiida

Codroslo soomgdosvecss  1gdosvecss 15 mylkg dos veces
i i Tah

Sequnda genssacdn: oal

Gclor | somgtmsvecs  somgtres 16y mlkges
o et s
75 mg dos
easidn

Gfproslo 350500 mgdos 500 mg dos vecs 7515 mgkg dos
e dn da Ve al dia

Gfosina 350500 mgdos 500 mg dos vecs 10-5 migkg dos

(ot vece sl dia T el s

rcaiet. 300 mgdosveces 4o mg dos veces 7515 ke dos
S A R

Tercera eneracion: oral

Ceffinie 300 mg dos vecss 300 g dos veces 7 g dos vecss al
Thio i s
oo m Goomg 1y mykgeada dia
S Cdad e

Ceflioreno 200-00 mgdos 400 mg dosveces Norecomendado
ecealdia EE

Gefiima 300 mgdosveces  jo0 mg dos vecss 4 kg ds veces
a0 Wi Sdao
oo mg cads & myi cada dia
i

Cefpodocima 200-400 mgdos o0 mg dosveces 5 migks dos veces
Secesal dia i Sda

Cefibuteno oo mgeadadia 400 mgcadadia 9 mylks cada dia
EATAC Iufliaoior st S s fe melicitin





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000120_t0015c.jpg
Gen 58 de In vespuesta priseacia
e dierendacin mickide

Deficincia de inasa 4 asciada
Sl receptor de 111

Receptor 3 tipo Toll
Deficiencia de midoperasidasa

Defciencia del receptor 1
el interferin (IFN)-1

Deficiencia del receptor 2
el nterferin (1FN)-1

Deficienca del ecptor
s el (1L) 12

Deficiencia de 112 pao
(Lapso)

Transductor de snales
y activador dela
transcripein 1 (STATS)

MyDés

IRAK 4

TRy
Midoperaxidasa (MPO)

Ny

Ny

e

fLspio

STAT

Spas.

g

14

g

Saaq

g

19ps

sax

sz

AR

AR

AR

AR

R

an

R

"

R

an

AR

Tranaduccién desehales.
Wtravis de receplores
tipoTal receptor de
Wilay otres’

Transduccidn de snales
travis de receplores
tpoTal receptor de
1Ly otros

Seralizacicn de TLR

Catdiss de superszido o
peréxida de hidrigeno
Ausencia deunidn
de 1PNy

Acumulcién excasiva dd
receptor defectuns

Ausencia de senalizaciin
de 1PNy

Ausencia de sensizacién
dell

Ausencia de L1 que da
Jugar 3 uns produccién
reducida de 1A-1

Disminucién dela
senaizacion del
receptor de [FN-Y

Ausencia de senalizaciin
“de rceptor de TEN-y
yde 18N alfibeta

g e oy it

neccones pitgenas graves
At

Encefltis rcurente por
Vis
Ausenci de MPO,en generl
o asociads infecciones
Infecionesrecurentespor
micabuctris no
Tbercuimas y por
Salmanela
Osteomidits por
micobuctris no
Tubercuionas
Infecionesrecurentes
or micabacteis na
Rbercuionas
Infecionesrecurentes
‘por micabacteras o
fuberculonasy por
Saimoneta |
Infecionesrecurentespor
micabuctris no
tuberculmasy por
Saimoneda |
Infeciones diseminadss
raves por micabactaias
o tbircdosas 1 5CG
Infeciones micobacteianss
iscminadas o
inteciones viricas que
i b

99,100, 102

o1





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000120_t0015d.jpg
LA i
Enfermedad dinica Product génico fecadot comsamics  Herencia  Defecofuncional  Hallasgos importantes  bibiogrfica
Sindrome delahiper B STAT an ) Disminsidn de Valores muy slos de1gE, 7 10508
infecions reurecntes enlzacian ccema,ancmalis
Glindome de 0. cpendiene de STATy e, demales e,
ety formaci de
Complemcato
Vi disica
Defienca deCiq o s ol i Sedburanlosbgnde 1
Deticenci deCor ar AR Tavia clica dd o toda s foemas
Defidencia de G s AR complemento b Pt
Ddicenciade & a diminaye a s cisica del complemeno.
Deticencis e Gy o A® Complements Toscomponenes
Diticenciade CoA i oy dependione de individuaes son oy
Dt decl a8 s Snicuerpos s ocstin
4cs & a s enermedad utinmane
Diadics 3 ® e b 2
Difienca de Gy G a dehciencn dd
Deticenciade Co & A& Companente temprano
Dticencia de o & & ey
Lo aceremi yla
“meningith on
habiniles cn odos los
tiposde dencencias del
Complemento
aeensiva
Deticenciadeproperdina  Properdina Xpam X Enlusdefidencias e Mayor ulnersbiidad a as
v aermativa nfecionesque n 10
ddcomplemento defcendon dd
iaminuye s s Companeate dela via
el complementa G
indcpendienc
de sicuerpos
Deticenci defactor Faaortt s ”
Deticenci de factor | facor 15 ~
11 ot i itad osempre el genenelgo b conedd Lt e pede e e genegado s puala e ola i e producs

g st

AD, sulosnica dominante, AR, auosnic eceiv: BOG, buclo de Clmtte Giin; RN, anigeno nucea dlvinus de Epsten Bar: EGC, enferecdad granulomatoss créoics;
VEB, viru d Epsicin Bt GDP,ianosks cfoiator IC0S,coetmulado nducbe; IDCG o deficenc combind graves e, gl dio; NF KB, aclor ckesr i
iyl arspuridnsa dxpgeson gy e dpsm e ey ey S R Y






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000211_f21-05-9788480868853.jpg
/\
R—NH—CH—CH C(CHy),

CO—N—CH—COOH
Estructura de la cadena lateral R

Meticiina OCH,
2,6, dimetoxifenipenicilina
co—
\ocH,
OC;H;

2-etoxi-1-naftipeniciina

/
=

Ry

co

CH,
Oxacilina
Sfenil5-metl- Py By
4isonazolipeniciina H o H
Cloxacilina
3(2-clorofeni) 5-mei o wH
“isoxazolipeniciina
Dicloxaciina
32, &-fluorolenl) o a
5-matil-4-isoxazolipeniciina
Flucloxaciina
3-(2-cloro--fluorofenil) o F

B-meti-

Tt ke, [





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000120_t0015a.jpg
Linfocitos B

Agammaglobulinemia igada
al cromosoma X

Inmunodeficencias con
hiper-ight

Sindrome linfoprolferativo
ligado al cromosoma X
(sindrome de Duncan)

Inmunodeficencia variable
“omin

Deficencia deTgh.

Fagodtos

Enfermedad granulomatosa
Crinica

Enfermedad granulomatosa
Crimicaligad sl
Pty

Cinssa deprecursores
e lintoctos B (5TK)

Ligando de CDyo
(D10t gp39)

Moduldor esencil de
‘NEXB (NEMO)

oo

Citiding desaminass
inducids porla
activacin (AID)

Proteina asociads a SLAM
(5AP)

1008 yotras

spsiphox

Xa
Xa6

pony

s0q

spis

Xas

sawyotros

rpas

Xpaa

AR

R

R

AR

X
e ke

tinfocitos B

infocitos B, linfocios T
y monvitos

Neuniflos

Manocitos

tinfocitos B

Respussta aVES

Funcidn delos
linfoitos T, sintesis
deanticuerpas

B

Destruceidn bacterian y
miciica defectuoss en
todas las formas de
enfermedad

Valors may s de
ncasipor

Valrs shos delgp,vlces
o 0 cleh,
¥ rapucia s
lnkochorT

Valos o o normles de
Tep s tjos
15C sl oot e
ko

Valoms o o normles de
Tev s Bos
165, disunion a os
WhbocosT

Presenciade gunglos
e
normks asiosd g y
loes oo e 146

Valores s de sncuerpos
ene s Bt o stk
Canlr oo orada

Valores s d G, e

o e

Sofuerpon vaores
s rgh comin

Aocade s omns
fommniciciencis

nfccions o
g
¥ disminun dela
enercion de
Soperiido

23035

10

43

s





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000120_t0015b.jpg
Enfermedad clnica

Enfermedad granulomatosa
Crimica autosimica recesiva

Nevtropenia crénica grave
¥ neutropenia cic

Verrugas,
hipogammagobulinersia,
AR

Sindrome de Chidisk-Higashi

Defciencia de adhesidn
e Ios lsucaatos ipo

Deficiencia de adhesidn
e Ios loucacitos ipo 2

Defcincia de adhesidn
e Ios laucacitos ipo 3

Deficiencia de grénulos
especificos delos neutrdflos

Producto genico afectado®
pasphox

pophos
Ferptor

Elastasa newtrsila (ELA3)

Factor independiente de
crecimicnto 1 (GF11)

Haxs

cxery

Proteina del wansporte
lsosdmico (LYST)

css (6B

Stalil Lewis X (debidoa.
mutaciones del
transportadors de
GDP fucosa [FUCTI])

Kindina 3 (FERMT3)

‘CCAAT protina de unidn
imensiicadora
(@EP)

Localizacidn
cromostmica
e

quas

.

1ops

i

1qa1s
22

1

g3

apnz

s

3931

Herencia

AR <5%
aEee

AR2s%
Zeee

AR <5%
aEee

an

an

AR
an

AR

AR

AR

AR

AR

Defeco funcional

Nautropenia

Nautropenia

Neutropenia
Deterioro de I actividad.

el receptor de s
quimiodnss

Deiecto quimiotictica,
neutropenia

Ausenia de iteginas
o lencochos

Ligandode - sleina,
bl deia
fiow

Setalizacidn e la wnién
4l integrinas

Productos de los grénulos
‘delos neutriilos

Hallosgos importantes

Hematopayesis cicic, cicos
e e g

Neatropenia aguda.

Sindrome de Kostmann

Deteriora de lasalids de
neutréfilos de la médula
dsea (miclocatexis),
valores bajs de g6,
Verrugss

Grénubs gigantes en los
neutrdtlos,albinismo
ocubcutinéo

Lencocitosis crica,retraso
" el desprendimiento
del cordin umbilical,
infeccions recurrentes

Estaturabaa, retesso mental,
"ipa sanguines Bombsy

Diseis hemorrégics,
[releiting

Ausenci degrénulos
Capecitcos delos
neting, usencia e
dctensinas (grinuios
Srtaerin);

Cita

bibliogrifica

5

®

5,60





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000156_f15-05-9788480868853.jpg
Actvidad dl virus dol Nio

Enfermedad neurcinvasiva
por vius del Nio Occidental ‘Gecidenta (sor humaro,
por milén do habitanes mosquio,valornari, aviar
® oores0 s e

® 109999

®: 100





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000168_f16-04-9788480868853.jpg
Ropdblca Popular Ghna, incudo Hong Kong
T o Vieinam o Singspur
Toronto, Canad

O e sotac e oo una prsons sospechosa.
o Pacacer SAAG.

Denea
Diicutad rospiatora
Coliess

Boors muscuaros






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000120_f12-01-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000065_u06-01-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000107_u10-01-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000211_t0050.jpg
Compuesto
Penicilina G

Procaina
Benzatina

Penicilina V

Ampiclina

Amosidlina

Cloxacilina

Diclaxacina

Fluchozacilina

Nafelina
Osacilina
Pipersclina

Dasificacion®

ral Tntramcdar Intravena

smillone de
e
it
1234 milons de
i)
Lcuessso mggdin
o s o
hintaa a5
e
Leunessssomghy 1ageh  sgrsh
i dviiioren s
o
Adulo 300 meish
Lacunes: s 20 e/
i i a1

dosis
Adulos 052 g/2h

Lactantes: 2550 mglks/
i, divididos en 4
s

Adultos: 051 g/sh
Lactantest12-25 myfkg/dia,
divididos en 4 dosis

Adulos: 031 g6

Lactantesi1a-25 mg/kg/diaso mg/sh 2gish
divididos en 4 dosis

Adultos 350500

mg/sh

2gish
agsh 2 gish
agish sigleoh

*Dosis intmmmecularss  Ritzswensses pars infecciones mésgraves o adulto:





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000223_u22-01-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000211_f21-07-9788480868853.jpg
R_NHH_&IM

€O—N—CH—COOH
Estructura de la cadena lateral R

Carbaicina
dsodon: cH—co—
Camovenciparicina i

COONa
@75”40_
bo

indanicarbericiina sédica éster
Sindanil de carbeniciina

cH—co—
Ticarcina :
acarbok-3- J
tenimetipeniciina 87 {00,
Q_Cl"_m_
o
Aziciina Go=0
=]
v
H—CO—

Meziociina co=0

Piperacilina c=0





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000107_f10-02-9788480868853.jpg
RS Y- .
G T —

-l i g e g





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000211_t0055.jpg
Lachmtes entze 1 semana.

Lactantes con <3 semana devida v mes de vds
Tntervala Tntervala
ntre Dosis enre
Firmaco  Desis (porkgidia)  dosis(h)  (por kyldia)  doss (h)
Penicilita G 50000100000 wnidades 12 om0 unidades &
Ampiclina 100 mg 2 momg 6
Fluchzacilina 25-50 mg 2 msomg .
Nafeilina 100 mg 2 memg s
Giiliie siome S 6





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000223_f22-03-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000168_f16-02-9788480868853.jpg
Material Gobiemo. Organismos|

i) ‘ Tocal Tedsrales
dol NIH Director del NIH
r Gobiermo SMU dol
statal condado
R Director del Clinical Center
publica
dvisién T e
gosenvivos ||\ goloe
delnosricaa) Asistencia dlnica
Serviios de asistencia a los
pacientes
k3
antro d comunicacionss de respussta hospitaaria
Subdirector de asistencia  Jefe ds servicio
ainca Senvicos de atencién al paciente
Administrativo Responsable de seguridad

Divisién de seguridad publica  Oficina de comunicaciones.
Tecnologia de informacién  Seguridad
Ayudantes de dncumsmac\én

Depariamanis ﬁ jmewmm. S|






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000156_f15-07-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000168_f16-03-9788480868853.jpg
Aislamiento respiratorio especial

QODOO®D

Higione domancs  Guanes  Ropadesachable  PAPR Monos (1ajes) Batas Protoctores.

para calzado.
PROHIBIDAS LAS VISITAS*
1. Habitacion individual con prosién negaliva. Martonor as puertas corradas.
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ol 6quipo de proteccién porsonal. tizar agua y jabn o soluciones antisépticas alcohdlicas para las mancs.

3. Guantes dobles nocosarios para todas as porsonas qua entran en a habiacién,
Indumentaria desechable necesaria para odas as personas que enan en a habitacin.
Respirador auténomo de aire purificado (PAPR) necesario para (0das las porsonas que eniran on a habiacion
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10. El personal administrativo osté imitado al seloccionado.
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puestos do enfermeri. "5k 5o hardn excepciones ras haber contactado con el sarvicio o seguridad
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Proteus vulgaris 500 w000 = B
Providencia >500 1000 2

Morganella 500 00 a5 s
Acinstabacter 500 1000 35 2
Pecudomonas aeruginosa 500 00 P s

i oneciite e nosbtbitive v davtas aulcines anGitadlodiciien
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Metodo de deteccion”

Deteccion Deteccion de | Deteccin
Virus Micrscopia Cultivo. antgenica. dcido nucleico. de anticuerpos Comentarios

Adenavirus 5 A oA A C 1HQ para mustss tslars; A y cultivo smpliamente utiizados para
s respisatoras, Prchas antigenicas rpidas urlzadas pars
Simaviras htrico. S utzan 1a¢ BAAN pafa moniorsa 4 carga
vica en hukspedes somprometidos

Agentesgendicos c ¢ s < © L histoogia es la pucha disgndstca mis il Los marcadores sustiteivos
ransmisbls de la o popularespera arscen deespecficidad. £ Wesarn biot parsa PPe
Encahlopata S UEVKa cabo'en aboratoros specializado. L secuenciacon el
Sipongilorme Senoma humana o il para | disgnéstico e rastornos

Arborirus c c s c A Laserologiaes o prncipsl método disgndstico La mayoria de s arbavirus

S ctivan flmente & sslamiento e s antes pucds requeie
instalciones on BSL 30 BSL. 4

Gitomegalovinis 8 A A B [HQ par mucstras tiulres  culivo en visks cspa s ipido y sensible
ars mustra distinas 3 sngre. S wilzan PAAN cusntittvas
Shigemermia ppés pars valorr o resgo e enfermedad y I esputeta l
ratamiento. L serclogs s utliza principslment paradetrminas una
iniecitn previa

Coronarirus c ¢ o B Los resutados positvaspor PAAN 2 G en el SRAG y de antcue
equicren onirmacin por un aboratorio de refesend. Cadh s e
iz mis s PA AN prs l Co o pastiipant en ol SRAG.

Enterovirus c A A b © Seprfierela detceidn de ARN de enterovirusen a infecién del SNC. EI
parechovirus se detectsprincipalmente por sishmiznto del virus
Blovinus yarenavirus A A A A B Las prusbas quedan restingidss a Wboratrios especilizados Para un

msica ripido o nigena y s PAAN son clave S raier una
instlcitn con BSL. 4 pars cliv, excepto CML. Los pacentes con
cnicrmelad grav pacaen llecer s haber Bbricdo sntcuerpon La
ML s¢ disgnonic principamente por serolgia

Hantarinus c ¢ 5 A taspruchas quodan resringidasa aboratorios speciaizado.Lasrologia
e PAAN son gusimen s pars  disgnisico.Secmpla a1 e
ot et o o B e P, DR
silamiento

Metapneumarirus c B A c © 1aPAAN e b prucha de cleccén para d disgndstico, Adn no estin

‘humano ‘ampliamente generaizados el ultivo n viltipo shely Lo rectivos .
Aeteceion antigénica. £ difc €l uliva convencional

Norovinus B & B C © 13 PAAN e prometedora pero problemitia por lavarisbilidad de cepas La

SRR on 803 Iabocsiios coe e Adupacklis meEopiA'
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Clase
molecular
i Amiber

Subtipos principates*
Plactamasa 2 de grampositivos

PHlactamasa b de gramnegativos
(p-cf. TEN1 y SHV.1)

PHlactamasa sbe de espectroestendido

Hlactamasa sbe TEM resistentea
inhibidores

PHlactamasa 3¢ que hidraliza carbenicilina
-lactamasa2¢ que hidroliza ceslosporinas
-lactamasa of que hidroliza B-carbapenem

Metalo-f-lactamasa 3

Cefalosporinasa 1 tipo AmpC

flactamasa 2d que hidroliza clogadiina

indice  gupo de Bush-jacoby Medeiros.

Sustratos preeridos
Penicilinss
Penicilinas, dgunas ceflosparinas

Penicilinas, ceflosporinas de
spectno reduci y de tercera
‘generacidn, monobactames

Penicilinss

Penicilinas, carbeniciina
Cefalosparinas

Peniciinas, ceflosporinas,
Carbapenemes

Todos los factimicas excepto
‘monabactam

Cefalosporinas, peniciinas

Penicilinas, clozacilina

8 wzcbactam y o sulbctan possen actividades similaresa I el ido cawlinico
Ao seguaig o b prd Aot g

Inbibidor’
fcido davilnico
Acido davilnico

feido davilnico

Acido davilnico
Acido davlinico

EDTA, quelntes de
divalentes

Cloxacina,
monabactames

Aeido davalinico

Principal localizacien gendtica
En cromosoma o en plismido, inducible
En plismido o en cromosoma

En plismido

En plésmido

En plismido
En cromosoms, inducible
En cromosoma.

En cromosoma

En cromosoma (inducible); cada vez ms
< han documentado cimas
Constitutivas codificads en plismidos

En plismido
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Grupo. Tipo de enzima Clase molecular Ejemplos
: Cefaosporinasa c Enterobacter coacae Pos (C), MIR-1 ()

a Penidlinasa A Bacillus creus, Staphylococeus aureus (8)

b Amplio espectro A SHV-1 (8), TEM- ()

e Espectro exendido A Kiebsiella axytoca Ks (C), TEM:3 (), SHV- (F)
abr! Resistente al inhibidor Disminucién A TEM-30 (RT-2) (P)

x Carbenicilinasa st A AR (0), PSE-1 (P), CARB- (P)

2 Chsacilinasa si Doa Streptomyces cacaoi (C), OXA-1 ()

e Cefaosporinasa s A Proteus valgaris (O, FEC ()

1 Carbapenemasa si A ML (C), NMC-A (C), Sme (€)

3 Carbapenemasa No B Stenotrophomanas maltophilia Ls (C), 1M1 ()
7 Penidlinasa No A Burkholderia cepacia (C), SAR-2 (F)

B.tanto cromoséimico como plisnids , cromosdinicos P plisnide
“Nuevo grupo derivado de Bush K, acaby GA, Medeiros AA. A fuctionl classfction schrme fo - actamases and s correlaton with melcula strucure, Ansierb Agents
pissrk gho. skttt e g
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Microorganismo. Penicilina G Penicilina V. Ampicilina, amoxicilina Oxacilina® Ticarcilina Piperacilina

Steptococcus preumoniae oor! 002 004 ou
Steptococeuspyogenes o005 o0z 001 002
Streptococeus agalactiae o003 006
Streptococeiviidans om a0 o o
Enterococeus faccals 0 a0 1 25 35 s
Peptostreprococcs oa o5 on o6 o4 o8
Staphyiococcus aureus

Negatvos parapeniclinasa 005 as o8

Positivos para peniclinasa 225 235 25 o4 s 3
Staphylococcus epdermidis oort oort o0st ot o8t e
Neisria gonorhoeac® 03 10 o 005
Neisria meningitdis o0 o a0s 6o 0 05

*La cxaclinn e representativade s periclines sntetalocdicass o s sctiv frent aceps resitentes  meticlina.,
Sl cepas senibless o 20% o ks de I cepas son resistentes a1 penciline,
158 samientos sensible  penicling y melcTin; 1 mayoris d os slamientos son resistntes.

B e S o 6. 0n 3501 Lo oiins PRI ¥ cOAlcHtiod ta roebin o
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Clase  Lugar activo
A Serma
B Meulof

lactamasas (Z6°)
C Serim
D Serim

Tipo enzima
Penicilinasas
Amplio espectra

Espectr extendido
(sL5)

Carbapenemasas
Carbapenemasas
Cetslosporinasas
Osaclinsas
Amplio especteo
Expect exendido

Carbapenemasas

Sustratos

Bensipeniciin, aminopenidins,
Cafhoipeniclinas, breidopenicilnas
Ceflospornas d éspectr reducido

Sustatos de f-actiicos de amplio sspeceo s
‘oximing (celosimacetadima, cerisxons)
¥ attreanam

Sustrstos de espectro extendido mis cefmicinas
Y camapencmes

Sustrstos de espectro extendido més cefamicinas
¥ camhapencmes

Sustrstos de espectro extendido més cefmicinas
y carbapenemes

Aminopenicilinas, ureidopenicilinas, doxacilina,
‘meticilina, axadlina  algunas ceflosporinas
i especto retucido. o

Sustratos de amplio espectro mis i-lactimicos
“Sximing y moncbactam

Sustratos de espectro extendido mis cefamicinas
y carbapenemes

T T P U P ST, ST Y

Ejemplos.

P en Staplyiococeus aureus

TEM:, SHV-1 en Escherichiacol Kabsilla preumoniae
y otras bactrias gramnegtivas

En emterobacterias:

TEM derivadas, SHV-derivadas,

(CTX M derivadas; PER.1, VEBS, VEB-2, GES-1, GES-2,
18C-2 en Preudomons aruginosa

KPC-1, KPC-2, KPC-3 en K. preumoniag; NMCIMI,
il SME

IMP, VIM, GIM, SPM, linajes SIM en P. aeruginesa,
pecies de Acinstabacter

Enzimas AmpC en enterobacterias y Acinstabacter
baumanni

Familia OXA en P, asruginass

OXAderivados en P. acruginesa

(OXAderivados en especiesde Acinetobacter
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Microorganismo mipemem  Meropenem  Daripenem
Staphylococcus aureus' 003 on 006
Esuflococos congulasa negatives’ 005 006
Strptococeus pyogenes 005 003
Estrptocacos dd grupo Viidans o5 o5 <os
Strptococcus preumoniae, pen's <01 oors
Strptococeus preumoniae, pen 1 oas o5
Strptococeus preumoniae, pen R 1 .
Enterococcus fueclis 4 s
Bacilus anthraci s
Liseria monccyrogenes o3 =
Hasmphius influenzae N 006
Neisseia gonorrhoeae s
Neisseria meningidis o
Klebsiella preumoniae 006
Enterobacter coacae
Escherichia ol o003
Aeromonas spp. . f
Cinobacter spp. 006
Sernatia marcescens® o2 25
Proteus mirabiis o35 o5
Acinetbacte spp. s %
Preudomonss aeruginosa” B 4
Stenotrophomonas makophiia >8 16
Burkbolderi cepacia s N s
Bacteoies fagis o5 o5 f
Prevotalia spp. o35 oas o5
Clostridium dificite s N 2
Clostridiam perfingens o5 o006 006
Cocos anaerobios gramposiivos 0,06

<lncuyeproductors o producors de AmpCy - actamat d cspectr extenido.
Sicepsebles ametclinn 4 epas st  metclin o esienis  todo
s cubapeninicon.
SN hay dutos specficonpeolas Ch del dvipener on sl alasde meopeven
B b i e g
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Hongos

Septados hialinos

Dematiicos Dermatofior
Alternaria Epidermapipton

Coptococce Biptars Shcroporam

Blatoschizomyces ichophytan

Metsrezia Curvidara 27

Saccharamyees Exophiala

Rhodotouls Exrohium

Trichosporon Wangisla

*Consderado con recoenca un bongo dematiec,
R e Rt P o i i

Dimericns
Blasamyces dermatitis
Espedes & Coreiides
Hioplasma copsatim
Poretoceiio s asilensis
Penclum marmefel
St e

Beltimore: Wiliams snd Wikin 1985,

Orros
pre

Faciomyes

Fenicilim
Seeiooartim robfians:

Aseptados hialinos
Abidia

paphysamyces
Basdiobolur

Rhizomucor

Rhizopus
Sakietaca
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- gemeracion
Ceflosporinas parenterales

Cefuzolina
CeRiotina

Cetapiri
Cetrsine

Ceflosporinas orsles
Cefdraxilo
Cehlexina

Cefradina

2.° generacion

Cefamandol
Cetonicid
Cefuroxima

Ceaclor
Ceproilo
Cefuroxima sxctlo
Loracarber

Cefamicinas.

Cafmetazol
Catottsno
Cefaiting

3* generacidn. 4 generacion

Celoperszona Cefepima.
Cetotusima Cefpirama
Ceftzidima
Cetizosima
Cafriazona
Mosalactam

Cefdinir
Cetdioreno
Cefisima
Cetpodoxima
CiRbo

Activas frente a SARM

Ceftarclina
Cenabiprol
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Virus ADN Virus ARN

Monocatenario Bicatenario | Monocatenaria Bicatenario  Otro

Cadena negativa Adenovirdac  Cadena negativa  Reovirdse  Priones
Farvavindse | Hepadnavindact  Arenavirdse
Hemperviridse Bumyavirdac
Papllomavindact Deivridac
Polyomavirdse  Flovirdse
Poviridse | Onhomyeovirdse
Paramyioviidse
Fhabdviridse
Cadena postia
Airoveidae
Calicivindie
Coronaviidac
Haviiridae
H
Fiwiridse
Retroviidae
Toguvirdac

Rk dbuinsbasi amsoais Nyl tomiatad o Bcbins sackesons Mousbats
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Firmaco Cantidad*  Dosis*" Dasis

Fase felactdmico (mgiml) (i) (mg)  ocumdada (mg)
o 0 o 003
o1 04 004 07
o o8 o008
o o 083
i o6 e
on a0 20
0 oa4 a0 s
0 o8 480 0
100 o0 0 w
» 100 a0 o s
" 100 os0 i 60
5 1000 os6 w0 520
i 1000 om0 0
1000 o5 6w 1280

Observaral paciente durante 30 minutos; después adminisrar 1 del
misma firmaca por via intrsvenosa
#Dasts aministrads por via subautines (o ntramuscula o iravenosa).

linterva entre dosis s e 5 minutos.
De Sulvan T]. Drug alergy. Ea: Niddton E, Read G, Elis B y cols, ds. Allrgy

st iy s S B ettt M S e,
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Nombre
(afio de descubrimiento)

7-clortetraciclina
(1948)

Tetraciclina
(1953)

7-dimetiamino 6-demetilo-
6-desonitetraciclina
(minociclina)

(1973)

9-(N,N-dimetigicilamido)-
&-dematio-
6-desonitetraciclina
(1993)

(CHa N

(NN~ msn/g»c«pmfaob»
minociclina

(1993)
[CNJJQN\)I\

o-(tbutglicilamido)-
‘minociciina (GAR-936)
(1993)

g’ \)k

CH,
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Clswidim difficie
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Eirlogia queis retringin princpsimente s mvegacimes
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Bacteris

Corynebasterium
diphihriae

Cosiell bumetii
Eintichia chaffensic
Eriichia ewingi
Eikenila
Enpipelotiric

Thusopathiae
Escherichia coli

Francisllatularensic

Haemophilus ducreyi
e

Helicobacter pyiori

Meétodo de deteccion”

Deteccién
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La microscopiay el cultivo s las pruchs e deccidn s ha daborado una
PAAN para s deteccion de lataxina diftrica en sidlados y directamente
e mucitras clinias

a serologia (1EA) e a prucb de elecidn;fiebre Q aguda: aumento
Cuidrupleen el tialoa antigeno de as 1,0 o & M 250 7 ttulo de
166 >200; ficbre Q crnica:trlo de G 500 al antigeno e fse | las
PAAN son sensibles pero no estn omerciaizada

Lo AN esla prucba d lecidn paralanfcidnactiva a serlogia (FA) s
T procba s omn; serologia ptiva: aumento e cusra vecs n 1
it o G 64

L2 AN es n pracha de clcei parainfeccicn activs o s dispone de
Srologts Epecthcaperareacaona e mod cruzad con I serlogiade
E chafonss

La microscopiay d culivo son s prucbas de eleccirs puede requerirse
‘amplar aincubacin

Elcultivoes la prucha de clcidnsla microscopia e generslmente insensils
e dispone e PAAN en aborstorios d referencia

1 microscopiay d cultvo son s pruchas s comunes; s prchas
mignias pars 3 toxins Shigs o seneesy cspeiiae s dspone de
FAAN sn aboraoriosde reerencia

Elcutivo en medios selectivos con incubacién prolongaday I serologiason
s prucbus de elccion;a microscopiaes nsensible y no e dispone
amplismente e s prchs antigenicay de AAN; s detéctan aticherposa
particde la primera semana desde I apariién de los sintomas pero
persisten durante meses a atos, porlo que s requiere a seroconversidn
o un tilo levado (aghtinacidn =128)

13 microscopa s insensible (<50%) e nespecifcs deben utlzare medios
electivos difrendales pars ol culiva

L microscopiay los cultivos son la prucbas de lecei; s procbas
g nias pars  nigeno capaiar de seroip b e LR ¢+ o il
n'h ni vhcunado 2 pruchasde AAN 10 ctn disponible cn
boratorosde refrencia

el e condidone de i s (0 s
Cominmente) b micioscopi s esringe & s histapatogi s pricba
e deeccon antiinica e a proca de ceccion s prucoasde ELISA
s aigsnos ecales san seheble y spacicas (500 tamicn ¢
i amplament as pruchas d e o sienor s prusbas e G
S ser o mis senil g que s prucbas e 16 n e ol que 50
et et A R
(desmasindo inseasibies)
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La micrascopiay el cultivo son las pruebas de eleccion; puede requerirse una.
ncubacin proongads. pueterea

L microscopia(tncinde Giema, no de Gram) s I pruh de deccéns no
erece e metios comvencionles

o serecomienda | mictoscopi (induida I DFA ) s pruchas sntigénicas
o rins son scnsibes (~ 05) par L prcumophila seror o
L
AAN son declecidn (sensbls y especicas 1 serologia = menos
Sensble, o ancusrpos psden producirslentamente y o (M pucde
ersists durante 1 35 s

Elcaltivo requice técnicas cpecilizadas con micraarganismos
Sidadosdela sangre durante | primers semana e/ enfermedady de
orina o ontinuaciin | microscopia (campo ascuro) & insensible y
Sequicrs n abscevador Expermentads s erologi & prcha
selzada con mayor recuenciun o de mic mglatinacon de
500 ofa seraconversiin o dignistics I srcogis ¢ insensile en
o cetadios s de I enfermedad y psde e asrs 1
Serocomversin

L microscopiay o cliv son s prasbas de lcein; s dispone de sondas
i pars I dentficcki d 1o idados s dispone de pracbas
e ANN en aboratorios de refrencia

L micrscopiay d cukivo son s icricasefctuadss mis comsnmente; o
prichs técs (PPD) o andisi e interten gamm (7. o
uantiFERONTE) sn s prichas mis comuncs de hipersensbldad
tardis o andiss antgénicon et dsponibls principsiment en o
o e e et s e ety
srss inicas son sensibles  especificas e wtlian ansis con
Sonds mleculres pars denifcar o iadoscltvados

L micoscopiay d culv son s tcnicas ciectuadss s coménments
e ulizan sandas moleculars para dentfica ossisladas
oeass g
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Inicialmente, insufciencia renal
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magnesio!®?.17¢
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L prucha de AN es1a d leccicn pero o st comercialzada a sxclogia
(E1) e la tenica ilzada mis cominment; s seroconyxsion pucd
ser trdia 0 s¢ recomianda b prucba de rioagoinins

L prba de AAN e I decleccién;aka senibildad y buena cpecificidac o

Feicroscoia.y l v son o scnibes e  cukivs 1 prchas
Smiginicas dicctas s menos sensibis que  uliv

La microscopiay d cultv son s ticnicas de clccing s pruchas de
etecion snigénia d plsaciridos capmlares en LCR,sue y rina
“on mans scnibes qut s micascopiay esccionan e modo trusad
o ol K

a microscopiay d cultvo son s tcnicas de lccing encramentese.
equire und incubscin prolangada par laislamicnto

L microscopiay el culiv so s tcnicas de leci; ude requeirseun
mayor Hemp e incubacién pusts e

La microscopiay d cultvoson s tcnicas de lccin

L micrscopiay d cultv son s ticnicas de lccin; encsalmente e
e und mayor incubackn pars o sidamento

L srologia (1) que mplealosantigenos delgrupo o s cantemitca
e saniblepera b seocamyersio étardis  prucba de AAN e sensibe
perano st comerciabzada

L serclogia (1FA) que cmplea atienos del grupotifus s sensble pero 1
Serocamerin 55 tardi 5 P de AAN 4 sendbl perano Sti
Comercilzads

i lcultv son las prucha de cccin ascoloia prueba

D neensible « inespecificn: o s racomiends

L microscopiay  cultv son s pradhas de lecins s pruchas de
g pata 1 tsing Shiga so il n Sigel ysanfri o seroipa s

L microscopiay l culvo s las inicasutlizadas mis cominmente; hay
ruchas de AN comerciaies paa s denticacénde 5. sureus
Bteciin de SARM en muetas cinicas

La microscopiay d cultivo son hs prucbas de elccidn

L microsopiay d cultv son s tcnicas wsadas s cominmente: s
tilzan pchas antigénicasparsdetecar sntgenos sspecico de rupa
st (oeaal s, o) s rssbos e AN e
it e
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A
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c
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de dedos
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Comentarior”

L microscopiay e culiv son as prubs de clecin I marflogia
iroscipis orcieiicn o 4 ikdad pars 1 HemiRcacin’
preliminar

L mictoscopiay e culv son as pruas de lecidn s requiere
mpliscin e 3 incubcii an it ancecbis pors €l ssamicoto

Fucde requerirc ampla I incubacic pars isamicntoen ultive

L AAN el prucba de deccin durante la nfecién st serloga s
postvs o0 00% e ospacieniespera I respuests e a1 tincin
X Clmen e s cxtensonesde I cap cacochari s posiivs e o 6%
el paentes

Lamicroscopiay d cliv e wilianenla mayoriadeos aborsoris para
T B ki by s s AN merboas GemIEs
Cipecificas) L pruchas scrogias parssnicuerpos rente 3 anigeno
proectr an élssen pacietescon uli) neai

Lamicroscopia il sl e el ctadio nicil d b enfermetad por arstaz
"ic gt (FAG) y e patents on anglomatoss aciae: & culiv s i
principalments s pacentsinmunocompeometdas con bateriemis s
i 2 prochas de smigenos mmamofaorcscents i in
pacicntescon fcbe e s rinchera audas s AN s ulizan
rincpsimene o abrsorio s g (7 FLA
Pruchs dececcion enia EAG, endscardite y acircmia

Lamicroscopia (DFA) e mensible c nespecifia (i seutizan scucrpos
polidonsla);l culivo e insensive v reyuire d cmpleo de medior
Eipeciicos ¢ incubacin prolomgads: 1 AN cs s e de decaen,
Sy capeciic 34 utlzan coteesapropiadss s serobgia
(ELISA) £ ol it o vacunads s s demacstrs n sumento de
G de g b oxins pertisics o hemaglatinina Faméntoss

Generalmente no s esiz ol cubiv cxcpto en aborstoros o
Cxperienci amicrosopiaco il o e febre recurrene prucha de
ClEiio e il FAAR c aborstorios e efrenca prs o)
ingnéoicn e nenfrmedad de LymesIsrcloga o n prish. de
clcién para 1 feoedad de Lyme: o pciencsson sometidos 3
Crivado fon EIA 0TFA y ¢ confsman o rsiados on
inmanomnsirends

Bl culivo s una prueba sensible s ¢ wliza una incubackn prol
(pcf. 2 semanas)s la microscopia no o il generalmente: no e
de pracbas antiginicasy de AAN exceplo e aboratorios dereferenci; i
Scrclogi s un awsiliar 6l al cutivr un sumento signfcativy &n
AlnEos o un il o iy SugeAs e s product rescividad
<rusads (.o Francisla, Vibria, Versinia)

Bl cutivo & I prucba de elecién;a microscopia s sensibe pero
inespecifcs e dispone de prucbas antigénicas con sensibikdad ente o
0%y I8 s PAAN ylaseologiaestin restringidas  aboratoros de
Feferencia en ireas endémicas

Bl cuivo n medios selectivos e I prucha de elccion a microscopia s
Sistils poes capacthcs:






OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000090_f09-01-9788480868853.jpg





OEBPS/OEBPS/images/B9788480868853000247_t0025.jpg
Kirmaco B-lactémico  Cantidad*  Dosis*'  Dosis acumulada

Fase (mgim) i) mg) (mg)
B o5 o 005 005
B o5 0a os0
3 05 ou 020 o35
r o5 o8 o0 o7
s o5 16 os0 155
s o5 3 60 55
2 o5 64 320 635
5 s0 i 600 1235
s 50 24 00 2435
10 50 48 2400 atas
00 1o 5000 9835
500 20 10000 19835
5 500 4o 200,00 sohss
" 500 0 10000 79835

35 Observar al paciente durante 30 minutos; después administrar 1 ¢ del
miemo irmaco por via intravenosa
*Suspensindel rmaco iluido en 3 ol de g pars s ingsts
El imervlo entee dosts s de 1 minutos.
De Sullvan T]. Drg allergy. B Middton E, Reed C, Elfis £ y cols, eds. Al
B F-mep Bl g o Dyt e bty
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Lot microornsvos isados s dtctn generamene por v o microscopi

s inicroscopin y & cultivo Son Iné Wcnices utkisades nds comdnments: s
i pruchas antignicaspars deteta Aot especiicosde grupa
brer it st syl i
tectan simicraorganismo en s mkstras e utliza aserologiapac |
agnishcn den enermedad potstreplocicics b

L microscopiay d cultv son s tcnicas tlizadss méscomdnmentes
rachas antnica utladas pars detecta l polsacieido C en orina
{sensibiidad: 50-00%); pruchss de AAN comerciales sl para
idenicaciin & os sisados o cltva

No crec enaultve a microscopia de campo oscuro y DEA snsiles cn s
ks primari; prohas de AAN ntroducida recentaments paa 3
Cofermhedad primara y sccundars (sensbls y specica) 1 serlog
510 prucha bschiads s cominment o prcha de ceeio s
Pruchus no trcponimicas  trepancmicas san sensibles y generalmente
espeficas

Lo AN es la prucha deeloccin,disponible enlsboratorios e efrencia

La microscopiay  cultvo son s pruchas s comunes; s dispone de
richas pas o angena O én sas endiricas s dispon ¢ prushas
AN aboratoros de refrencia

Lamicroscopiay el v son a prochas de cleccion:pusdese il mplir
T ineubacion

a microscopia, culivo,prusbas antigénicas y AAN son todas sensies s
richas anignicas dnectas peoporionsh un disgnisin ripido
Sensble (s0-00%)

A pruch o generalmente i pars e agnisico nleados B, s proeha s il o it cicunstancis o pars el diagndetic d fomas especiicas de infeceé;C, I prusba ars

vezs il pars s dignisticos enerades.

AAN, sipliicciin de dcidos mucleicos DFA, posha de aticerpos Ouarssceoes irectos A, enzimoinmunosnliss A, anlss de nmunoflorescenci ndicst; M,
B e R S A e A 5 AV o 3 T Y R Wt R0 P i e Pt et s 7 O
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