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CAPITULO 1
GENERALIDADES

INTRODUCCION

Las bacterias son organismos muy simples y microscopicos que habitan en el medio
ambiente, por lo tanto, la interaccidn hombre-bacteria es permanente. Dicha relacion
puede ser beneficiosa, indiferente o perjudicial.

Se denomina Bacteriologia a la ciencia que se ocupa del estudio de las bacterias.
Bacteriologia médica es la ciencia que se encarga del estudio de las bacterias que le
son perjudiciales al hombre. Sin embargo, debemos hacer la salvedad que no todas
las bacterias aisladas del cuerpo humano son nocivas. A las bacterias que producen
enfermedades se las denomina patdgenas, pero grandes areas de nuestro organismo,
como la piel, el tracto respiratorio superior, la boca, el tracto intestinal inferior, estan
habitados por bacterias adquiridas practicamente desde el momento de nacer. A esa
flora se la designa como microbiota normal o nativa del hombre.

El campo de aplicacién de esta ciencia abarca el estudio de la biologia, la fisiologia y
la genética de estos microorganismos, pero también investiga la relacion de las
bacterias entre si, de las bacterias con el medio ambiente y de las bacterias con el
hombre.

El término infeccién se refiere a la colonizacion y perpetuacién del patégeno en el
huésped, mientras que enfermedad (infecciosa) involucra la afeccién del estado
general del hospedador. Obviamente, no todas las bacterias estan en las mismas
condiciones para causar infeccion y enfermedad. Algunas bacterias solamente pueden
infectar aquellos individuos cuyo sistema inmunolégico estd comprometido de alguna
manera. De hecho, el proceso infeccioso es un fendmeno multifactorial que depende
tanto de la condicidon inmunoldgica del hospedero como de los factores de virulencia
del microorganismo infectante. Tanto las bacterias que componen la microbiota normal
como las patdgenas, tienen la capacidad de colonizar y sobrevivir transitoriamente en
las superficies expuestas del ser humano. Sin embargo, la toxigenicidad y la
invasividad son dos propiedades comunes en bacterias patogenas, ausentes en
bacterias comensales.

Por todo esto, al médico le es indispensable conocer de qué manera las bacterias
causan enfermedad, por ejemplo, como Bordetella pertussis se adhiere al epitelio
bronquial o cémo Shigella spp. es capaz de invadir la mucosa intestinal. Ya que esta
forma es factible comprender los signos y sintomas que se producen frente a la
enfermedad causada por estas bacterias.

Asimismo, es prioritario saber cual es la bacteria causante de una determinada
patologia, es decir, debe saber orientarse hacia un correcto diagnéstico etioldgico, no
olvidando de hacer una distincion entre las areas que normalmente presentan
microbiota nativa de aquellos sitios que son estériles.

El médico debe saber si debe valerse solamente de los datos clinicos para efectuar un
adecuado diagnéstico, como en los casos de infecciones por toxinas (tétanos,
botulismo) o si puede recurrir al laboratorio de bacteriologia y en qué oportunidad. Se
debe tener presente que el hallazgo de un determinado microorganismo no siempre



indica un presunto papel causal; encontrar neumococos 0 meningococos
(Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis), que son considerados patdgenos,
en las vias respiratorias de un hombre, no siempre indica enfermedad, ya que en
ocasiones el individuo presenta estado de portador.

Una vez que el médico conoce la causa de la enfermedad, indicara el tratamiento
especifico en base a las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, cuya responsabilidad
compartira con el laboratorio de bacteriologia; la velocidad, unida a la exactitud,
reproducibilidad y buenos controles, es esencial para suministrar un tratamiento
antimicrobiano (ATM) racional.

Ademas de indicar el tratamiento a un paciente, el médico debera adoptar las medidas
de control pertinentes para evitar la propagacion de los microorganismos a la
comunidad. Por ese motivo, no podra dejar de conocer las vias de transmision, los
reservorios, las fuentes de infeccién, la poblacién susceptible, la variabilidad estacional
de las enfermedades bacterianas, como asi también la resistencia del hombre ante
ese tipo de noxas: inmunologia de las enfermedades bacterianas y existencia de
medidas preventivas validadas.

MORFOLOGIA BACTERIANA

Las bacterias son microorganismos procariotas; para comprender la estructura de las

bacterias se puede comparar su organizacion celular con la de las formas bioldgicas

superiores (animales, vegetales, protozoos, hongos).

Las bacterias se caracterizan por:

» Carecer de organelas

» Poseer ribosomas

» Carecer de nucleo propiamente dicho, sin membrana nuclear y con su DNA
formado, generalmente, por un solo cromosoma circular

» Poseer DNA adicional en forma de plasmido pequefio

» La realizaciéon simultdnea de la transcripcion y la traduccién de la informacion
genética.

Forma y tamaio de las bacterias

Las bacterias pueden presentar diversas formas basicas (Figuras 1y 1a):

esféricas u ovoides » COCOS

bastoncillos o cilindricos ——» bacilos

helicoidales » espirilos

Cuando una célula bacteriana se divide muchas veces para formar un conjunto de
células (colonias), éstas Uultimas pueden agruparse en cuadros espaciales
caracteristicos.

Los cocos pueden encontrarse en forma aislada o puede suceder que luego de la
division celular no se separen totalmente originando distintas agrupaciones. Segun el
plano de division se agrupan en:
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pares diplococos

v

cadenas

v

estreptococos
de a 4 células ————» tétradas
dea8células —— » sarcinas

racimos » estafilococos

Los bacilos pueden ser muy cortos, denominandose cocobacilos o pueden tener una
longitud de 2 a 10 veces su diametro. Sus extremos pueden ser redondeados,
aguzados o cuadrados. Los bacilos con forma de coma se denominan vibriones. La
agrupacion de los bacilos puede ser:

aislados » monobacilos
de a pares » diplobacilos
cadenas » estreptobacilos

En general, la longitud de las bacterias oscila entre 1 a 5 ym. Dado que el ojo humano
no permite visualizar objetos menores de 0,1 a 0,2 mm, para la observacion de
bacterias se utiliza el microscopio 6ptico, siendo el mas utilizado el de campo claro.
En este microscopio las bacterias aparecen como objetos oscuros en un campo
fuertemente iluminado.

Sin embargo, existen bacterias que estan en el limite del poder resolutivo, como es eel
caso del agente etiolégico de la sifilis, Treponema pallidum. Para poder visualizarlo, se
debe utilizar el microscopio de campo oscuro, en el cual la luz se refleja a través de la
muestra en el portaobjetos de vidrio para llegar a la lente del objetivo y asi se crea un
fondo oscuro, en el que las células y los organismos no tefidos se ven como objetos
brillantes.

Debido a que el indice de refraccion de las bacterias es similar a la mayoria de los
medios de suspension acuosos, las células no se ven con facilidad a menos que por
ejemplo estén tefidas.

En bacteriologia se usa el objetivo de 100X. Utilizando este objetivo con aceite de
inmersién, se incrementa el poder de resolucién del microscopio llegando a aumentos
de 1000 a 2000 veces el tamafo de la bacteria. Cabe recordar que se entiende por
poder de resolucidon la distancia minima que debe haber entre dos puntos para
visualizarlos como tales.

Cuando observamos bacterias al microscopio dptico solo podemos reconocer forma,
tamafo y agrupacion. Sin embargo, mediante microscopios de mayor resolucion y con
tinciones es posible ademas reconocer algunas estructuras como: capsula, pared,
flagelos y esporas.
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Figura 1. Forma y agrupaciones bacterianas
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Métodos empleados en el estudio morfolégico

- Examen en fresco

Se puede realizar el examen microscopico directo de las muestras sin tincion, donde
las mismas se extienden sobre la superficie de un portaobjeto para su observacion.
Estas técnicas permiten observar movilidad, morfologia y agrupamiento de las células
bacterianas.

- Examen directo con coloraciones permanentes

Consiste en la observacion de las bacterias presentes en una muestra mediante
preparaciones tenidas con distintos colorantes. Existen una gran variedad de técnicas
de tincion siendo de gran utilidad las coloraciones diferenciales. Las dos mas utilizadas
son la tincion de Gram y la de Ziehl-Neelsen. Estas técnicas seran explicadas mas
adelante.

Con la tinciéon de Gram, no solo se hacen visibles la forma, agrupacion y tamano sino
también pueden diferenciarse en gram positivas y gram negativas de acuerdo con la
estructura de la pared.

La coloracion de Ziehl-Neelsen no solo permite la observacion de forma, tamafo y
agrupacién, sino que pone en evidencia aquellos microorganismos que resisten el
tratamiento con acido-alcohol, como por ejemplo, la bacteria causante de tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis)

ESTRUCTURA BACTERIANA

Las bacterias son mas simples que las células eucariotas, ya que no poseen organelas
como membrana nuclear o mitocondrias y su estructura superficial es mas compleja.
Las bacterias poseen una serie de envolturas externas que rodean el citoplasma,
donde se halla el genoma, los ribosomas y las inclusiones. Las bacterias, ademas
poseen apéndices o prolongaciones que se extienden por fuera de la célula. Algunas
de las estructuras que forman parte de la célula bacteriana, tales como membrana
plasmatica, ribosomas y material genético, son imprescindibles para su viabilidad. La
pérdida de otras estructuras, como la capsula, flagelos, pilis y/o plasmidos no les
impide a las bacterias dividirse.

Envolturas celulares

Si analizamos estas envolturas desde el exterior hacia el interior podemos encontrar la
capsula, la membrana externa en una bacteria gram negativa, la pared y la membrana
plasmatica.

= Capsula y capa mucosa (glicocalix)

Numerosas bacterias, tanto gram negativas como gram positivas, fabrican y exportan
polimeros de alto peso molecular que se adhieren al exterior celular formando una
capa por fuera de la pared. Cuando esta capa esta bien organizada y no es eliminada,
se denomina capsula. Cuando se deforma con facilidad, y es mas facil de observar se
la designa glicocalix.
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= Capsula

La mayoria de las bacterias aparecen rodeadas de una capa de material gelatinoso
denominado capsula. De ella depende la virulencia y la antigenicidad. La capsula
protege a la célula bacteriana de la fagocitosis. Su volumen varia ampliamente,
pudiendo ser muy gruesa, como en Streptococcus pneumoniae, 0 muy delgada que
solo puede ser demostrada utilizando métodos quimicos e inmunoldgicos, como en
Neisseria gonorrhoeae.

Las capsulas tienen una composicién quimica definida que es caracteristica del tipo de
célula que la produce. En casi todas las células bacterianas la capsula estda compuesta
por polisacaridos. Otras bacterias pueden poseer una capsula compuesta por
polipéptidos (ej.: Bacillus spp). Estas sustancias quimicas tienen un importante valor
antigénico, lo que permite hacer una rapida identificacion serolégica.

La capsula puede ser observada con tincion negativa. Mediante esta tincion la capsula
se observa como una capa compacta adherida a la pared. La visualizacion de esta
depende fundamentalmente de su espesor; si es gruesa se observa facilmente, si se
trata de una estructura delgada debe recurrirse a métodos quimicos e inmunoldgicos.

= Glicocalix

Diversas bacterias poseen macromoléculas superficiales, las cuales se unen a sitios
receptores ubicados sobre la superficie de ciertas células animales, provocando asi
una adherencia fuerte y especifica. Algunas de estas moléculas son de naturaleza
polisacarida y forman una intensa red de fibrillas llamada glicocalix, que participa no
solo en la union a superficies de células huésped, sino también a otras células
bacterianas. Ej: Streptococcus mutans, el cual se adhiere a superficies dentales
participando en la produccién de caries.

» Membrana externa

Solo esta presente en bacterias gram negativas. Las bacterias gram negativas

presentan por fuera de la membrana plasmatica, dos capas de envolturas dispuestas

de manera laxa. Estas incluyen la membrana externa y una zona intermedia o

periplasma, donde se halla la pared (peptidoglicano)

La membrana externa es una doble capa formada por lipopolisacaridos y

fosfolipidos.

La porcidon lipopolisacarida esta compuesta por tres segmentos unidos

covalentemente:

a) Una regién polisacarido variable que seria el polisacarido O, llamado también
antigeno somatico O.

b) La regién del polisacarido del centro o nucleo polisacarido.

c) Un lipido complejo, el lipido A; este lipido es el componente tdxico del
lipopolisacarido y es lo que le confiere la caracteristica de endotoxina.

La membrana externa presenta también proteinas, algunas de las cuales reciben el
nombre de porinas, siendo las que favorecen la entrada y salida de sustancias
hidrofilicas de bajo peso molecular. Otras proteinas sirven como sitios receptores de
fagos y otras son las responsables del transporte de pequefias moléculas especificas
(sideroforos) En la figura 2 se puede observar el esquema de la membrana externa
de una bacteria gram negativa.
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Figura 2. Esquema de la membrana externa en bacteria gram negativa

» Periplasma
Se encuentra entre la membrana plasmatica y la membrana externa de las bacterias

Gram negativas. Se ha demostrado la presencia de diversas enzimas y lipoproteinas
de union.

= Pared celular
La pared se encuentra presente en todas las bacterias, con excepcion de Mycoplasma

spp. Artificialmente algunas bacterias pueden perder la pared (ver mas adelante). La
principal funcion de la pared es conferir rigidez protectora a la célula bacteriana, le
brinda caracteristicas antigénicas y la protege frente a fuerzas osmdticas que el
microorganismo debe soportar (Tabla 1).

La pared puede ponerse de manifiesto mediante la tincion de Gram. De acuerdo con
su afinidad tintorial las bacterias pueden dividirse en dos grandes grupos: gram
positivas y gram negativas. Observando cortes al microscopio electrénico en las
bacterias gram positivas, la pared surge como una capa gruesa y homogénea, en
tanto que en las gram negativas suele ser delgada y estratificada. La pared celular se
encuentra separada de la membrana citoplasmatica por el espacio periplasmatico.
Todas las bacterias poseen un componente comun que constituye el esqueleto de la
pared: es el péptidoglicano (mucopéptido o mureina). Sus componentes son 2
aminoazucares (N-acetil glucosamina y acido N-acetil muramico).
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Tabla 1. Funciones de la pared bacteriana

Funciones de la pared bacteriana
Protege a la bacteria.

Participa en la division bacteriana.
Actua como filtro, debido a la presencia de poros.
Es determinante del poder patégeno en bacterias gram negativas.

Es sustrato sobre el que actuan algunos antibiéticos.

Pared celular de la bacteria gram negativa
La pared estd compuesta por una delgada capa de péptidoglicano que se halla
ubicada en el espacio periplasmico (Figura 3).

Pared celular de la bacteria gram positiva

En las bacterias gram positivas el péptidoglicano forma una capa gruesa por fuera de
la membrana celular; ademas, contiene otras macromoléculas asociadas al mismo
(polisacaridos y proteinas). Los polisacaridos mas conocidos incluyen acidos teicoicos
y proteina M de Streptococcus del grupo A, entre otros.

Las bacterias pueden perder la pared de manera artificial. La enzima lisozima, muy
abundante en la naturaleza, ataca especificamente al peptidoglicano de la pared
celular. Si la pared es eliminada completamente, da lugar a la liberaciéon de un cuerpo
esférico denominado protoplasto, mientras que si conserva restos de esta se habla
de esferoplasto. El término protoplasto es usado para las bacterias gram positivas,
mientras que esferoplasto lo es para las gram negativas (Figura 3).

Pared celular de micobacterias

Las micobacterias poseen una pared celular compleja y rica en lipidos (Figura 4). Esta
pared celular es la responsable de las propiedades caracteristicas de las
micobacterias: su acido alcohol resistencia, el crecimiento lento, su resistencia a los
detergentes y a los antibacterianos comunes y la antigenicidad. En sus paredes
contienen moléculas de acidos micodlicos, una capa de peptidoglicano (cuya
estructura es similar a la hallada en las paredes de las bacterias gram negativas)
denominado lipoarabinomanano (LAM). El peptidoglicano esta unido por enlaces
fosfodiester a un polisacarido ramificado llamado arabinogalactano, el cual, en los
extremos distales, esta esterificado con el acido micdlico de alto peso molecular
conocido como factor cordon. Estos lipidos forman una capa cérea que vuelven
hidréfoba a la bacteria, modificando las propiedades de tincibn de estos
microorganismos (bacterias acidorresistentes), otorgandole resistencia a la desecacion
y a otros factores medioambientales.
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Figura 4. Esquema de la pared de una micobacteria.

Esquema de la pared de una bacteria gram negativa y una gram positiva.
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» Membrana celular

Se encuentra adherida a la parte interna de la pared celular. Es la verdadera barrera
entre el exterior y el interior de la célula. Esta compuesta por proteinas (50-70%)
lipidos (20-25%) y pequefas cantidades de hidratos de carbono (Figura 5). Los
esteroles, por lo general, estan ausentes en las bacterias. Micoplasma, que carece de
pared, presenta una membrana celular con esteroles.

Funciona como una barrera osmatica que regula la relacion con el medio externo que
la rodea. Presenta las propiedades de las membranas semipermeables vivas, como la
permeabilidad selectiva y el transporte de sustancias a través de ella contra un
gradiente de concentracion, para iones minerales, azucares y aminoacidos. Contiene
sistemas de transporte de electrones, citocromos, enzimas respiratorias etc.

Existen invaginaciones en la membrana celular o pliegues internos dentro del espacio
citoplasmatico denominados mesosomas. Se ha sugerido que sirven para aumentar la
superficie de la membrana celular o que representan estructuras especializadas.
Intervienen en la division celular y en la formacién de esporas.

Ademas de las funciones ya descriptas, esta membrana participa en la produccién de
energia, pues posee en ella enzimas respiratorias que en las células superiores se
encuentran en las mitocondrias. Interviene en la eliminacion de residuos y en la
biosintesis de la pared celular.

Espacio extracelular

_ Glucoproteina L Glucalipido

\.,__ “:::..vu ET,-"' !

L | B oscos

OB et

O 26D LW et

LXK | .s

1REIIRE NHOOU

L3 LUAIE] 2

s D

s/ ; i
)/ Proteina integral
/ periférica

Cltoplasma

Figura 5. Membrana celular bacteriana.

= Citoplasma
Contiene alrededor del 80% del agua presente en las bacterias. Ademas, se

encuentran en él una gran variedad de pequefias moléculas, iones inorganicos,
ribosomas, granulos de almacenamiento y enzimas, involucradas en reacciones
anabdlicas y catabdlicas necesarias para el crecimiento celular y la reproduccion. Los
ribosomas (70S) son los encargados de la sintesis proteica. El nimero de ribosomas
en una célula bacteriana varia con las condiciones de crecimiento.
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Los granulos de almacenamiento son de 3 tipos: glucdgeno, lipidos y volutina (o
granulos metacromaticos).

» Material nuclear
El DNA bacteriano esta formado por dos cadenas de polinucleétidos enrollada en

forma de hélice. Es circular y covalentemente cerrado. Ningun limite lo separa del
resto del citoplasma.

* Plasmidos
Un pequeno porcentaje de informacion genética de la célula esta presente en forma de

moléculas mas pequefias de DNA (plasmidos), que pueden existir en muchas copias y
replicar independientemente. Los plasmidos generalmente alojan los genes
participantes en la resistencia bacteriana a las drogas quimioterapicas.

= Apéndices bacterianos
Los apéndices bacterianos comprenden los flagelos, los pili y las fimbrias.

- Flagelos: son apéndices largos, delgados, proteicos, helicoidales, de longitud vy
diametro uniforme. Son los responsables de la motilidad rapida de las bacterias. Nacen
de un cuerpo basal localizado por debajo de la membrana citoplasmatica (Figura 6).
Segun la cantidad y localizacién de estos se pueden clasificar en:

-monotrico: un solo flagelo en un polo de la célula

-lofotricos: un penacho de varios flagelos polares
-anfitricos: un flagelo en cada polo

-peritricos: con flagelos en toda la superficie celular
-atricos: sin flagelos

La proteina que los constituye se llama flagelina y tiene mucha antigenicidad. Miden de 2
a 20 ym. Son frecuentes en bacilos y vibriones siendo su presencia excepcional en los
COCOS.
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Figura 6. Esquema de bacilos segun cantidad y localizacién de flagelos.
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= Fimbrias y pili
Son apéndices que se encuentran en la superficie bacteriana y se originan en la
membrana celular. Se encuentran en casi todas las bacterias gram negativas, pero
algunas gram positivas pueden poseerlos. No son esenciales para la supervivencia
de las células bacterianas, pero tienen funciones especializadas. Son mas cortos
que los flagelos.
Las fimbrias permiten la adherencia bacteriana a la célula huésped, son muy
numerosas Y tapizan la superficie celular. Los pili sexuales permiten la adherencia
entre células bacterianas facilitando la transferencia de material genético, siendo
mas largos y encontrandose en numero de 1 a 2 por célula.

= Esporas bacterianas
Es una formacion endocelular caracteristica de algunas especies bacterianas. Sélo
se forma una espora por célula; pueden ser ovales o esféricas, ubicadas en una
determinada region de la célula. La caracteristica mas importante es su capacidad
para resistir condiciones del medio ambiente que matarian rapidamente a la
célula vegetativa.

TAXONOMIA BACTERIANA

La clasificaciéon, la nomenclatura y la identificacién son tres areas diferentes, pero
interrelacionadas de la taxonomia.

La clasificacion es la organizacion de los organismos en grupos taxondmicos teniendo
en cuenta las similitudes y las relaciones existentes entre ellos.

La nomenclatura, es la asignacion de nombres a esos grupos taxondémicos, teniendo
en cuenta reglas internacionales.

La identificacion es el area de mayor aspecto practico y consiste en determinar a qué
grupo taxonomico ya establecido pertenece un nuevo aislamiento.

Categorias taxonémicas

Los diferentes niveles o rangos utilizados en la clasificacion de los microorganismos se
denominan categorias taxonémicas.

La categoria taxondmica basica es la especie, la cual puede ser definida como un
conjunto de cepas similares que difieren considerablemente de otros grupos de cepas.
Sin embargo, también puede ser definida de manera mas precisa a partir, por ejemplo,
de los porcentajes de homologia de DNA-DNA.

Un grupo de especies que comparten caracteristicas significativas pueden agruparse
en un género, y los géneros relacionados conforman una familia. Y asi se iran
agrupando en categorias taxondmicas superiores.

A continuacion, ejemplificamos la taxonomia de la bacteria Klebsiella pneumoniae.
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Phylum:  Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia:  Enterobacteriaceae
Género:  Klebsiella
Especie: Klebsiella pneumoniae
En resumen, cada categoria agrupa unidades taxonémicas de nivel inferior.

NOMENCLATURA BACTERIANA

Los microorganismos pueden ser nombrados utilizando una nomenclatura informal,
(ejemplo: neumococo), o bien mediante la nomenclatura cientifica que se ajusta a
reglas internacionales, (ejemplo: Streptococcus pneumoniae). El médico debe
conocer, pronunciar y escribir correctamente la nomenclatura cientifica.

En la denominacion de las especies se utiliza el sistema binomial, que es un sistema
de clasificacion que se utiliza para nombrar a las especies de seres vivos. Como
sugiere la palabra «binomial», el nombre cientifico otorgado a una especie esta
formado por la combinacion de dos nombres en latin: el nombre del género y el epiteto
especifico. El conjunto de ambos es el nombre cientifico que permite identificar a cada
especie conocida. La primera parte corresponde al género seguido del epiteto
especifico de especie. El nombre cientifico se escribe en cursiva. El género siempre
inicia con mayuscula y la especie en minuscula.

Ejemplos:

Streptococcus pneumoniae «—— género y especie en letra cursiva

Streptococcus sp. «—— solo el género en letra cursiva

Importante
La sigla sp. quiere decir “especie de” un determinado género de bacterias,
hongos, parasitos, plantas, animales; la sigla spp. es el plural y significa
“‘especies de”.

El nombre del género seguido de sp. o spp. implica que se trata de una
especie del/de los género/s que no se ha identificado en particular.
Tanto sp. como spp. no se escriben en letra cursiva.

PRINCIPALES CARACTERISTICAS EMPLEADAS EN TAXONOMIA

Para llevar a cabo la clasificacion de las bacterias los taxdnomos bacterianos se vieron
forzados a buscar, ademas de las caracteristicas estructurales y morfolégicas,
diferentes tipos de propiedades como las bioquimicas, fisiolégicas, ecolégicas y
genéticas. Dicha clasificacion se basa en atributos funcionales; la mayor parte de las
bacterias solo pueden identificarse por lo que hacen y no simplemente por su
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apariencia. El estudio de estas propiedades funcionales conlleva a la realizacién de
experimentos. Sin embargo, las técnicas moleculares son actualmente utilizadas para
la caracterizacion genotipica bacteriana, proporcionando una posible base objetiva
para la definicién de las especies.

A continuacién, incluimos un esquema resumido de las principales caracteristicas
empleadas en taxonomia con un ejemplo para cada grupo.

BACTERIAS

A. Gram negativas
Quimioheterétrofas
Méviles por flagelos o inmoviles

aerobios
Cocos o cocobacilos anaerobios

aerobios
anaerobios facultativos
anaerobios estrictos

Bacilos rectos

en espiral anaerobios facultativos

aerobios
anaerobios

En espiral
(espiroquetas)

Bacilos curvos o { aerobios

B. Gram positivas

aerobios

Cocos anaerobios facultativos
anaerobios
aerobios

Bacilos esporulados anaerobios

forma regular
forma irregular
forma filamentosa

Bacilos no esporulados

C. Bacterias sin pared celular

Neisseria spp.
Veillonella spp.

Pseudomonas spp.
Escherichia spp.
Bacteroides spp.

Campylobacter spp.
Vibrio spp.

Leptospira spp.
Treponema spp.

Micrococcus spp.
Staphylococcus spp.
Peptococcus spp

Bacillus spp.
Clostridium spp.

Lactobacillus spp.

Corynebacterium spp
Mycobacterium spp.

Micoplasma spp.
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CAPITULO 2
BIOLOGIA BACTERIANA

FISIOLOGIA BACTERIANA

La caracteristica mas importante de la materia viva es crecer. Para ello la bacteria
necesita incorporar distintas sustancias en su interior y con ellas sintetizar
macromoléculas caracteristicas.

Estos requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento bacteriano son:

a) Elementos energéticos y constitutivos.

b) Elementos especificos.

c¢) Condiciones fisicoquimicas adecuadas.

a) Elementos energéticos y constitutivos

Los mas importantes son:

-Agua

-lones minerales (fosfatos, sulfatos, calcio, sodio y cloro, en mayores cantidades y
manganeso, zinc, cobre, cobalto, niquel, boro, en cantidades minimas). Las sales
minerales sirven para mantener el equilibrio idnico, como elementos metabdlicos de
grupos enzimaticos y pigmentos.

-Carbohidratos: son los elementos energéticos mas importantes.

-Proteinas: pueden proceder del medio (proteinas, aminoacidos, sales de amonio,
nitratos, nitritos y nitrégeno atmosférico) o indirectamente de las reacciones de
desaminacion o nitrato reduccion.

-Lipidos: pueden ser utilizados como fuente de energia. Segun las distintas
necesidades nutritivas y energéticas las bacterias se pueden clasificar en diversos
tipos troficos, en base a tres criterios: origen de la fuente de energia, la fuente de
carbono utilizada y el aceptor de electrones.

Las bacterias que se hallan en el hombre son:

» Segun el origen de la fuente de energia:

quimiorganotrofas: debido a que utilizan como fuente de energia reacciones de 6xido
reduccion, siendo el radical dador de electrones un compuesto organico.

» Segun la fuente de carbono:

heterétrofas: debido a que utilizan como fuente de carbono a compuestos organicos
(siendo estas bacterias incapaces de sintetizar sus propios constituyentes a partir de
compuestos inorganicos).

» Segun el aceptor final de electrones:

aerobias: emplean el oxigeno molecular como ultimo receptor de electrones;
anaerobias: en lugar de oxigeno utilizan alguna otra molécula;

facultativas: aquellas que pueden utilizar ambas formas.

b) Elementos especificos
Algunas bacterias son incapaces de sintetizar algunos de los metabolitos esenciales,
por lo tanto, deben agregarse al medio de cultivo para su aislamiento. Dentro de estos
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factores de crecimiento estarian las vitaminas (B1, B2, B6, B12, acido nicotinico), los
aminoacidos (precursores de las proteinas), las bases puricas y pirimidicas
(precursoras de los acidos nucleicos) y otros como los factores V y X presentes en la
sangre.

¢) Condiciones fisicoquimicas

Ademas de los elementos energéticos y constitutivos y especificos, el crecimiento y

desarrollo de los microorganismos depende también de:

v' Concentracion de iones hidréogeno (pH): La mayoria de las bacterias
comensales y patégenas crecen mejor en un medio neutro o ligeramente alcalino.

v" Temperatura: para cada especie hay una temperatura definida, pudiendo
clasificarse las bacterias en meséfilas, cuya temperatura éptima de crecimiento
oscila entre 20 y 45°C; psicrofilas, cuya temperatura éptima esta por debajo de
los 20 °C y termdéfilas, entre 55 a 80°C.

v Presiéon osmoética: la pared celular protege a la bacteria de los cambios de
presion osmética del medio ambiente. Hay bacterias que sobreviven en medios
con alta presion osmatica, son llamadas osméfilas, entre las que encontramos
algunas bacterias patégenas para el hombre. Hay bacterias que requieren altas
concentraciones de sales y se denominan haléfilas.

v Presencia de oxigeno: las bacterias pueden comportarse como aerobias
obligadas, necesitan oxigeno como aceptor de electrones, por lo que solo crecen
en presencia de este; anaerobias estrictas, la ausencia de oxigeno es condicién
necesaria para su desarrollo o como aerobias-anaerobias facultativas, pueden
desarrollar tanto en presencia como ausencia de oxigeno.

v Presencia de dioxido de carbono: la mayoria de las bacterias requieren
pequenas cantidades de dioxido de carbono para su crecimiento, pero otra tales
como Brucella abortus necesitan concentraciones del 5 a 10%. Estas ultimas
reciben el nombre de microaerofilas.

Las bacterias del hombre son quimiorganotrofas, mesoéfilas y heterétrofas

METABOLISMO BACTERIANO

Cuando las bacterias disponen de todos los factores nutricionales y de un medio
ambiente adecuado, estan en condiciones de crecer. El conjunto de reacciones
quimicas que se producen en las células vivas recibe el nombre de metabolismo.

El metabolismo de las bacterias no difiere del de los demas seres vivos.

Las reacciones metabolicas se pueden dividir en dos grandes grupos: reacciones
catabdlicas o energéticas que tienen por objeto la descomposicion de los sustratos
en sustancias mas sencillas con liberacién de energia, y reacciones anabdlicas o
biosintéticas en las que dicha sustancia y energia se utilizan para la sintesis de los
materiales propios de la bacteria.

Los productos resultantes de los procesos anabdlicos no solo forman materiales
constitutivos de la célula bacteriana, sino también otros productos que pueden ser
eliminados al exterior. Estos productos pueden tener importancia en la identificacion
de las especies bacterianas o actuar como determinantes de patogenicidad.
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Como ejemplo de estos podemos citar:
1- Polisacaridos capsulares.

2- Toxinas

3- Exoenzimas

4- Vitaminas

5- Pigmentos

REPRODUCCION BACTERIANA

Durante el crecimiento bacteriano puede o no haber reproduccion. Si esta ocurre se
llevara a cabo por divisién binaria o division simple

Este proceso comienza con el desenrollamiento y separacion de las 2 cadenas de
DNA. Se forman asi 2 moldes de replicacion y se originan 2 cadenas dobles de DNA
quedando conformadas por un DNA paterno y una cadena recién sintetizada. Estos
genomas replicados se separan. Se forma un tabique en la mitad de la célula por
invaginacion de la membrana y aparicion de la pared celular. Se divide la célula en dos
células hijas (Figura 7).

Figura 7. Reproduccion bacteriana

CRECIMIENTO BACTERIANO EN MEDIO LiQUIDO
Si tenemos un cultivo bacteriano del que tomamos muestras a intervalos regulares, y

determinamos por métodos bacteriolégicos la cantidad de bacterias vivas que hay en

cada muestra y luego graficamos el logaritmo del niumero de bacterias viables versus

el tiempo de incubacién, obtendremos una tipica curva de crecimiento bacteriano,
cuyas etapas o fases se describen a continuacion (Figura 8):

1. Fase de latencia o adaptacién: es el tiempo necesario para la adaptacion de

las bacterias al nuevo medio donde se siembran. Durante este periodo, los
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microorganismos en estado latente aumentan su actividad metabdlica. Hay un
incremento de volumen, pero no se dividen. No hay replicacion de DNA.

2. Fase de desarrollo exponencial: si el medio de cultivo es el adecuado, el
crecimiento bacteriano es tipicamente exponencial. En esta fase se produce la
division de las bacterias. Primero hay una etapa de divisién lenta, luego
comienza una etapa de crecimiento acelerado y finalmente la velocidad de
division alcanza su maximo para cada especie. Cuando las bacterias se
multiplican a velocidad constante y exponencial, se alcanza la auténtica fase de
desarrollo. Al cabo de algunas horas de inicio de la fase logaritmica se agotan
los nutrientes, se acumulan las sustancias téxicas, el pH se modifica y las
células se inhiben mutuamente. La fase de division comienza a declinar.

3. Fase estacionaria: hay un crecimiento desequilibrado debido a que los
componentes bacterianos se sintetizan a distinto ritmo. Se produce una
estabilizacion, de modo que el nUmero de células que se reproducen equivalen
a las que mueren. Esto puede ser debido a la disminucién de factores
esenciales para la respiracion o a falta de elementos nutritivos del sustrato.

4. Fase de declinacién o muerte: al volverse las condiciones mas adversas, las
bacterias se reproducen mas lentamente y predominan las células muertas.
Aparece una fase de declinacion exponencial similar, pero en sentido contrario
a lo que sucede a la fase logaritmica.

Fases del crecimiento bacteriano
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Figura 8. Curva de crecimiento bacteriano en medio liquido.

ESPORAS BACTERIANAS

Es una formacién endocelular caracteristica de algunas especies bacterianas. Sélo se
forma una espora por célula; pueden ser ovales o esféricas, ubicadas en una
determinada region de la célula. La caracteristica mas importante es su capacidad



para resistir condiciones del medio ambiente que matarian rapidamente a la célula
vegetativa.

Cuando las células tienen las condiciones favorables para vivir, vuelven a su estado
vegetativo. La espora no posee actividad metabdlica; es un poderoso mecanismo de
dispersién y supervivencia en condiciones adversas. Solamente algunos bacilos gram
positivos esporulan (Ejemplo: Bacillus spp, Clostridium spp).

Las esporas pueden clasificarse segun su localizacién y tamano:

Central
Por su localizacién Subterminal
Terminal

Menor que la célula original
Por su tamafio Mayor que la célula original
Igual que la célula original

Mediante el empleo de microscopia electrénica se puede observar la compleja

estructura de la espora bacteriana. Esta constituida por dos partes, una central que se

denomina protoplasto o “core” y una externa, periférica o “cortex”. El core contiene una

copia de DNA, ribosomas y humerosas enzimas.

El “cortex”, esta formado por una serie de capas o envolturas concéntricas:

a) membrana esporal, que encierra al protoplasto;

b) pared esporal, que contiene péptidoglicano similar al de la célula vegetativa;

c) corteza, la capa mas gruesa, que también esta formada por péptidoglicano, pero
con menos enlaces cruzados que el de la célula vegetativa;

d) saco de la espora, compuesto de varias capas de proteina similares a la queratina,
responsable de la impermeabilidad de la espora;

€) exosporio, que es una lipoproteina de membrana con carbohidratos.

En la figura 9 se representa el esquema de una espora bacteriana

Citoplasma

Exosporio

Membrana
citoplasmatica

DNA

Pared
Corteza esporal

Figura 9. Esquema del corte de una espora bacteriana.

MECANISMO DE ESPORULACION

Las células vegetativas, de aquellas bacterias formadoras de esporas, comienzan a
esporular generalmente, en el comienzo de la fase estacionaria, cuando cesa el
crecimiento, debido a que se exponen a condiciones ambientales adversas.



Los factores mas importantes involucrados en este proceso son la ausencia de fuentes
de carbono y / o nitrégeno, el calor y la desecacion.

El proceso de esporulacién es sumamente complejo e incluye la activacion de genes
que determinan la formacion y composicion de la espora y la inactivacién de otros
genes involucrados en la funcién vegetativa.

El proceso de esporulacién consta de 7 fases que pueden resumirse de la siguiente
manera: se filamentiza el material nuclear de la bacteria original y se ubica en el centro
del microorganismo. Comienza a formarse un tabique que separa la cromatina nuclear.
Queda constituido el preesporo por crecimiento unidireccional de la membrana
citoplasmatica. Se forma el cortex y comienza a aparecer el acido dipicolinico. Se
forman la exina e intina. El esporo asi maduro es liberado de la célula madre.

El proceso de germinacién o formaciéon de la célula vegetativa ocurre en tres fases
generales:

a. Activacion: es un proceso que prepara a la espora para la germinacion.

b. Iniciacion: donde hay captacion de agua, liberacion de dipicolinato de calcio y
degradacién enzimatica de los componentes de la espora. Comienza la actividad
metabdlica

c. Liberacién: se degradan la corteza y las capas externas, hay biosintesis activa y
liberacion celular.

Las etapas de la formacion de una espora son (ver figura 10):

Etapa 0: La célula se halla en la etapa final del crecimiento exponencial bacteriano y
tiene 2 cromosomas.

Etapa 1: El DNA celular se hace mas denso y ocupa el centro de la célula. Comienza
un importante recambio intracelular de proteinas.

Etapa 2: Se forma un septo cerca del polo celular a causa de la invaginacion de la
membrana citoplasmatica. El DNA es segregado en dos compartimientos: la espora en
desarrollo y la célula madre.

Etapa 3: El citoplasma de la espora en formacion queda delimitado por 2 membranas
debido al crecimiento de la membrana plasmatica alrededor del protoplasto. La
membrana mas interna se transformara en la membrana citoplasmatica de la espora
en germinacion.

Etapa 4: Comienza a formarse la corteza de la espora por el depdsito de un
polipéptido esporoespecifico entre la membrana interna o externa. La espora aparece
como un cuerpo refractario. Comienza a acumularse Ca*™ y acido dipicolinico.

Etapa 5: Aparece el exosporio; la membrana exterior se transforma en la capa cortical
por incorporacion de proteinas ricas en cisteina. Esta capa le confiere a la espora la
resistencia a los ATB.

Etapa 6: Maduraciéon de la espora. Su citoplasma se vuelve homogéneo y
electrodenso y la capa cortical se completa.

Etapa 7: La espora es liberada por lisis celular.
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ETAPA D:
La celula se encuentra en la etapa final de crecimiento exponencial
y contiene dos cromosomas

ETAPA1:
El DMA celular se hace mas denso y ocupa el centro de la célula.
Comienza un importante recambio intracelular de proteinas.

ETAPA 2:

Se forma un tabigue (septo) cerca del polo celular a causa de la
invaginacion de la membrana citoplasmatica. EI DMNA es segregado
en dos compartimentos (la espora en desarrollo y la célula madre).

ETAPA 3:

El citoplasma de la espora en formacion queda delimitado por

dos membranas debido al crecimiento de la membrana citoplasmatica
alrededor del protoplasto. La membrana mas interna se transformara
en la membrana citoplasmatica de la espora en germinacion.

ETAPA 4:

Comienza a formarse la corteza de la espora por el deposito de
un peptidoglicano esporoespecifico entre la membrana interna vy
externa. La espora aparece como un cuerpo refractario,
comienza a acumularse calcio y a sintetizarse Acido Dipicolinico.

ETAPA 5:

Aparece el exosporio. La membrana exterior se transforma en la
capa cortical por incorporacion de proteinas ricas en cisteina.
Esta capa le confiere a la espora resistencia frente a los agentes
antimicrobianos.

ETAPA 6:
Maduracion de la espora. Su citoplasma se vuelve homogéneo
y electrodenso. La capa corlical se completa.

ETAPAT:
La endospora es liberada por la lisis de la célula.

Figura 10. Etapas de la esporulacion
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CAPITULO 3
GENETICA BACTERIANA

GENOMA BACTERIANO

El genoma se puede definir como el conjunto de informacion genética de un individuo,
contenida en ADN o ARN. El genoma bacteriano es la estructura en donde se
encuentran las caracteristicas biolégicas de la especie.

En las bacterias, el ADN puede localizarse en un unico cromosoma circular o en otras
estructuras extra-cromosdémicas. El genoma bacteriano comprende el cromosoma, los
plasmidos y los bacteriofagos.

El genoma o genotipo es la suma total de los genes que dan las caracteristicas a la
especie. Las variaciones genotipicas suceden a través de mutaciones o fendmenos de
transferencia de material genético.

El fenotipo es la manifestacion de algunas caracteristicas contenidas en el genoma,
esta condicionado por el medio ambiente (variaciones fenotipicas).

CROMOSOMA BACTERIANO

Las bacterias carecen de un nucleo verdadero, no tienen membrana nuclear y en
general presentan un unico cromosoma que se encuentra en una region denominada
region nuclear o nucleoide. Existen especies que poseen 2 cromosomas, en general
uno de mayor tamafo que otro (Figura 11). El cromosoma bacteriano consiste en una
molécula de ADN doble cadena circular de alto peso molecular. Se han descripto
cromosomas lineales, como es el caso de Borrelia burgdorferi.

Figura 11. Cromosoma bacteriano.
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El grado de superenrollamiento del ADN esta determinado por el balance de la ADN
girasa (topoisomerasa Il) que incrementa el numero de vueltas de las superhélices y la
topoisomerasa |, que reduce el numero de vueltas. La sintesis de ambas enzimas
junto con la ADN ligasa depende del grado de enrollamiento del ADN. Estas enzimas
son fundamentales para el mantenimiento y la division del ADN. El ADN esta formado
por dos cadenas de polinucledtidos que estan compuestos por mononucleétidos
unidos por moléculas de ortofosfato. Cada una de estas moléculas esterifica la
desoxirribosa de un nucledtido en posicion 5 y el azucar del nucleétido siguiente en

posicion 3’ (Figura 12).
NH>
0—P—0
N <f
i/
NN,

Figura 12. Estructura de monofosfato de adenosina.

El ADN bacteriano esta constituido por bases puricas (adenina y guanina) y pirimidicas
(citosina y timina) y segun la bacteria puede contener entre 1000 y 9000 kilobases
(kb). Ambas cadenas poseen polaridades opuestas. EI ADN le brinda a la bacteria
todas sus caracteristicas genéticas. Los genes actian como unidades genéticas
funcionales y cada gen tiene una secuencia de bases y determina la estructura de un
polipéptido.

El cromosoma bacteriano tiene como funciones la replicacion y la expresion de los
genes. Los genes codifican ARN mensajero, de transferencia y ribosomal; su
expresion sucede mediante la transcripcion y la traduccién. En el cromosoma los
genes pueden organizarse como genes de organizacion Unica, formando parte de
operones o de regulones.

El cromosoma bacteriano esta asociado con una variedad de proteinas, semejantes a
las histonas de las células eucariotas, conocidas como simil-histonas. La interaccion
ADN-proteinas simil-histonas puede controlar la expresion de genes que codifican
factores de patogenicidad. La sintesis de ADN cromosomal sucede durante todo el
ciclo de division celular. La duplicacion del ADN se realiza mediante la apertura de los
puentes de hidrogeno que unen las purinas y las pirimidinas, sintetizando la cadena
opuesta en forma de espejo. EI ADN se replica mediante un mecanismo
semiconservado; las cadenas se separan y cada una actua como molde para la nueva
cadena suplementaria que se forma; se obtiene asi dos nuevas hélices dobles
idénticas a la original. La replicacién del ADN comienza en un sitio denominado ori
(origen de la replicacion); que debe estar expuesto para que pueda iniciarse. En la
exposicion del gen también participan las proteinas semejantes a las histonas. El locus
ori es una region del ADN adherida a la membrana celular, la replicacion avanza en
forma continua durante todo el ciclo de division celular (Figura 13). EI cromosoma
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bacteriano porta los genes iniciador y autoduplicador (unido a la ADN polimerasa). El
gen iniciador informa al autoduplicador que comience la replicacion. La duplicacién del
ADN por la ADN polimerasa implica la ruptura de puentes de hidrogeno entre las
cadenas y su separaciéon. Este hecho sucede por giro del cromosoma sobre el punto
de unién en el mesosoma. Luego de la replicacion, los dos cromosomas se separan
dividiendo el mesosoma sobre el que estaban fijos y se forman septos que aseguran la
division bacteriana. La replicacion del cromosoma bacteriano sucede e n direccion 5°--
-- 3". En la horquilla de replicacion una de las hélices se sintetiza de forma continua
(hélice lider); la otra (hélice retrasada) se sintetiza de forma discontinua a través de
fragmentos cortos (de Okasaki).

Figura 13. Duplicacion del ADN en dos cadenas idénticas.

MUTACIONES

Al duplicarse el ADN, puede ocurrir una alteracion en la secuencia de los nucledtidos,
denominada mutacion. La mutacion es una alteracion espontanea o inducida de la
secuencia de los nucleétidos del genoma que se manifiesta por alguna
caracteristica bioldgica, transmitiéndose a las siguientes generaciones. Las
mutaciones no dependen de la incorporacibn de material genético de otro
microorganismo. La bacteria con la caracteristica original se denomina “salvaje” y la
que varia “mutante”.
Desde el punto de vista molecular, estas alteraciones pueden suceder por:

e Adicion de una base extra que no existia en la célula madre

¢ Delecién en que se omite una base que estaba en la célula madre

e Cambio (se cambia una purina por otra)

o Transversion (se alterna una purina por una pirimidina o viceversa)

¢ Inversién, donde la secuencia se invierte en una o mas bases

e Insercién en la que se fractura un pequeno fragmento y se inserta otro

diferente.
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En el metabolismo natural de las bacterias intervienen enzimas (exonucleasas) que
corrigen algunos errores en la trascripcion, disminuyendo asi la frecuencia de las
mutaciones naturales.

PLASMIDOS

Un plasmido es una molécula de ADN de doble cadena extracromosomal (linear o
circular), que se replica en forma autébnoma de la duplicacién del cromosoma y se
transmite por herencia a las células hijas. Su tamafno es variable y oscila entre una a
varias decenas de kilopares de bases (1-250 kb). También es variable su niumero de
copias por cada célula bacteriana, siendo una caracteristica fija para cada tipo de
plasmido. Durante la divisidn bacteriana puede ocurrir su pérdida espontanea o
inducida.

Los plasmidos son portadores de genes que en general nos son esenciales para la
vida bacteriana y pueden recombinarse con el cromosoma o con otros plasmidos por
un mecanismo regulado por recombinasas e integrasas (crossing-over). La
competencia por la ADN polimerasa y por el sitio de union a los mesosomas hace que
exista incompatibilidad entre diferentes plasmidos; este hecho permite su clasificacion
(familias de incompatibilidad). Dos plasmidos de igual grupo de incompatibilidad no
pueden heredarse en forma conjunta.

Los plasmidos pueden transferirse a otra bacteria por el mecanismo de conjugacion.
Los de mayor tamano portan genes codificantes de pilis sexuales (plasmidos
conjugativos); los de menor tamafio no lo hacen (plasmidos no conjugativos). Un
plasmido conjugativo puede inducir la transferencia de uno no conjugativo de la misma
bacteria (Figura 14).

ADN bacteriano Plasmidos

Figura 14. Plasmidos, moléculas circulares de ADN.

Los plasmidos pueden expresar diferentes caracteres:

-Factores sexuales: son plasmidos autotransferibles y codifican los pilis sexuales F.
-Factores de resistencia a los antibidticos (factores R): Son plasmidos que
codifican la resistencia a los antibidticos. Estan integrados por un factor de
transferencia de la resistencia (FTR) y determinantes r portadores de genes
codificantes de enzimas que hidrolizan los antibidticos. Existen bacterias con
plasmidos R cointegrados y con genes de resistencia a multiples antibioticos.
-Determinantes de patogenicidad: plasmidos que codifican la producciéon de
sustancias nocivas para el huésped. Asi es que los plasmidos “Ent” codifican
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enterotoxinas en Escherichia coli y Vibrio cholerae; los plasmidos “Hly” codifican la
produccion de a-hemolisinas en Streptococcus pneumoniae.

-Factores Col: son plasmidos codificantes de péptidos antimicrobianos (bacteriocinas)
como las colicinas (E. coli) y enterocinas (Enterococcus spp.).

-Enzimas degradantes: plasmidos de bacterias que habitan el suelo y que codifican
enzimas que degradan sustancias del medio ambiente como tolueno y salicilato.

BACTERIOFAGOS

Los bacteriéfagos o fagos, son virus que infectan a las bacterias, pudiendo provocar la
lisis bacteriana. Su estructura comprende una cabeza, en donde se encuentra
contenido el acido nucleico, un centro hueco, el cuerpo, que esta construido por una
serie de anillos que se llama vaina y que tiene la capacidad de expandirse o
contraerse para introducir el acido nucleico a la bacteria, y una base con una placa con
varias fibras que le sirven para posarse sobre la bacteria (Figura 15).
El genoma de los fagos puede estar constituido por:

- ADN de doble cadena (fago A)

- ADN de simple cadena

- ARN de doble cadena

- ARN de simple cadena

Cabeza
ADN

I Cuelio

Proteina

2D 3D

Figura 15. Bacteriofago.

Los fagos pueden insertarse en el cromosoma y en los plasmidos de la célula
huésped. Algunos fagos que se insertan en el cromosoma pueden aportar factores de
virulencia, como el fago T12, que al infectar cepas de Streptococcus pyogenes puede
generar la escarlatina. Los fagos pueden generar el ciclo litico o el ciclo lisogénico,
aungque muy pocos son capaces de llevar a cabo ambos. Si se lleva a cabo la lisis, no
puede llevarse a cabo la lisogenia y viceversa.

En el ciclo litico, las células hospedadoras del fago son lisadas (destruidas) tras la
replicacion y encapsulacién de las particulas virales. El ciclo lisogénico presenta la
fase de anclaje y la fase de penetracion, donde le virus se pega a la pared de la
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bacteria o célula a partir de una serie de mecanismos de anclaje y penetra o introduce
su acido nucleico en el interior de dicha bacteria o célula.

ELEMENTOS MOVILES

Son unidades genéticas compuestas por uno o varios genes, que presentan una gran
diversidad en su estructura y en los mecanismos utilizados para su movilizacién
(Figura 16). Pueden movilizarse desde el cromosoma a un plasmido dentro de una
misma célula o en diferentes cepas; incluso de diferente género y especie. Estos
elementos no son replicones sino que cuando integran los genomas de las bacterias le
confieren plasticidad genética.

DA del
hactenidifaga

Bacteria —{-
Cromeasoama
baclereano D

{DMA)

@%d

Figura 16. Bacteriéfago; ciclo litico (a) y ciclo lisogénico (b).

Segun su movilizacion se pueden describir dos grupos:

1) Movilizacién mediante un ARN intermediario: a través de intrones del grupo | y
Il que tienen una transcriptasa reversa (retrotransposones). Los intrones interrumpen
la secuencia codificante de un gen y generan los exones que para que se expresen,
los intrones son removidos del pre-ARN mensajero mediante un proceso de
autoescision. Cuando el intrén es liberado, su ARNm se pliega en una estructura con
actividad enzimatica (ribozima) que se asocia con una proteina con actividad de
transcriptasa reversa y forma un complejo ribonucleoproteico que habilita al intrén a
movilizarse a nuevas regiones del ADN.

2) Movilizacion ADN - ADN: una secuencia de ADN es movilizada de un sitio a otro.
Los distintos elementos genéticos son: secuencias de insercion, transposones
(compuestos, simples, conjugativos), bacteriéfagos y casettes (de integrones).
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Es importante destacar que los transposones en general se movilizan por
recombinacion no homoéloga y los bacteriéfagos y los cassettes lo hacen por
mecanismos de recombinacion sitio-especificos.

Secuencias de Insercién

Las Secuencias de Insercion (Sl) son secuencias de nucleétidos (0,5-2 kb),
generalmente flanqueadas por secuencias de nucledtidos repetidas, con orientacion
invertida una respecto de la otra. Las Sl codifican transposasas pero carecen de
genes estructurales. Al insertarse en cualquier parte del genoma, las Sl pueden
modificar la expresion del gen en el cual se insertan. Sus funciones son: modificar la
expresion de genes; promover el reordenamiento del genoma; actuar como vectores
de genes no transponibles al flaquear genes no méviles. Pueden estar integradas
tanto al cromosoma como en los plasmidos (Figura 17).

Secuencia de Insercion

] Transposasa [ ]
A 4

™~ ~

Secuencias repetidas en orden inverso

Figura 17. Secuencia de insercion (Sl)

Transposones

El transposén se caracteriza por su capacidad de movilizarse dentro del genoma
bacteriano. Consiste en un segmento de ADN de doble cadena, con genes
estructurales flanqueados por su secuencia de nucleétidos repetidas en orientacion
invertida o directa. Los genes estructurales codifican factores de virulencia y
resistencia a los antimicrobianos. Para su propia movilizaciéon codifica la enzima
transposasa. Tanto los plasmidos como el cromosoma pueden adquirir nuevos genes
estructurales mediante la insercion de nuevos transposones.

Los transposones simples tienen largas secuencias repetidas en los extremos, entre
35-40 pb, pero sin secuencias de insercion. Algunos incluyen genes de resistencia a
los antibiéticos que se movilizan del cromosoma a los plasmidos o de un plasmido a
otro. Los transposones compuestos o complejos contienen varios genes con
informacion de funciones especializadas y son de tamafo mayor. Tienen dos copias
de IS que flanquean los genes que codifican para esa funcién (Figura 18).
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Transposon Compuesto

Secuencias de inversion repetidas en orden directo o inverso

Figura 18. Transposén compuesto con dos Sl y genes de resistencia a tetraciclina en la region
central.

Como los transposones no pueden replicarse, necesitan integrarse en un replicén.
Este evento sucede de forma aleatoria, y como se pueden alterar las secuencias
debido a su insercion, conducen con frecuencia a mutaciones.

Los transposones conjugativos promueven su diseminacién de una bacteria hacia otra
por el mecanismo de conjugacién. Un numero significativo de las denominadas islas
genomicas pertenecen a este tipo de transposones.

Integrones

Los integrones son piezas genéticas que han despertado gran interés porque pueden
transportar genes de resistencia a los antimicrobianos. Permiten la insercién de
diferentes genes individuales y les ofrece un promotor para que se expresen. En la
cadena opuesta al promotor, se encuentra una integrasa (gen int) que cataliza la
insercion de los nuevos genes en el sitio especifico (sitio att/). Desde el extremo 5™ al
3’estan formados por un fragmento que codifica la integrasa y a continuacion una
secuencia att/ a la que se unen los genes de resistencia. Dentro de intl, en su extremo
3", hay una secuencia promotora Pant a partir de la cual se transcriben los genes de
resistencia integrados, ya que estos genes carecen de promotor. Para que los genes
individuales se inserten en un integron deben estar en forma de cassette.

Los integrones se han clasificado segun la secuencia de su integrasa. Los detectados
con mas frecuencia en cepas bacterianas aisladas en clinica pertenecen a la clase 1.
Los integrones de la clase 1 estan formados por el 5°-CS y a continuacion se sitian los
diferentes genes cassettes captados, por o que es una zona variable; finalmente se
encuentra una zona conservada denominada 3°-CS formada por 2 genes uno de
resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacEAIl) y otro a sulfamidas (sul7);
estos 2 genes, no son cassettes y, por lo tanto, no son modviles sino fijos. Los
mecanismos de resistencia relacionados con genes de integrones son variados e
incluyen la sintesis de enzimas como cloranfenicol acetil transferasas (CAT),
modificantes de rifampicina; dihidrofolato reductasas; betalactamasas, especialmente
aquellas de mas reciente descripcibn como carbapenemasas. Ademas, se han
descrito proteinas protectoras de la ADN girasa y bombas de eflujo.

Probablemente, los integrones no son moéviles por si mismos, pero con frecuencia se
hallan en transposones que a su vez se encuentran en plasmidos conjugativos,
asegurando su movilidad horizontal (Figura 19).
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Los integrones pueden formar parte de plasmidos y de transposones que codifican
resistencia multiple a los antimicrobianos (Resistencia en cepas de Klebsiella
pneumoniae a antimicrobianos B-lactamicos, quinolonas y aminoglucdsidos)

Rc R
= Casettel e

Intl1., i qac__:EM- :sﬁ?_ orf5

v9

« _ attl
Pi
- - oy - g - e
extremo 5 conservado zona variable extremo 3 conservado

Figura 19. Representacion esquematica de la estructura basica de un integrén. int/1: gen que
codifica la integrasa clase 1.

Los genes cassette forman una familia de pequenos elementos moviles constituidos
por un gen y un sitio de recombinacion al final del cassette, denominado attC (Figura
20).

Pueden estar libres o integrados en un sitio especifico del integréon. Los cassettes
carecen de promotores y la expresién del gen que porta depende de su insercién en la
orientacion adecuada en un integron.

Los genes cassettes pueden codificar resistencia a los antimicrobianos y representan
una forma muy eficiente de empaquetamiento de informacién genética.

GEN attC

TTRRR RYYYAC

Figura 20. Cassette, formado por el gen y el sitio de recombinacién attC.

El nivel de resistencia a un determinado antimicrobiano, codificando por un cassette
genético de resistencia, depende de su posicion en el integrén, mas cercana o lejana
del promotor comun.

La diseminacion de genes de resistencia aumenta considerablemente cuando forman
parte de cassettes genéticos moviles, que los habilita para su transferencia
horizontal por varios mecanismos. Algunos incluyen la movilizacion de cassettes entre
integrones, mediada por la integrasa. En el caso de integrones que forman parte de un
transposon, pueden transponerse desde el cromosoma hacia plasmidos y viceversa.
Por su parte, los plasmidos conjugativos pueden transferirse de una bacteria a otra de
la misma o de diferente especie, fendmeno genético particularmente importante por la
presion selectiva existente a nivel hospitalario (Figura 21).
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Figura 21. Adquisicion de cassettes genéticos de resistencia. int/1: gen que codifica la integrasa
clase 1; attl: sitio de recombinacion del integrén en el cual los cassettes son integrados. attC:
sitio de recombinacion del cassette genético

Los cassettes genéticos codifican resistencia a una amplia gama de compuestos
antibacterianos, que incluyen antibiéticos R-lactamicos, aminoglucdsidos, trimetoprima,
sulfonamidas, fenicoles, tetraciclinas, rifampicina, eritromicina y quinolonas.

Se han descripto mas de 130 cassettes de resistencia a diferentes antimicrobianos; la
mayoria pertenecientes a familias de utilizacién clinica como betalactamicos,
aminoglucésidos, fluorquinolonas, rifamicinas, lincosaminas y macroélidos entre otros.
Los integrones que movilizan casseftes se asocian a otras plataformas genéticas
(transposones, Sl, islas gendmicas, plasmidos conjugativos) que les permiten
diseminarse a otras bacterias de la misma o diferente especie.

En la tabla 2 se resumen los elementos genéticos de las bacterias y su funcion.

Tabla 2. Bacterias: elementos genéticos y funcion.

Elemento Definicién Funcién
genético

Cromosoma Codifica ARN ribosomal Replicacion,

recombinacion y
expresién génica.

Plasmido ADN extracromosomal. Unidad de replicacién Adaptacion de la
independiente del cromosoma. bacteria al medio y a su

evolucion.

Transposon Segmento de ADN que puede movilizarse de Causa mutaciones por
forma auténoma. Contiene genes estructurales. | adicién o deleccion.

Secuencia de Segmento de ADN que puede movilizarse en Brinda los sitios para la

insercién (Sl) forma auténoma. No tiene genes estructurales. integracion de

plasmidos al
cromosoma.

Bacteriofago Virus que infecta a las bacterias. Puede Puede codificar factores
conducir a la lisis celular o insertarse en el de patogenicidad
genoma bacteriano. (profagos)

Integrén Permite la insercién de diferentes genes Participa en la evolucién
individuales, tiene un promotor para que se de los plasmidos y
expresen. transposones.

Gen-cassette Es movil y esta formado por: un gen y un sitio Empaqueta informacion
de recombinacién. genética.
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RECOMBINACION GENETICA

Las bacterias se reproducen por un proceso asexual (fision binaria) aunque tienen
mecanismos para lograr la variabilidad genética que necesitan para adaptarse a un
ambiente cambiante. En general existen dos formas de cambiar la dotacion genética
de una bacteria: las mutaciones y la transferencia de fragmentos de ADN de una
bacteria a otras con posterior recombinacion de los fragmentos adquiridos en el
cromosoma o en los plasmidos de las bacterias receptora.

La recombinaciéon genética es la incorporaciéon de genes al genoma de una
bacteria, provenientes de otra bacteria, de la cual adquiere caracteres que antes
no tenia. Los genes que son adquiridos se recombinan con los existentes en la célula
receptora. La bacteria receptora con frecuencia manifiesta caracteristicas nuevas,
siendo un mecanismo eficiente para adaptarse a ambientes desfavorables, para
producir exotoxinas o para expresar resistencia a los antimicrobianos.

Cuando el ADN donado no lleva informacién para autorreplicarse, entonces es
necesario que se recombine con el ADN receptor para conseguir su establecimiento.
Se reconocen dos tipos de recombinacion:

¢ Recombinacion homologa: sucede cuando hay gran similitud entre el ADN
donado y el receptor, por lo que se modifica solamente la posicién de los genes
existentes en el replicon y es infrecuente que las bacterias modifiquen sus
caracteristicas. Los genes responsables de la recombinacion homdloga se
designan como genes rec.

¢ Recombinaciéon heterdéloga: resulta de la introduccién de genes nuevos en un
replicén, entre secuencias diferentes de ADN. Los mecanismos por los cuales los
genes nuevos pueden efectuar la recombinacion son: generalizada, especifica en
un sitio, y por transposicion. En la recombinacién generalizada el segmento del
donante es muy parecido al del receptor, y al mezclarse se obtiene un ADN
hibrido. La recombinacién en un sitio sucede cuando se introduce un segmento de
ADN que se inserta en un sitio especifico y es mediado por un fago. En la
recombinacion por transposicidn, los transposones se movilizan de un sitio a otro,
como en la de un cromosoma a un plasmido, o en un mismo genoma.

Algunas cepas bacterianas poseen sistemas de restriccion, que consisten en enzimas
o endonucleasas de restriccion que hidrolizan al ADN en sitios determinados. Brindan
a las bacterias un mecanismo para distinguir su propio ADN y también les permite
enmascarar los sitios de reconocimiento de su propio ADN, mediante metilaciones en
la adenina o en la citosina. Una consecuencia de la restriccion es que el ADN donado
pueda ser hidrolizado antes de que se pueda establecer como parte de un replicon.

MECANISMOS DE TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES

La transferencia horizontal genética es el evento por el que un organismo adquiere
material genético de otra célula que no es su progenitor. La transferencia lateral de
genes entre cepas de la misma especie o entre especies bacterianas diferentes tiene
un papel importante en el mantenimiento de la diversidad genética de la poblacién
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bacteriana. Los genes que codifican los factores de patogenicidad pueden ser
adquiridos en forma adicional. Por lo tanto las bacterias patégenas pueden emerger de
sus ancestros no patdégenos luego de adquirir bacteriéfagos, transposones, plasmidos,
o islas de patogenicidad (IP) que son grandes fragmentos o bloques de ADN. Las IP
pueden adquirirse a través de plasmidos o por insercién de un fragmento lineal de
ADN en el cromosoma, por transposicién o recombinacién. La adquisicién de varios
genes simultaneamente permite la obtencion de caracteristicas complejas en un solo
paso. La transferencia natural de genes entre bacterias puede llevarse a cabo
esencialmente mediante los mecanismos de transformacion, transduccién, y
conjugacion.

Transformacion
La transformacién natural consiste en la captura de ADN extracelular (cromosomal o
plasmidico) por la célula bacteriana y su incorporacion en forma heredable a las
células hijas (Figura 22). La transformacion involucra 4 etapas:

1. Desarrollo del estado de competencia de la bacteria receptora

2. Union del ADN extracelular a la bacteria

3. Proceso y captura del ADN exdgeno

4. Integracion del ADN capturado al genoma y su expresion.
En el medio ambiente existe ADN libre, que se libera principalmente durante la muerte
y la lisis bacteriana. La capacidad de la célula bacteriana para capturar el ADN libre se
domina “estado de competencia genética”. El estado de competencia forma parte de
su fisiologia normal, siendo transitorio y limitado a un determinado momento de la vida
bacteriana; sin embargo Neisseria gonorrhoeae es competente constitutiva
(competencia independiente de la fase de crecimiento). La seleccién del ADN depende
de una proteina de la superficie de la bacteria que reconoce una secuencia del ADN
igual a aquella ubicada en su propio cromosoma, y repetida en un alto numero de
copias.

Transformacion
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Figura 22. Transformacion bacteriana.

Conjugacion

La conjugacion es un mecanismo de transferencia de genes de una bacteria a otra
mediante el paisaje de plasmidos (Figura 23). Es muy efectivo para la diseminacion de
plasmidos entre bacterias gram negativas, gram positivas y entre ambas. Los



plasmidos se pueden clasificar en conjugativos que pueden transferirse por ellos
mismos, y no conjugativos en los que los genes necesarios para su transferencia son
codificados por el mismo plasmido, en un operén denominado itra (plasmidos tra®).

(- o=<o @)

Transposon

Figura 23. Conjugacion bacteriana.

Varios de los genes involucrados en la propia transferencia de un plasmido se
encuentran ubicados en transposones. Existen plasmidos que pueden ser movilizados
de una célula a otra mediante los conjugativos

Las bacterias gram positivas efectuan la transferencia de plasmidos por un mecanismo
simil-conjugacion, ya que las células donantes y receptoras no se acoplan a través de
los Pili, sino mediante una adhesina proteica (sustancia de agregacion de
Enterococcus faecalis). Dicha proteina se encuentra presente sobre la bacteria que
contiene al plasmido y se une a un receptor que esta sobre la superficie de todas las
células de estas especies.

El transposon conjugativo es otro tipo de elemento genético que puede transferirse de
una célula bacteriana a otra. Estos elementos sobre todo se han descripto en bacterias
gram positivas. Generalmente se encuentran insertados en el cromosoma y se
movilizan en forma independiente desde la célula donante a la receptora. Para su
propia transferencia se escinden del genoma donante y adquieren una forma
intermediaria libre circular de doble cadena que es clivada en una de sus cadenas y se
moviliza hacia la bacteria receptora. Luego de la sintesis de la cadena complementaria
la forma circular se integra en un nuevo sitio blanco del cromosoma de la célula
receptora. Como los plasmidos conjugativos, algunos de estos transposones, pueden
co-movilizar otras moléculas de ADN tales como plasmidos no conjugativos co-
residentes en la misma célula.

Transduccion
La transduccion es el mecanismo de transferencia de genes de una bacteria a otra por
medio de un bacteriéfago como vector. El ciclo de multiplicacion de un fago en una
bacteria consta de las siguientes etapas (Figura 24):

1. Adherencia a la bacteria: los fagos se adsorben a receptores especificos sobre

la superficie de la bacteria

2. Inyeccion del ADN del fago dentro de la célula
Replicacién del genoma del fago
4. Sintesis de las macromoléculas que forman los componentes estructurales del
fago
Empaquetado del ADN del fago dentro de las nuevas particulas virales
6. Liberacion de los viriones.
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Figura 24. Transduccion bacteriana

Durante la replicacién, el ADN viral puede recombinarse con el ADN plasmidico o
cromosomal de la bacteria. EI ADN bacteriano contenido por un fago transductor se
denomina exogenote. Cuando estos viriones transductores infectan a otra bacteria, le
inyectan el exogenote y parte de este puede ser incorporado al genoma bacteriano.

La transduccion se considera generalizada cuando cualquier gen o genes presentes
en el genoma bacteriano tiene la misma probabilidad ser empaquetado dentro de la
capside viral.

Existen fagos temperados que se integran en estado de profago al cromosoma
bacteriano. Esta integracion se produce en sitios especificos llamados sitios de
insercion o sitios att. Un fago integrado en el cromosoma bacteriano puede escindirse.
Cuando se produce la escision del profago del cromosoma bacteriano para generar
viriones infectivos solamente los genes proximos a los sitios att pueden ser
transportados por medio de este mecanismo. Este tipo de transferencia de genes se
denomina transduccion especializada. La sintesis de las exotoxinas de
Corynebacterium diphteriae y de Streptococcus pyogenes depende de que las cepas
estén infectadas por fagos lisogénicos. El proceso es reversible y el virus puede
liberarse del cromosoma e iniciar un ciclo litico. En este proceso pueden existir errores
y a veces el genoma del fago lisogénico arrastra consigo alguno de los genes
bacterianos adyacentes a su punto de integracion que siempre es el mismo. Por eso
los fagos asi generados transducen con alta probabilidad estos genes y no otros a
través de la transduccién especializada.

EXPRESION DE LA INFORMACIC’)N GENETICA DE LAS
BACTERIAS: REGULACION

La informacién contenida en la secuencia de bases de cada gen o grupo de genes
relacionados del cromosoma o de los plasmidos se transcribe en un ARN mensajero.
En el citoplasma, para expresar esas caracteristicas, esa informacién se traduce a
proteinas a través del codigo genético, que relaciona cada triplete de bases con un
aminodacido. En las bacterias, la expresiéon de uno u otro gen esta regulada y solo se
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traducen los genes cuando las correspondientes proteinas son necesarias. Para
simplificar esta regulacién varios genes implicados en una misma via metabdlica se
colocan en el genoma formando una unica unidad de regulacion u operon. El sustrato
a degradar suele ser el que activa el operdon, de forma que en su presencia se
sintetizaran todas las enzimas de la via y la transcripcion de todos estos genes se
inhibira cuando la concentracién del producto generado sea elevada. Algunos
procesos se regulan a un nivel superior, activando o inhibiendo varios operones de
forma coordinada. Se dice entonces que estos operones forman un regulén. Esto
permite a la bacteria responder rapidamente para adaptarse a un factor que cambia en
su ambiente, ya que un unico estimulo externo o interno activa o inhibe varios
operones. Cuando el estimulo es externo, debe ser transmitido por una proteina
sensora que transmite la sefal reguladora a través de la membrana hacia el
citoplasma. Shigella spp. sintetiza o reprime la sintesis de factores de virulencia que le
permiten invadir la pared intestinal segun la temperatura externa. Las proteinas
sensoras pueden servir también para evaluar la poblacion de viables en bacterias
patdgenas (quorum sensing), y mediante intercambio de senales intercelulares los
genes relacionados con la virulencia pueden activarse, o reprimirse a la vez en todas
las bacterias de una misma poblacion. Asi es como la bacteria, cuando inicia un
proceso infeccioso, adquiere mayor patogenicidad en relacion a la inmunidad natural
del huésped.

Genética de la resistencia a los antimicrobianos

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia en funcidon de su variabilidad
genética. Nuevos mecanismos de resistencia se pueden adquirir mediante mutacién o
mediante transferencia de material genético entre células bacterianas de especies
relacionadas o diferentes. Estos genes de resistencia pueden estar codificados en el
material genético cromosdmico o extracromosomico (plasmidos).

La resistencia a los antimicrobianos de codificacién cromosémica se caracteriza por
ser estable, perdurando en la cepa bacteriana que la ha adquirido. La frecuencia de
mutacion para un caracter de resistencia suele ser bajo, del orden de 10°. Esta baja
frecuencia hace indispensable la presencia del factor de seleccién (antimicrobiano)
para que se exprese.

Cuando una poblacion bacteriana contiene células mutantes resistentes a un
antimicrobiano, necesita ser expuesta a éste para que las células susceptibles sean
eliminadas y las resistentes predominen en esta poblacién. La baja frecuencia de
mutacion hace muy dificil que en una misma poblacion bacteriana se encuentren
resistencias cromosomicas asociadas. La resistencia cromosdémica es mas dificultosa
de transferir entre bacterias que la plasmidica. La resistencia a los antimicrobianos de
origen plasmidico se caracteriza por ser facilmente transferible entre células
bacterianas de especies relacionadas y aun de especies no relacionadas desde el
punto de vista filogenético.

La transferencia horizontal, mediante elementos madviles extracromosémicos tiene una
importancia epidemioldgica significativa en la transmision de resistencia a los
antimicrobianos en comunidades cerradas como hospitales y establecimientos
geriatricos. Se ha demostrado que la capacidad de resistir a la ampicilina adquirida por
cepas de Haemophilus influenzae proviene de bacilos gram negativos del grupo de la
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familia Enterobacteriaceae. Esta capacidad de transferencia hace que una
poblacion bacteriana pueda transformarse en resistente a un determinado
antimicrobiano aunque no haya sido sometida previamente a la presencia de
esta droga.

Como la replicacion del ADN plasmidico es independiente de la duplicacion celular, es
habitual que se encuentren multiples copias de estos plasmidos en una misma célula
lo que asegura y mejora la actividad de la expresion del mecanismo de resistencia que
codifican.

Algunos factores de resistencia estan codificados en elementos genéticos
transponibles o transposones. La resistencia los antimicrobianos codificada en
transposones, tiene las caracteristicas de la resistencia cromosémica en cuanto a su
estabilidad, ya que frecuentemente esta codificada en el cromosoma y suma las
caracteristicas de la plasmidica en cuanto es facilmente transferible. Los transposones
representan, ademas, una excelente herramienta para la "construccién" bacteriana de
nuevos plasmidos que posean multiples factores de resistencia.
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CAPITULO 4
ANTIMICROBIANOS

El tratamiento rapido con antimicrobianos puede suponer para el paciente infectado
la diferencia entre la curacién y la muerte o la discapacidad crénica.
Desafortunadamente, el uso y el abuso de los antimicrobianos han producido una
expansion incesante de los microorganismos resistentes, con la consiguiente
pérdida de eficacia de estos farmacos. Debido a su disponibilidad generalizada, a
su costo generalmente bajo y a su relativa seguridad, los antimicrobianos se
encuentran entre los medicamentos que mas se utilizan de forma incorrecta. La
mejora de las decisiones sobre el uso de los antimicrobianos requiere en ultima
instancia una orientacion de las decisiones terapéuticas hechas por los pacientes y
los prestadores de atencién sanitaria.

Los antimicrobianos de utilizacion clinica pueden ejercer su actividad por diferentes

mecanismos de accion (Figura 25):
Inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana

Alterando la integridad de la membrana citoplasmatica
Bloqueando la sintesis o las funciones de los acidos nucleicos

Impidiendo la sintesis de proteinas

o 0N -=

Inhibiendo vias metabdlicas

Existen también antimicrobianos que protegen a otros de las enzimas hidroliticas

bacterianas, como los inhibidores de las R-Lactamasas.

Betalactimices
Glutondtidos
Calst mpoana
a3 anarria

Arrmnoglicosdr s
Totraclinas

&
Inhibir ol metabolismo
€ o las vizs

Irthibon in ARN polimetass -
Rifarmcinoy
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Figura 25. Mecanismo de accion de los antimicrobianos
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CLASIFICACION DE LOS ANTIMICROBIANOS SEGUN SU

MECANISMO DE ACCION

Los antimicrobianos atraviesan la cubierta bacteriana para alcanzar su sitio de accion,
salvo cuando la diana es la envoltura externa de los microorganismos gram negativos.
Las bacterias gram negativas ofrecen mayor resistencia que las gram positivas a la
entrada de los antimicrobianos, ya que poseen una membrana celular externa que
rodea la capa de peptidoglicano. Esa membrana desempefia un importante papel de
barrera frente a algunos compuestos. A través de sus porinas difunden de forma pasiva
pequenas moléculas hidrofilicas (peso molecular < 600 Da) y se impide el paso de
otras como los glucopéptidos (peso molecular >1.000 Da). En las bacterias gram
positivas el limite de exclusion es de 100 kDa (mayor que la mayoria de los
antimicrobianos).

1. Inhibicion de la sintesis de la pared celular

Los antibidticos pertenecientes a este grupo constituyen una familia extensa de
ATB y son los muy utilizados en la practica clinica. Son ATB bactericidas y de
amplio espectro. Inhiben la sintesis de la pared bacteriana. El mecanismo de accion
se basa en la inhibicion de la ultima etapa de la sintesis de la pared celular. Estos
ATB se unen a enzimas conocidas como PLP (proteinas ligadoras de penicilina),
necesarias para la sintesis del peptidoglucano e interrumpen la sintesis de la pared
celular. Ademas, activan enzimas liticas (autolisinas) que llevan a la muerte
bacteriana. Los glucopépidos y lipopéptidos inhiben la ultima etapa de sintesis y
ensamblado del peptidoglicano de la pared celular y dafian los protoplastos
bacterianos alterando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica y la sintesis
de RNA.
Actuan alternado la sintesis de la pared bacteriana:

e [B-lactamicos: penicilinas, aminopenicilinas, cefalosporinas

e Glucopéptidos y lipopéptidos

e Carbapenemes

e Fosfomicina

2. Alteracion de la integridad de la membrana citoplasmatica

Los ATB que afectan la membrana celular modifican la permeabilidad y provocan la
salida de electrolitos; actuan como detergentes cationicos, llevando a la
desestabilizacion y disrupcion de la membrana. Este cambio altera la composicién del
medio intracelular y lleva a la muerte bacteriana (Figura 26). Ejemplos de ATB que
actuan sobre la membrana plasmatica son:

e Polimixinas

e Lipopéptidos
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Figura 26. Alteracion de la integridad de la membrana plasmatica

3. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

Los ATB que actuan como inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos se unen a
enzimas que participan en las etapas de transcripcion y replicacion del ADN
(polimerasas, topoisomerasas, ADN girasas) impidiendo que el proceso continte
(Figura 27). Algunos antibidticos son capaces de actuar sobre el ADN produciendo
un dano directo. Ejemplos de ATB que actuan como inhibidores de la sintesis de

acidos nucleicos:
e Rifamicinas

e Quinolonas
e Nitrofuranos

e Nitroimidazoles

ADN bacteriano

Quinolona
- »
-

El ATB se une a
las enzimas
bacterianas para
inhibir la
replicacion del
ADN

Figura 27. Mecanismo de accion de las quinolonas sobre la sintesis de acidos nucleicos
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4. Inhibicion de la sintesis de proteinas
Una amplia variedad de antibidticos actua inhibiendo la sintesis proteica. Esta
inhibicion es selectiva, gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas
bacterianos y eucariotas.
Los antibiéticos pueden unirse al ribosoma bacteriano, inhibir el inicio de la
transcripcion, bloquear la unién del ARNt con el ARNm, bloquear la traslocacion
dentro del ribosoma, para inhibir finalmente la sintesis proteica (Figura 28).
Ejemplos de ATB que actuan en esta etapa son:
e Aminoglucosidos
e Tetraciclinas - Glicilciclinas
e Lincosamidas
¢ Macrdlidos/Cetdlidos
e Fusidanos
e Polipéptidos
o Oxazolidinonas

Ribosoma 50S

Proteina en Aminoacido

formacion

ARNTt con el
aminoacido

ARNmM

Aminoglucésido (ATB)

B __ ARNt

Figura 28. Mecanismo de accion de los aminoglucésidos

5. Accion sobre vias metabdlicas

Muchas bacterias utilizan la via de sintesis de folatos para la sintesis de purinas y
por lo tanto de acidos nucleicos, ya que son incapaces de obtener el acido fdlico del
medio externo. Los ATB que actuan inhibiendo esta via metabdlica son las
sulfamidas y la trimetoprima. Las sulfamidas actian como antimetabolito
compitiendo con el acido paraaminobenzoico (PABA) por la enzima Dihidropteroato
sintasa. Trimetoprima inhibe de forma reversible la enzima dihidrofolato reductasa
bacteriana. La combinacion de ambos tipos de ATB, trimetoprima y sulfametoxazol,
actua sinérgicamente bloqueando dos etapas consecutivas de esta via metabdlica
esencial para muchas bacterias (Figura 29).
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Figura 29. Accion de la trimetoprima sulfametoxazol sobre vias metabdlicas

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANTIBIOTICOS DE
USO FRECUENTE

Las caracteristicas generales de los antibiéticos (ATB) de uso frecuente en medicina
humana son las siguientes:

¥ B-lactamicos
Los ATB B-lactamicos tienen afinidad por las carboxipeptidasas y transpeptidasas
involucradas en las etapas finales de la sintesis de la pared bacteriana. Estas
enzimas se conocen como proteinas ligadores de penicilina (PLP o PBP). La
unién de los B-lactamicos a las PLP inhibe el entrecruzamiento de las moléculas
lineales precursoras del péptidoglicano. La actividad bactericida sucede por la
activacion de enzimas asociadas a la membrana celular (autolisinas) que
destruyen la pared bacteriana. Por ello, todos los ATB pertenecientes a este grupo
son bactericidas.
Dentro de esta familia de ATB encontramos las penicilinas, las cefalosporinas,
los carbapenemes y los inhibidores de las B-lactamasas.
Las penicilinas forman una familia de antibioticos derivados del acido 6-amino-
penicilanico. Dentro de aquellas de uso frecuente podemos mencionar a la
penicilina, las aminopenicilinas (amoxicilina, ampicilina), la acil ureido
penicilina (piperacilina).
Las cefalosporinas derivan del acido 7-amino-cefalosporanico. De acuerdo al
orden temporal en que fueron desarrolladas, y por su espectro de actividad se las
clasifica en generaciones: primera (cefazolina, cefalotina, cefalexina), segunda
(cefuroxima), tercera (ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima), cuarta
(cefepime) y quinta (ceftarolina, ceftolozano, ceftobiprol)
Los carbapenemes son derivados de la tienamicina, entre los que podemos citar a
imipenem y meropenem. Los inhibidores de las B-lactamasas se unen
directamente a estas enzimas y las inactivan; son inhibidores suicidas porque
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ocupan el centro activo de la 3-lactamasa y son hidrolizados, permitiendo que otro
B-lactamico presente en el medio no sea degradado y preserve asi su actividad
bactericida; como ejemplos de este grupo podemos mencionar a sulbactam,
acido clavulanico, tazbactam y avibactam.

% Glucopéptidos y lipopéptidos
A esta familia de ATB pertenecen la vancomicina y la teicoplanina
(glucopéptidos) y la daptomicina (lipopéptido). Inhiben la sintesis de la pared
bacteriana en la cara externa de la membrana celular cuando una unidad de N-
acetil gluosamida-N-acetil muramico-pentapéptido se une a otra para alargar la
molécula lineal.

% Aminoglucésidos
Estas drogas estructuralmente contienen 2 o mas aminoazucares. Su efecto
bactericida sucede por bloqueo de la sintesis de proteinas; el blanco de accion es
la subunidad 30S ribosomal. La entrada de estos compuestos a la célula
bacteriana se facilita en presencia de B-lactamicos. Ejemplos de ATB de esta
familia: gentamicina, amikacina, estreptomicina, tobramicina.

% Tetraciclinas y glicilciclinas
Son antibiéticos bacteriostaticos que bloquean estéricamente la union de los
aninoacil-ARNt al sitio aceptor en los ribosomas e inhiben la sintesis de
polipéptidos. Existen tres generaciones de tetraciclinas: primera generacion
(tetraciclina), segunda generacién (minociclina, doxiciclina) y tercera
generacion o glicilciclinas (tigeciclina).

% Lincosamidas
La clindamicina esta compuesta por aminoacidos unidos a aminoazucares que se
unen a la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos inhibiendo la sintesis
proteica.

% Rifamicinas
A esta familia pertenece la rifampicina, derivado semisintético de la rifamicina y
antibiotico macrociclico complejo que inhibe la sintesis de ARN. Actua al inicio de
la fase de transcripcion: bloquea la sintesis del ARN bacteriano fijandose en la
ARN-polimerasa bacteriana para formar un complejo estable farmaco-enzima; de
esta forma, la unién del farmaco suprime la formacién de cadenas en la sintesis de
ARN.

% Macroélidos
Los macrdlidos (eritromicina, azitromicina, claritromicina, espiramicina vy
otros). Se unen a la subunidad 50S de los ribosomas e inhiben la sintesis de
proteinas por bloqueo de la traslocacién de la elongacion de la cadena peptidica.
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V% Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas, como el linezolid, son una nueva clase de antimicrobianos
que producen una inhibicion de la sintesis proteinica fijandose a la subunidad 50S
ribosémica, y de la formacién del complejo de iniciacion 70S.

Quinolonas

Las quinolonas constituyen un grupo quimicamente muy heterogéneo. Son
antibidticos bactericidas que actuan inhibiendo las topoisomerasas, enzimas que
catalizan el superenrollamiento del DNA cromosémico y que aseguran una
adecuada division celular Las fluorquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina,
levofloxacina y otras) son las quinolonas mas nuevas; presentan un atomo de
fldor en la posicién 6 del ndcleo de la quinolona.

Fusidanos

A este grupo pertenece el acido fusidico, que actua inhibiendo la sintesis proteica
bacteriana mediante el bloqueo del factor de elongacion G (FEG), evitando que éste se
una a los ribosomas y a la GTP (guanosina trifosfato), lo que da como resultado la
inhibicién tanto de la translocaciéon de péptidos como del desmontaje de
ribosomas.

Nitrofuranos

Entre los nitrofuranos de uso frecuente, se encuentra la nitrofurantoina y la
furazolidona; actuan bloqueando la sintesis proteica en la Unidad ribosomal 50S,
rompe las cadenas de ADN y bloquea la actividad de la acetil-coenzima A.

Nitroimidazoles

Metronidazol es un nitroimidazol que actua sobre las proteinas que transportan
electrones en la cadena respiratoria de las bacterias anaerobias, mientras que en
otros microorganismos se introducen entre las cadenas de ADN, inhibiendo la
sintesis de acidos nucleicos.

Sulfamidas y trimetoprima

Ambos interfieren con la biosintesis de acido félico. Las sulfamidas
(sulfametoxazol) son andlogos estructurales del acido p-—aminobenzoico y
compiten por el sitio activo de la tetra-hidropteroato-sintetasa. La trimetoprima es
un analogo del &cido didhidrofélico y compite por la dihidrofélico-reductasa.
Cuando se administran en combinacion sulfamidas y trimetoprima
(sulfametoxazol + trimetoprima) ocurre una accioén sinérgica al inhibir dos pasos
consecutivos en el metabolismo del folato.

Polipéptidos

Tienen actividad bactericida y actian como detergentes de la membrana celular de
las bacterias, aumentando la permeabilidad por interaccién con los fosfolipidos de
la membrana y provocando su destruccién de la membrana celular bacteriana.
Dentro de este grupo encontramos la polimixina y la colistina.
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MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos (RAM) es la capacidad de una bacteria
de sobrevivir a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un ATB. La RAM es un
problema de salud mundial que se encuentra en constante evolucién: frecuentemente
se reportan nuevos mecanismos de resistencia bacteriana a los antibidticos, tanto en
bacterias gram negativas como en gram positivas.

La presencia de resistencia en una bacteria causante de infecciéon disminuye las
posibilidades de obtener la curacion clinica y la erradicaciéon bacteriolégica e
incrementa los costos del tratamiento, la morbilidad y la mortalidad; por lo que es
importante seleccionar el tratamiento adecuado, no solo para lograr la curacién del
paciente sino para evitar la emergencia de la RAM.

Resistencia natural y resistencia adquirida

La resistencia antibiotica puede ser natural o adquirida (Tabla 3). La resistencia
natural es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano y su aparicion es previa
al uso de los antibidticos. Por ejemplo, todos los gérmenes gram negativos son
resistentes a la vancomicina y esta situacion no es variable. Se transmite de forma
vertical de generacion en generacion. La resistencia adquirida es variable y es
adquirida por una cepa de una especie bacteriana. Esta resistencia puede llevar a un
fracaso terapéutico cuando se utiliza un ATB supuestamente activo sobre la bacteria
que produce la infeccion. La aparicion de RAM en una bacteria puede producirse a
través de mutaciones, por cambios en la secuencia de bases del cromosoma, 0 por
trasmisién de material genético extracromosomico procedente de otras bacterias. En
este ultimo caso, la transferencia de genes se realiza horizontalmente a través de
plasmidos u otro material genético movil como transposones e integrones.

La transferencia horizontal de genes (THG) es el principal mecanismo de expansion
de genes de resistencia a los antibioticos ya que, no solo permite la trasmision a otras
generaciones, sino también a otras especies bacterianas. De esta forma una bacteria
puede adquirir resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de haber estado en
contacto con estos. Es importante destacar que las bacterias pueden presentar
simultdneamente mas de un mecanismo de resistencia a los antibioticos.

Tabla 3. Principales caracteristicas de la resistencia natural y la resistencia adquirida

Resistencia natural Resistencia adquirida
Resistencia propia de cada familia, Variable. Puede estar presente en
Caracteristicas | especie o grupo bacteriano. El sitio una cepa bacteriana
de accion esta ausente o es habitualmente sensible al
inaccesible antibiético
. Mutaciones en el cromosoma
Mecanismos . . . o
Genes de resistencia bacteriano. Elementos genéticos

de adquisicion o
moviles: plasmidos, transposones

Vertical (a las células hijas)
Vertical (a las células hijas) Horizontal a través de elementos
genéticos méviles

Formas de
transmision
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Las bacterias presentan RAM por diversos mecanismos (Figura 30):

1.

2.
3.

Modificacion enzimatica del antimicrobiano: impiden la acciéon del antibidtico
después de su entrada a la célula.

Impermeabilidad: evitan la penetracion del antibidtico a la célula

Modificacion del blanco de accion: cambian la conformacion del blanco de
accién de manera que ya no sea reconocido por el antibiético.

Eflujo: reducen la concentracion intracelular del antibidtico mediante su bombeo
hacia el exterior de la célula.

/1O
ANnmoncs = 9 \ YW ,('

Figura 30. Principales mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

1. Modificacion enzimatica

Existen numerosas enzimas bacterianas que pueden hidrolizar o modificar a un
ATB, de manera que éste no pueda llegar de forma activa a su sitio de accion.

Inactivacion enzimatica de los B-lactamicos: B-lactamasas

La produccion de [(B-lactamasas es uno de los principales mecanismos de RAM,
especialmente en bacterias gram negativas. Estas enzimas son capaces de
inactivar a los antibiéticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactames
y carbapenemes). Los genes que codifican a las B-lactamasas pueden encontrarse
como parte constitutiva del cromosoma de algunas especies bacterianas o en el
ADN plasmidico. En este ultimo caso, el gen de resistencia puede transferirse
entre distintas especies.

Los antibidticos B-lactamicos interactian con dos grupos principales de enzimas
bacterianas:
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- enzimas de la sintesis de la pared celular: PLP (o PBP)
- enzimas que inactivan a los agentes B-lactamicos

Las B-lactamasas hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico, constituyendo
la principal causa de resistencia a los antibidticos R-lactdmicos. Son producidas por
bacterias gram positivas y gram negativas. En las gram positivas las B-lactamasas
son liberadas en altos niveles al medio externo; en las bacterias gram negativas se
encuentran casi exclusivamente en el espacio periplasmico.

Los genes que codifican las R-lactamasas pueden estar localizados en el
cromosoma bacteriano como las cefalosporinasas de tipo AmpC de las
enterobacterias. Los genes codificantes también pueden estar localizados en
elementos extra-cromosomales como plasmidos, transposones e integrones que
permiten su rapida diseminacion horizontal intra o intergénero y especie. Este
evento cobra relevancia en comunidades cerradas como hospitales y geriatricos y
guarderias.

Hay numerosos tipos de betalactamasas descriptas, algunas son especificas para
penicilinas (penicilinasas) o cefalosporinas (cefalosporinasas), otras como las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) pueden afectar a varios ATB
betalactamicos. En particular, las betalactamasas bacterianas que hidrolizan los
carbapenemes (un grupo de Dbetalactamicos) reciben el nombre de
carbapenemasas, y actualmente representan el mayor reto infectolégico, porque
inactivan a todos o casi todos antibidticos betalactdmicos ademas de que las
cepas que las poseen en general presentan resistencia a otras familias de
antibioticos.

Las B-lactamasas pueden actuar como:

¢ penicilinasas, activas principalmente frente a las penicilinas

¢ cefalosporinasas, con mayor actividad frente a las cefalosporinas que a las
penicilinas

¢ PB-lactamasas de espectro ampliado (BLEA), activas frente a penicilinas y
cefalosporinas de primera generacion

¢ B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), activas también frente a las
cefalosporinas de tercera generacion. Aparecen de manera predominantes en
enterobacterias, principalmente en Klebsiella spp. y Escherichia coli, aunque se
han diseminado a otras especies

¢ carbapenemasas con capacidad hidrolitica frente a los carbapenemes
(imipenem, meropenem, ertapenem). Estas enzimas inactivan a todos o casi
todos los B-lactamicos y las cepas presentan generalmente multirresistencia a
las otras familias de antibidticos. Muchas de las enzimas que se denominan
como carbapenemasas confieren resistencia no sélo a carbapenemes sino
también a otros B-lactamicos. Las cepas bacterianas con enzimas adquiridas
que hidrolizan carbapenemes son infrecuentes, aunque en la actualidad se
estdn comunicando con mayor frecuencia. Existen distintos tipos de
carbapenemasas, como Sme, NMC-A, IMI y KPC. Excepto KPC, todas
hidrolizan imipenem y meropenem, penicilinas, cefalosporinas de primera
generacion y aztreonam, pero no cefalosporinas de tercera generacion
(cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima) y los genes codificantes han sido
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hallados en el cromosoma bacteriano. La KPC también hidroliza todas las
cefalosporinas de tercera generacion.
¢+ Las metalo-B-lactamasas (MBL) adquiridas en bacilos gram negativos se han
convertido en un reto terapéutico ya que, estas enzimas, presentan un amplio
perfil de hidrdlisis de sustratos que incluye carbapenemes y beta-lactamicos de
amplio espectro.
La diseminacion de carbapenemasas del tipo KPC o MBL se produce por plasmidos,
teniendo por lo tanto una rapida diseminacion intra o inter género.
Estos mecanismos de resistencia tienen relevancia clinica por los fracasos
terapeuticos en los pacientes infectados con cepas portadoras de MBL o KPC.
La letalidad de las infecciones invasivas por K. pneumoniae productora de MBL oscila
entre el 47 y el 68%. Dada la rapida diseminacion de las cepas portadoras de MBL o
KPC en los hospitales, es fundamental su pronta deteccion desde el Laboratorio de
Microbiologia y la consecuente implementacién de medidas de prevencién

b. Enzimas modificadoras de aminoglucoésidos
Estas enzimas pueden estar codificadas en plasmidos y en el cromosoma; la
mayoria reside en transposones. Segun la modificacién que inducen se pueden
dividir en: aminoglucésido-acetil-transferasas; adenil-transferasas o nucleotidil-
transferasas y fosfo-transferasas.

2. Impermeabilidad

Una bacteria puede desarrollar impermeabilidad a un antibidético al que
originariamente era susceptible. La impermeabilidad adquirida es en general de
codificacion cromosémica y sucede por mutacién en los genes que codifican las
porinas en las bacterias gram negativas. Las porinas son proteinas de membrana
de la bacteria que estan especializadas en el transporte de sustancias al interior
celular. Ciertos ATB pueden utilizar las porinas bacterianas para ingresar al medio
intracelular. Diversas mutaciones en los genes que codifican a las porinas pueden
alterar su estructura o disminuir su expresion, impidiendo asi el ingreso del ATB.
Este mecanismo de resistencia es propio de bacterias gram negativas. Las
alteraciones de la permeabilidad pueden afectar simultdneamente a distintos
antibidticos no relacionados por un mismo mecanismo de accion y originar
multirresistencia antimicrobiana.

3. Modificacion del blanco de accién

Ciertas bacterias son capaces de modificar la molécula blanco a la cual se une el
ATB para ejercer su accion; de esta manera, la afinidad del ATB por su sitio de
union a la molécula blanco disminuye o desaparece. Un ejemplo de este
mecanismo es Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SAMR). Esta
bacteria produce una molécula blanco-modificada y en consecuencia, el ATB se
une con menos afinidad y la bacteria se vuelve resistente al ATB. Las cepas SAMR
presentan resistencia a casi todos los B-lactamicos.
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Gen/cassette mecA de Staphylococcus

El determinante genético de resistencia a meticilina en Staphylococcus es el
gen mecA, de localizacién cromosdmica, que codifica la sintesis de una
proteina ligadora de penicilina diferente, denominada PBP2a (Figura 31).

PBP2 PBP2a

TN 1YY
SALSSRALLEEINLLLIALLL

Figura 31. Proteinas ligadoras de penicilina (PBP o PLP): PBP2 y PBP2a

El gen mecA se encuentra inserto en un cassette (SCCmec) que porta dos
genes reguladores: el gen mecR1 (regulador de la senal de transduccion del
gen mecA) y el gen mecl (codifica la proteina represora de la transcripcién del
gen mecA). La transcripcion del gen mecA sucede cuando el antimicrobiano 3-
lactdmico se liga al receptor-dominio de unién a penicilina de la membrana
celular que esta codificado por el gen mecR71, y entonces la proteasa
autocatalitica se une al gen mecl, bloquea la regién operadora de mecA, siendo
posible la expresibn de PBP2a originando resistencia a TODOS los
antimicrobianos B-lactamicos. Las cepas de Staphylococcus aureus que portan
el SCCmec son conocidas como SARM (S. aureus resistentes a meticilina).

El SCCmec es un elemento genético movil, inserto en el cromosoma en una
localizacién especifica, en el extremo 3" del fragmento de lectura abierta
(ORF). Hasta el momento, se han descrito ocho tipos de SCCmec (I-VIII). Los
diferentes tipos varian en la composicion genética y en el tamafio.

Los tipos mas pequenos, SCCmec IV, V, VI y VIl contiene sélo genes
reguladores para resistencia a meticilina, por el contrario, los tipos SCCmec |, Il
y lll llevan elementos de transposicion y genes que codifican resistencia a
antibiéticos no B-lactamicos. Los tipos 1V, V, VI y VII causan infecciones (piel y
partes blandas, pulmén) en la comunidad (SARM-Co), con resistencia a B-
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lactamicos, sin resistencia acompanante a otros antimicrobianos. Los tipos |, Il
y lll son agentes de infecciones intrahospitalarias o asociadas a cuidados de la
salud (SAMR-H); el SCCmec también codifica resistencia a otros
antimicrobianos (quinolonas, macrélidos, aminoglucésidos).

ii. Resistencia a glucopéptidos en Enterococcus spp.
El género Enterococcus se caracteriza por su resistencia intrinseca a multiples
antimicrobianos de utilizacion clinica: aminoglucésidos, lincosamidas,
cefalosporinas. Los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) constituyen
frecuentemente la Unica alternativa terapéutica para las infecciones producidas
por este género de bacterias. Sin embargo, en la ultima década, han emergido
cepas resistentes a este grupo de antimicrobianos como patégenos humanos.
La resistencia a los glucopéptidos en Enterococcus esta mediada por clusters
génicos; estan descritos ocho operones (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG,
vanL y vanM). vanA, vanB y vanM presentan resistencia de alto nivel a
vancomicina (CIM = 128 mg/L). Ademas, vanA y vanM generan fenotipos con
alto nivel de resistencia a teicoplanina, aunque se han detectado excepciones.
vanB expresa poca o ninguna resistencia a teicoplanina (CIM < 1 mg/L). El
genotipo vanD expresa niveles moderados de resistencia a vancomicina (CIM
16-128 mg/L) y susceptibilidad a teicoplanina, y vanC, vankE, vanL y vanG
codifican bajo nivel de resistencia a vancomicina.
Todos los fenotipos comparten un mecanismo de resistencia muy similar. Los
fenotipos vanA y vanB tienen importancia epidemiolégica por su transferencia
horizontal y por estar presentes en las especies Enterococcus faecalis y E.
faecium, que son las mas frecuentemente recuperadas en infecciones
localizadas e invasivas.

4. Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas de membrana encargadas del transporte de
metabolitos y compuestos toxicos desde el interior de las bacterias al exterior. Por
medio de este mecanismo, las bacterias pueden expulsar al ATB, reduciendo la
concentracién del ATB dentro de la bacteria con una velocidad igual o mayor que
la velocidad de entrada del mismo.

Este tipo de resistencia afecta a diferentes grupos de antibiéticos: B-lactamicos,
quinolonas, tetraciclinas, macrolidos.

Multirresistencia, resistencia extrema y pandroga-resistencia

Existe una relacién directa entre la utilizacion de ATM y la resistencia bacteriana. Las
bacterias desarrollan mecanismos de resistencia a través de mutaciones espontaneas
o mediante la adquisicion de genes. La transferencia horizontal (conjugacion,
transduccién, transformacion) permite el intercambio de informacion genética entre los
integrantes de la microbiota bacteriana.
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Las bacterias pueden presentar simultaneamente mas de un mecanismo de RAM. La
coexistencia de varios mecanismos puede dar lugar a bacterias multirresistentes,
bacterias con resistencia extrema o bacterias panresistentes a los antibiéticos

Desde un enfoque microbiolégico se consideran tres situaciones globales en la
resistencia bacteriana a los antibidticos de utilizacion clinica: la multirresistencia, la
resistencia extrema y la pandroga resistencia. Es fundamental que el médico conozca
estos conceptos, dada su implicancia clinica y epidemiolégica.

< Multirresistencia (MDR)

Una cepa es multirresistente cuando presenta resistencia al menos a 1 antibiético
de 3 o0 mas diferentes familias de antibiéticos.

<+ Resistencia extrema (XDR)
Una cepa tiene resistencia extrema cuando expresa resistencia al menos a un
antibidtico en todas las familias, excepto en dos familias de antibidticos.

7
0.0

Pandroga resistencia (PDR)
Una cepa es pandroga resistente cuando presenta resistencia a todos los
antibiéticos en todas las familias de antibidticos.

El uso adecuado de estas definiciones permite una mejor comprensién de la extensién
del problema de la resistencia y hace posible la comparacion de los datos de vigilancia
epidemioldgica entre instituciones, regiones y paises. Para lograr disefar y llevar a
cabo intervenciones dirigidas cuyos resultados puedan ser medidos, es imprescindible
que la informacion acerca de la resistencia a los antimicrobianos se organice en un
conocimiento especifico de las caracteristicas y la magnitud del problema.

Cuando un paciente internado esta colonizado o infectado con un
microorganismo multirresistente, con resistencia extrema o pandroga
resistencia, debe procederse a su aislamiento inmediato segun las normas de
Bioseguridad, para evitar su diseminacion a otros individuos dentro de la Institucién de
Salud.

En la tabla 4 se resumen los principales mecanismos de resistencia de los
antimicrobianos de uso frecuente en medicina.
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Tabla 4. Mecanismos de resistencia de los antimicrobianos de uso frecuente.

ANTIMICROBIANO

SITIO/DIANA

MECANISMO DE RESISTENCIA

B- lactamicos

B - lactamasa

-Hidrélisis enzimatica del nucleo B - lactamico

PBP2a -Baja afinidad para PBPs
-Modificacion por acetiltransferasas,
Aminoglucésidos | RNAr 30S adeniltransferasas o alteracion ribosomal de las
fosfotransferasas
-Mutaciones en los genes de la DNA girasa
Fluoroquinolonas | DNA girasa -Bombas de expulsion, mutaciones en el gen de
la DNA topoisomerasa IV
. Factor de -Alteracion en el factor de elongacion G /
Fusidanos 2 LT .
elongacion G disminucién de la permeabilidad

Glucopéptidos y
Lipopéptidos

Complejos D- Ala-D-Ala

-Secuestro por la pared celular

_Macrolld_os, RNAr 50S -Metilacion del RNAr’
lincosamidas -Bombas de expulsion
Oxazolidinonas RNAr 50S -Inhibicion de la formacion del complejo de

iniciacion 70S

Rifamicinas

Subunidad 3 de la
RNA polimerasa

-Alteraciones en la RNA polimerasa

Tetraciclinas y

-Bombas de expulsion

Nitroimidazoles

transportadoras de
electrones de la cadena
respiratoria

glicilciclinas | VAT 305 _Proteccion ribosomal
-Bloqueo de la sintesis proteica en el ribosoma,
. rompe las cadenas de ADN
Nitrofuranos RNAr 50S -Inhibicién de la sintesis de carbohidratos por
bloqueo de la acetil-coenzima A
Proteinas

-Inhibe la sintesis de DNA

Sulfonamidas

Sintesis de acido
tetrahidrofélico

-Sobreproduccion de acido p-aminobenzoico

Trimetoprima

Sintesis del acido
tetrahidrofélico

-Bypass, por una dihidrofolato reductasa
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CAPITULO 5
PATOGENIA BACTERIANA

Desde su nacimiento el ser humano es colonizado por un gran numero de bacterias y
otros microorganismos. Esta interaccion de las bacterias con el hombre puede resultar
indiferente, beneficiosa o perjudicial. Si bien no existe ninguna regla establecida,
dividiremos a las bacterias que colonizan al ser humano en dos grandes grupos, uno
que abarca los microorganismos capaces de convivir con el hombre sin causar dafio
(microbiota comensal) y otro que comprende a los que producen enfermedades
(patdégenos).

Definiremos como microbiota normal a aquellos microorganismos que habitan
normalmente en los individuos sanos, sin provocar invasién. Se la llama también
microbiota indigena, nativa o autéctona del hombre. Su composicion varia de un
individuo a otro.

La microbiota normal constituye un ecosistema que desempefa un papel importante
en la proteccion del huésped ante la invasion por microorganismos patégenos. Sus
mecanismos protectores son: 1) competicion por los mismos nutrientes (interferencia),
2) competicion por los mismos receptores en las células del huésped (tropismo), 3)
sintesis de productos secretados, como bacteriocinas (antibiéticos), que son téxicos
para otros microorganismos, por lo general de la misma especie, 4) produccion de
acidos grasos volatiles u otros metabolitos que son téxicos para los microorganismos
competidores, 5) estimulaciéon continua del sistema inmunitario para mantener niveles
bajos, pero constantes, de la expresion de la molécula de histocompatibilidad de clase
II' (HLA-DR) en macréfagos y otras células presentadoras de antigenos, y 6)
estimulacién de los factores inmunitarios de proteccion cruzada, como los anticuerpos
naturales. El efecto ultimo de los tres primeros mecanismos protectores consiste en
limitar la cantidad o el predominio de cualquier otra especie.

Si bien los microorganismos que normalmente integran la microbiota comensal normal
habitualmente no causan ningun efecto, la mayoria de los patégenos responsables de
las enfermedades infecciosas humanas son derivados de este grupo. La
administracion de ATM de amplio espectro disminuye el nimero total de bacterias en
el intestino. Esta actividad da como resultado una proporcién aumentada de especies
micéticas, en general comensales, y de cepas bacterianas resistentes. Cuando la
administracion del ATM cesa, se produce un rebrote natural y el intestino es
repoblado. Sin embargo, hay una ventaja selectiva para las enterobacterias aerobias
de rapido crecimiento sobre los anaerobios, que poseen una multiplicacion mas lenta.
Esta ventaja aumenta la probabilidad de desarrollar una bacteriemia por bacterias
gram negativas. Casi todos los microorganismos colonizadores son transitorios, pero
algunos persisten durante toda la vida, lo que supone que el costo biologico para el
huésped y el microorganismo es bajo.

La microbiota normal puede clasificarse en dos grandes grupos:

62



a) Microbiota residente o invariable: compuesta por tipos relativamente fijos de
microorganismos en sitios determinados (se restituye con rapidez).

b) Microbiota transitoria: constituida por gérmenes no patégenos o potencialmente
patdgenos que permanecen sobre la superficie corporal o sobre las mucosas
durante horas, dias o meses. Son microorganismos que provienen del ambiente y
cobran significacién cuando la flora permanente desaparece aprovechando la
situacion para proliferar y en algunas circunstancias invadir y ser responsables de
producir enfermedad.

Las especies que forman la microbiota normal estan determinadas por factores
ambientales, como la dieta, las condiciones sanitarias y los habitos higiénicos. Los
lactobacilos son comensales comunes en el intestino cuando los productos lacteos
representan una parte significativa de la dieta.

Las hormonas también pueden influir en la microbiota comensal normal. La microbiota
vaginal premenarquica y posmenopausica difiere mucho de la que estd presente
durante la etapa fértil. La microbiota comensal normal también esta influenciada por
los receptores de las células del huésped, a la que se adhieren los microorganismos y
seleccionan los microorganismos que colonizaran un huésped determinado.

Un efecto beneficioso de la microbiota normal en el sistema inmunitario es el de
generar una respuesta mas rapida y eficaz ante los microorganismos invasores. Los
antigenos suelen ser presentados al sistema inmunitario de manera ordenada y
especifica. Los linfocitos T reconocen los antigenos s6lo después de que se hayan
mostrado en la superficie de un macréfago (u otra célula presentadora) en asociacién
con una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Por lo general, el
75-85% de los monocitos circulantes en adultos mantiene niveles bastante altos de
expresion de moléculas del CMH. La expresién de CMH es mucho menor en los
monocitos de los recién nacidos. La estimulacion constante por la microbiota
microbiana natural del huésped mantiene el nivel relativamente elevado de expresion
de moléculas del CMH en los macréfagos y, quiza, en otras células presentadoras de
antigenos, lo que sirve para mantener un sistema inmunitario eficaz y en constante
estimulacién. Esta modulacion se debe, al menos en parte, a la produccién de bajo
nivel de IFN-g; IL-4 y otras citocinas y quimiocinas por los linfocitos T activados y las
células endoteliales y representa una interfase esencial entre los sistemas inmunitarios
innato y adaptativo.

En comparacion con estos beneficios positivos, las consecuencias negativas de la
colonizacién por microbiota natural son: la estimulacién de anticuerpos bloqueadores
no funcionales, las respuestas de reaccion cruzada a los tejidos del huésped, las
respuestas inapropiadas de linfocitos T y la inflamacion crénica de bajo grado, que es
una parte integrante de las afecciones degenerativas crénicas, como en la enfermedad
cardiovascular y el cancer.

CONCEPTO DE INFECCION Y ENFERMEDAD

En ciertas circunstancias, la microbiota normal, puede por si sola, producir patologia,
debido a que los microorganismos pueden ser introducidos en los tejidos o al torrente
sanguineo o bien pasar de su localizacion habitual a otro sitio del organismo,



ocasionando diferentes tipos y grados de enfermedad. Estas ultimas reciben el nombre
de infecciones endégenas.

El término infeccién describe la persistencia o multiplicacion de un microorganismo
patdgeno en o sobre un huésped, mientras que el término enfermedad describe a una
infeccidon que ocasiona un dafo significativo a un huésped.

En la produccion de una enfermedad infecciosa es posible considerar las siguientes
etapas:

1. Acceso de los microorganismos a las superficies corporales y adherencia o
colonizacién

2. Invasion

3. Establecimiento del microorganismo patégeno en el huésped, lo que
determina por parte de aquel, estrategias de resistencia al sistema inmune del
huésped y/o produccién de toxinas.

Estos eventos se manifiestan en términos de los sintomas que presenta el huésped.

MECANISMOS DE PATOGENIA BACTERIANA

Como hemos mencionado, las bacterias patdégenas utilizan diversos mecanismos para
causar enfermedad en la célula huésped. Sin embargo, existen fuertes evidencias que
indican que distintos patégenos emplean estrategias comunes para causar infeccion y
enfermedad.

. ACCESO DE LOS MICROORGANISMOS A LAS SUPERFICIES

CORPORALES Y ADHERENCIA O COLONIZACION

El primer evento en la interaccion entre un microorganismo patégeno y el huésped es
la unién a una célula eucariota superficial. La adherencia microbiana requiere la
participacién de al menos dos factores: un receptor de la célula eucariota y una
molécula del microorganismo que lo adhiera al mencionado receptor (adhesina).
Generalmente, los receptores son residuos de carbohidratos especificos ubicados
sobre la superficie de la célula eucariota y las adhesinas son proteinas o polisacaridos
ubicados en la superficie microbiana. Muchos microorganismos poseen diversos
mecanismos alternativos de unién a células eucariotas, los que pueden expresarse
bajo diferentes condiciones ambientales o sobre distintas superficies del huésped.

Los diversos mecanismos de adherencia pueden actuar cooperativamente para
colonizar una superficie y comenzar la infeccion.

Existen distintos tipos de fimbrias; se clasifican segun caracteristicas estructurales
comunes y sus mecanismos de biogénesis. Escherichia coli puede codificar muchas
fimbrias. Las bacterias con tipos especificos de fimbrias se han asociado a ciertos
sitios de infeccion. Las fimbrias P o Pap (pili asociados con pielonefritis) de E. coli
uropatégena, son uno de los ejemplos mas claros de tropismo tisular mediado por
adhesina; la presencia de fimbrias P se ha asociado claramente con la colonizacién e
invasion del tracto urinario (Figura 32).
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Figura 32. Fimbrias P de Escherichia coli uropatégena (UPEC)

Factores de adherencia microbiana de naturaleza proteica
Pueden dividirse en dos grupos: fimbrias o pili y adhesinas no fimbriales.

o Fimbrias o pili: estan presentes en bacterias patdégenas gram negativas. Algunos
ejemplos de bacterias que poseen estos factores de adherencia son:
* Escherichia coli uropatdgena y enteropatégena
* Vibrio cholerae
* Pseudomonas aeruginosa
* Neisseria spp
¢ Adhesinas no fimbriales: son proteinas que actuan como factores de adherencia,
pero no forman la tipica estructura polimérica fimbrial. Estan presentes tanto en
bacterias gram negativas como gram positivas. Ejemplos de bacterias que poseen
estos factores de adherencia son:
e Gram positivas:

* Staphylococcus spp.
* Streptococcus spp.
e Gram negativas:
* Yersinia pseudotuberculosis
* Escherichia coli enteropatégena

* Neisseria spp.

Factores de adherencia microbiana ae naturaleza polisacarida

e Glicocalix en Streptococcus mutans

¢ Antigeno capsular K en Escherichia coli enteropatégena.
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e Otros factores de adherencia: Streptococcus pyogens (estreptococo del grupo
A), posee una adhesina (acido lipoteicoico) que se encuentra anclada en las
proteinas de la superficie celular bacteriana y que se une a receptores
presentes en las células epiteliales superficiales de naturaleza glicoproteica
(fibronectina). Staphylococcus aureus, presenta también una proteina especifica
para adherirse a este mismo receptor y Treponema pallidum se une a esta
glicoproteina mediante las adhesinas de superficie (P, P2, y Ps).

Biopeliculas bacterianas o biofilm

Las biopeliculas son poblaciones bacterianas inmersas en una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares. Las bacterias forman microcolonias con distinta morfologia
por adherencia entre si y a la superficie.

Los biofilms han sido reconocidos como factores importantes en la patogenia de
muchas infecciones humanas persistentes, incluyendo placa dental, caries, infeccién
periodontal, neumonia por Pseudomonas spp. en fibrosis quistica, cistitis cronica, otitis
media, endocarditis bacteriana, osteomielitis, prostatitis crénica. También se ha
demostrado que una variedad de dispositivos médicos implantables puede portar
biofilms, provocando infecciones asociadas, destacando la sepsis por catéteres
endovenosos y arteriales. Ademas, se han descrito en implantes médicos sintéticos,
como catéteres intravasculares, catéteres urinarios, sigmoidoscopios, tubos de
traqueostomia y lentes de contacto. Constituyen, también, un problema serio en
valvulas cardiacas artificiales, marcapasos y protesis ortopédicas las cuales, una vez
infectadas, generan infecciones excepcionalmente dificiles de resolver mediante
antibidticos. Las biopeliculas pueden contribuir al aumento de la resistencia a los ATM.
La matriz de exopolisacaridos que rodea las células puede crear una barrera de
exclusiéon a los ATM o, directamente, formar un complejo con estos farmacos para
inactivarlos. En las biopeliculas, las bacterias crecen mas despacio, y ese crecimiento
mas lento puede reducir la asimilacién del farmaco y causar cambios fisiolégicos que
podrian afectar la eficacia de este.

Las consecuencias de la formacion de biopelicula son, entre otras, la infeccion
crénica, la alteracion de la cicatrizacion de las heridas, la mayor resistencia a los
antimicrobianos (ATM) y la diseminacién de émbolos infecciosos.

La capacidad de formar biofilm no parece restringirse a ningln grupo especifico de
microorganismos Yy, en la actualidad, se considera que bajo condiciones ambientales
adecuadas la inmensa mayoria de las bacterias, independiente de la especie, puede
existir dentro de biofilms adheridos a superficies en una interfase sélido/ liquida.
Dentro de los microorganismos que estan asociados a la formacion de biopeliculas
podemos mencionar a Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
faecalis, Proteus mirabilis.

Un avance importante en la comprension de los biofilms ocurrié con el descubrimiento
de proteinas responsables del mecanismo de quorum sensing o de auto-induccion,
también llamado de sefializacion célula-a-célula y translocacién coordinada de genes
responsables de factores de defensa y virulencia. La union de los microorganismos a
una superficie y ulterior formacion de un biofilm necesita que las bacterias se cercioren
que han efectuado contacto. Para lograrlo requieren de sefales quimicas coordinadas
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que les permitan comunicarse entre ellas. El desarrollo de interacciones célula-a-célula
se facilita por la estrecha proximidad existente entre las bacterias biofilm. Esta
interrelacién, via mensajeros de pequenas moléculas, denominada quorum sensing,
beneficia a la bacteria al permitirle sentir la presencia de microorganismos vecinos,
determinar la densidad de la poblacion existente y responder a eventuales condiciones
cambiantes. El proceso quorum-sensing funciona debido a que cada bacteria que se
une a una superficie produce una molécula senal "yo estoy aqui”, de manera tal que
mientras mas bacterias se unen, se incrementa la concentracion local de esta sefial.
Una vez logrado esto, se inducen diferentes fenédmenos en la bacteria, para finalmente
gatillarse la diferenciacion biofilm. Su objetivo es coordinar determinados
comportamientos o acciones entre microorganismos del mismo género, de acuerdo a
su numero. Los gérmenes que utilizan quorum sensing elaboran y secretan moléculas
sefalizadoras, llamados auto-inductores. Las principales moléculas empleadas para
comunicarse con las demas bacterias son las acil-homoserina-lactonas, que
predominan en bacterias gram negativas, mientras que oligopéptidos modificados
prevalecen en gérmenes gram positivos. Las bacterias también poseen un receptor
que puede detectar especificamente el auto-inductor respectivo.

Se ha propuesto que las biopeliculas tienen cinco fases de desarrollo (Figura 33): 1)
adherencia inicial y reversible, 2) adherencia irreversible, 3) desarrollo de una
arquitectura de biopelicula, 4) desarrollo de microcolonias y 5) dispersion de células a
partir de la biopelicula.

B
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Figura 33. Fases del desarrollo de la biopelicula o biofilm.

2. INVASION
Una vez que se adhieren al huésped, algunos patégenos necesitan ingresar en el
mismo para realizar su ciclo de infeccién. Este mecanismo se conoce como
invasion y puede ser dividido en dos tipos: extracelular e intracelular.

» Invasiéon extracelular: es cuando los microorganismos diseminan en el
hospedador, pero permanecen fuera de la célula. Esta estrategia es usada por
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Streptococcus B hemoliticos del grupo A 'y Staphylococcus aureus. Estas especies
secretan varias enzimas como hialuronidasas, lipasas, estreptoquinasas y
nucleasas. La invasion extracelular permite a estos patégenos acceder a muchos
otros tejidos donde ellos son capaces de proliferar, diseminar a otros sitios,
expresar toxinas e iniciar una respuesta inflamatoria.

» Invasion intracelular: ocurre cuando un microorganismo penetra dentro de la
célula del huésped y sobrevive dentro de ella. Algunos patégenos se comportan
como intracelulares obligados, los cuales requieren de células viables para su
crecimiento. Estos incluyen Chlamydia spp, Ricketsia spp, Mycobacterium leprae.
Otros patdgenos son intracelulares facultativos. Estos usan su habilidad para
entrar y sobrevivir dentro de la célula del huésped como una manera de
proliferacién y dispersion a otros tejidos. Los patdégenos intracelulares pueden
residir en fagolisosoma, fagosoma o en citosol. Algunos ejemplos de bacterias
intracelulares facultativos son: Shigella spp, algunas cepas de Escherichia coli y
Proteus, Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis, Salmonella spp;
Legionella pneumophila; Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis.

3. ESTABLECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS PATOGENOS EN

EL HUESPED

El inéculo inicial generalmente no es suficiente para producir dafio o colonizar el
huésped; por ello, el patégeno debe poder multiplicarse dentro de los tejidos para
producir enfermedad. Para esto debe encontrar condiciones adecuadas de
temperatura, pH, potencial de oxidorreduccion y disponibilidad de nutrientes.
También deben encontrar vitaminas y factores de crecimiento.

Las formas por las cuales los patdégenos causan dafo al huésped son variadas y
rara vez los sintomas son debidos simplemente a la presencia de una poblacion
bacteriana. Si bien una gran masa de células puede bloquear vasos sanguineos,
valvulas cardiacas o la via respiratoria, la forma en que los patégenos producen
dafio en el huésped suele ser mas especifica. Muchos de ellos producen toxinas.

Produccién de toxinas
El uso genérico del término toxina puede referirse a cualquier sustancia, natural o
manufacturada, que provoca efectos adversos a las células u organismos vivos. Sin
embargo, en el contexto de las enfermedades infecciosas y de la patogenia de los
microorganismos, este término se emplea para describir las moléculas producidas por
los microorganismos y liberadas con el fin de afectar las células y tejidos diana en el
huésped infectado.
Esta familia de productos bacterianos puede clasificarse de distintas maneras:
1) Por su composicién quimica (p. €j., proteinas, lipidos, lipopolisacaridos)
2) Por su diana celular o tisular primaria (p.ej.,enterotoxinas, neurotoxinas,
leucotoxinas)
3) Por su mecanismo de accion molecular (toxinas proteoliticas, toxinas ADP-
ribosiladoras, toxinas adenilato ciclasas; toxinas desaminadoras)
4) Por su accién en moléculas diana intracelulares
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5) Por su efecto bioldgico principal (toxina dermonecroética, toxina productora de
edema, toxina hemolitica)
6) Por los microorganismos que las producen (toxina del colera, toxina diftérica).

Como es evidente, las dificultades asociadas con la descripcion y la clasificacion de
estos productos bacterianos reflejan las limitaciones respecto al conocimiento de su
produccion y liberacion, interaccion con las células diana y entrada en ellas,
mecanismo de accion y relevancia clinica.

Las técnicas de investigacién derivadas de los analisis gendmicos y protedémicos,
combinadas con los nuevos descubrimientos en biologia celular y molecular, han
permitido un incremento 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 determinacién de las estructuras primaria, secundaria y terciaria de
muchas toxinas, la dilucidacion de nuevos mecanismos moleculares y de nuevas
funciones para toxinas conocidas, asi como la identificacion de las relaciones
familiares entre moléculas aparentemente distintas. 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 estan mediadas sobre todo por
toxinas.

Una serie diversa de productos de los microorganismos, aparte de las toxinas,
permiten al patdégeno acceder al lugar apropiado en el huésped, transmitir sefiales
ambientales que regulan la expresion de toxinas distintas y otros factores
determinantes de virulencia por parte del patdégenos y que protegen al microorganismo
de su eliminacion por las defensas del huésped.

El desarrollo de la patogenia bacteriana como una disciplina individual y la
disponibilidad de las secuencias gendmicas han facilitado la identificacién de factores
de virulencia ignorados hasta entonces, que son necesarios para que aparezca la
infeccion y que se desarrolle la enfermedad clinica. Muchos microorganismos
producen una serie adicional de toxinas (bacteriocinas) que se dirigen a otros
microorganismos y que no afectan a las células eucariotas. Asimismo, numerosas
toxinas bacterianas son enzimas que actuan en sitios intracelulares especificos en las
células huésped.

La produccion de toxinas por bacterias patdégenas promueve su diseminacion a través
de cédulas y tejidos, no solamente por el dafo causado directamente sobre las
células, sino que también alteran mecanismos de defensa del huésped.

Las toxinas bacterianas son sustancias de composicién quimica variada que producen
efectos locales o sistémicos en el huésped infectado. Se las divide en endotoxinas y
exotoxinas.

Endotoxinas

Las endotoxinas son lipopolisacaridos (LPS) de la pared celular de las bacterias gram
negativas que se liberan cuando se produce la lisis bacteriana, desempefando un
papel importante en las enfermedades causadas por estos microorganismos. En
pequenas cantidades producen fiebre, activacion del complemento por via alterna,
activacion de macréfagos y estimulacion de linfocitos B. En grandes cantidades
producen shock séptico e incluso la muerte.
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Exotoxinas

Las exotoxinas son de naturaleza proteica, se sintetizan en el citoplasma durante la
fase de desarrollo logaritmico de la bacteria, se transportan a través de la membrana
citoplasmatica y se liberan al exterior. La sintesis de la toxina puede ser codificada por
el DNA cromosomico o por DNA plasmidico o estar asociados con estado de lisogenia.
En su mayoria presentan dos subunidades (A y B). La subunidad B, no toxica, es
responsable de la fijacion de la toxina a un receptor de la superficie celular, que
explicaria la especificidad tisular y facilitaria la accion o penetracion de la subunidad A.
Esta dultima subunidad es la responsable de la toxicidad. La subunidades,
separadamente, no muestran ningun efecto toxico sobre las células. En algunas
bacterias son producidas en forma continua por las bacterias en crecimiento, otras son
sintetizadas cuando las células entran en su fase estacionaria. Las bacterias que
esporulan pueden liberar sus toxinas cuando se lisa la célula, luego de formada la
espora. Las exotoxinas bacterianas juegan un importante papel en el curso de un
proceso infeccioso. Algunas exotoxinas actuan en forma local, otras se diseminan lejos
del sitio donde son elaboradas, produciendo efectos sistémicos.

Mecanismos de accion de las toxinas

Las toxinas causan dafio por diversos mecanismos: por lisis celular (destruccion de
membranas), por bloqueo de la sintesis proteica, por aumento o disminuciéon de una
funcién celular normal (aumento del AMPc), o por bloqueo de una funcién nerviosa. A
continuacion se mencionan ejemplos de estos mecanismos:

» Por lisis celular:
e toxina con accion lipasa (lecitinasas o hemolisinas)
e toxinas que se insertan en la membrana para formar poros (estreptolisinas)

» Por bloqueo de la sintesis proteica:
o toxina diftérica

» Por aumento o disminuciéon de una funcién celular normal
e toxina colérica
e enterotoxina termolabil
e toxina pertussis

» Por bloqueo de la funcién nerviosa
e toxina tetanica
e toxina botulinica

RESPUESTA INMUNITARIA CONTRA LAS BACTERIAS

Ante la agresion de un patdgeno, nuestro sistema inmunolégico posee mecanismos
basicos de proteccion que impiden el ingreso, la colonizacion y su propagacion local o
a distancia. Por un lado, existen las barreras naturales como la piel, las mucosas, el
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epitelio mucociliar, el jugo gastrico y la bilis, que limitan la entrada del microorganismo.
Otros mecanismos de defensa inespecificos son la fiebre, el sistema de complemento,
el interferdn, las células fagociticas (neutrofilos, macréfagos, células dendriticas), y los
linfocitos natural killer (NK y NKT), que actuan brindando respuestas locales rapidas
que actuan en el sitio de la infeccion y pueden restringir el crecimiento y la
propagacion del agente agresor.

Respuesta inmune innata

La inmunidad innata es una respuesta no especifica, rapida y eficiente frente a los
agentes infecciosos. Se basa en el reconocimiento de patrones moleculares
conservados comunes a los microorganismos, conocidos como Patrones Moleculares
Asociados a Patégenos (PAMP); este reconocimiento desencadena una cascada de
respuestas inmunes destinadas a eliminar la amenaza. Y el tercer mecanismo es la
respuesta inmunitaria adaptativa especifica frente al antigeno, conformada por los
anticuerpos v los linfocitos T, los cuales fortalecen los mecanismos innatos, eliminando
de forma especifica a los microorganismos y parasitos que consiguen atravesar las
primeras dos barreras de defensa.

Cuando estos sistemas funcionan adecuadamente, en general suelen ser efectivos
para controlar la mayoria de las infecciones y evitar que se produzca la enfermedad,
aunque no siempre es necesario utilizar todos los componentes del sistema inmune
para impedir una infeccion; la mayoria de las veces suele bastar con la accién de las
barreras fisicoquimicas.

Otras veces la situacién se resuelve con la inmunidad natural y en otros casos es
necesaria la intervencion de la inmunidad especifica para que complete el trabajo de
las anteriores y garantizar una proteccién duradera. Cuando una bacteria ingresa al
organismo se produce inicialmente la activacion de los mecanismos innatos y la
respuesta inflamatoria.

Las bacterias extracelulares son aquellas que pueden replicarse por fuera de las
células eucariotas; sus principales mecanismos de erradicacién son la opsonizacion
(Figura 34), la inflamacién y la fagocitosis, que llevan a la lisis bacteriana.

Tras atravesar las barreras fisicas, las moléculas de la superficie bacteriana activan
las vias alternativas y de la lectina del sistema del complemento.

El grueso peptidoglucano de las bacterias gram positivas y el antigeno O de gran
longitud del lipopdlisacarido (LPS) de la mayoria de las bacterias gram negativas,
previenen que el complemento acceda a la membrana bacteriana y la protegen frente
al dano. Este sistema es una defensa clave y temprana. Los fragmentos generados,
como C3a, C5a y C3b, facilitan la inflamacién, la quimiotaxis y la fagocitosis, mientras
que el complejo de ataque de membrana (MAC) destruye a las bacterias gram
negativas.
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Figura 34. Opsonizacion. La porcién Fab de la IgG se une
a epitopes de un antigeno. La porcién Fc ahora puede unir
el antigeno a los receptores Fc en los fagocitos.

Mecanismos de evasion bacteriana

Los patégenos bacterianos extracelulares han desarrollado distintos mecanismos de
evasion:

a.

Inhibicion de la opsonizacidon, mediante proteinas bacterianas que se unen a las
inmunoglobulinas por la fraccion cristalizable (Fc) impidiendo que los anticuerpos
reconozcan a la bacteria y la opsonicen. Ejemplo: proteina A de Staphylococcus
aureus.

Inhibicion de anticuerpos neutralizantes por degradacién enzimatica de la Fc
Inhibicién de la fagocitosis: mediante la capsula, la bacteria ejerce un bloqueo
de la accién del sistema del complemento evitando la opsonizacién por C3b y
promoviendo su  degradacion. Ejemplos:  Streptococcus  pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli.

Evasion de la lisis celular, por mecanismos tales como la resistencia al 6xido
nitrico, resistencia al suero y presencia de proteinas de membrana externa en
Neisseria spp.

Inhibicion de la respuesta quimiotactica inducida por C5a: por produccion de
una Cbhapeptidasa (Streptococcus agalactiae, S. pyogenes).

Evasion a la activacion del complemento, mediante el recubrimiento de la
superficie bacteriana con IgA (enmascaramiento). Tal es el caso que ocurre en las
infecciones por Neisseria meningitidis.

Produccion de enzimas que degradan las inmunoglobulinas, como las
proteasas de Haemophilus influenzae contra la IgA.

Supresion de la respuesta inflamatoria por la produccion de citoquinas
supresoras ( Yersinia enterocolitica produce IL-10)

Activacion de receptores tipo Toll (TLR) y receptores citoplasmaticos en
células inmunitarias, desencadenando cascadas de senalizacién que promueven
la produccion de citoquinas inflamatorias, como interleuquina-1 (IL-1), IL-6 y factor
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de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferén gamma (IFNy). Estas citoquinas, junto
con las células dendriticas (CeDen), linfocitos NK y NKT, amplifican la inflamacién
local y sistémica, iniciando la fase aguda de la infeccidon. En esta fase se producen
fiebre, alteraciones metabdlicas y produccién de proteinas como la C-reactiva, las
cuales potencian la fagocitosis y activan el sistema de complemento.

j- Inhibicién de la formacién del fagolisosoma (efecto “caballo de Troya”)

Como vemos, La inflamacion local facilita el flujo de componentes inmunitarios al sitio
de infeccion. La accion de quimioquinas y TNF-a estimula la adhesion y migracién de
neutréfilos y monocitos hacia los tejidos infectados; estas células fagocitan bacterias
utilizando receptores especificos para glucanos bacterianos y opsoninas, como C3b y
la proteina C-reactiva. Dentro de los fagocitos, las bacterias son destruidas mediante
mecanismos dependientes e independientes de oxigeno, que incluyen la produccion
de peréxido de hidrégeno, oxido nitrico y proteinas antimicrobianas. Mientras que los
neutrdéfilos actuan rapidamente pero tienen vidas cortas, los macréfagos, activados por
IFN-y y TNF-a, son mas duraderos y especializados en eliminar bacterias
intracelulares.

Respuesta inmune adaptativa

La presentacion de antigenos bacterianos por células dendriticas a linfocitos T CD4
(LT CD4) inicia la respuesta adaptativa. Las células TH1, inducidas por IL-12,
potencian la inflamacion y la actividad de los macréfagos, esenciales contra bacterias
intracelulares y micobacterias. Las células TH17, promovidas por IL-1, IL-6 y TGF-,
activan neutrdfilos y células epiteliales, fundamentales para respuestas antibacterianas
tempranas.

Simultaneamente, los linfocitos B (LB) producen anticuerpos especificos (IgM e 1gG),
impulsados por estimulos del complemento (C3d), IL-4 e IL-6; los anticuerpos
opsonizan bacterias, activan el complemento y neutralizan toxinas bacterianas.

El equilibrio entre las respuestas proinflamatorias (TH1 y TH17) y reguladoras es
crucial para evitar el dafo tisular excesivo. Sin embargo, la inflamacién descontrolada
puede llevar a patologias graves como shock séptico, mediado por TNF-a y la
extravasacion masiva de liquidos.

Una respuesta primaria especifica frente a una infeccién bacteriana puede tardar de 5
a 7 dias desde el ingreso de la CeDen al ganglio linfatico, hasta la activacion,
expansion y maduracion de la respuesta. En la reexposicion a la infeccion, los
linfocitos T (LT) de memoria pueden responder rapidamente a la presentacion del
antigeno a la CeDen, al macréfago o al LB; los LB de memoria también responden
velozmente al antigeno y la produccién de anticuerpos puede iniciarse en 48 o 72
horas.

Los patdgenos intracelulares poseen la capacidad de sobrevivir y multiplicarse dentro
de los macréfagos, los cuales si bien pueden destruir los microorganismos patégenos
intracelulares cuando son activados por quimioquinas, pueden ser utilizados como una
reserva protectora o un sistema de transporte que ayuda a propagar los
microorganismos por via sistémica. Algunas bacterias intracelulares de importancia
médica son Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, Brucella spp, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica serovar Tiphy, Chlamydophila psittaci. Una de las
estrategias clave de la inmunidad innata contra las bacterias intracelulares es la
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capacidad de detectar y eliminar las células infectadas. Este proceso implica la
deteccion de PAMP por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en la
superficie de las células fagociticas. Los PRR reconocen los componentes bacterianos
e inician cascadas de sefalizacién, que conducen a la producciéon de citoquinas y
otros mediadores inmunes. Estas citoquinas luego reclutan y activan células inmunes
adicionales para eliminar las células infectadas. Otra estrategia importante es la
destruccién de bacterias intracelulares por péptidos antimicrobianos. Estos péptidos,
producidos por diversas células inmunes, tienen la capacidad de matar bacterias
alterando sus membranas celulares o interfiriendo con procesos celulares esenciales.
Algunos péptidos antimicrobianos incluso actuan como moléculas de senalizacién para
coordinar la respuesta inmune. Determinadas bacterias intracelulares, como
Salmonella spp, pueden inhibir la formacion del fagosoma o modificarlo y no permitir
su maduracion; otras, como Listeria monocytogenes, pueden escapar de la vacuola
hacia el citoplasma e invadir células adyacentes.

Recientemente se ha descripto un mecanismo denominado piroptosis, mediante el
cual la inmunidad innata combate a las bacterias intracelulares. Este proceso se
caracteriza por la lisis de las células huésped infectadas y la liberacion de contenidos
intracelulares, lo que alerta al sistema inmunoldgico de la presencia de una infeccion.
La piroptosis se inicia por la activacién de una caspasa (enzima que cataliza la muerte
celular programada o apoptosis), la caspasa-1, en respuesta a PAMP o patrones
moleculares asociados a dafos (DAMP). La activacion de la caspasa-1 conduce a la
oligomerizacion de la gasdermina D, que forma poros en la membrana celular,
causando su lisis (Figura 35). La liberacion de bacterias intracelulares o sus
componentes a través de estos poros desencadena otras respuestas inmunes, como
la inflamacién y el reclutamiento de células inmunes. Se ha demostrado que la
piroptosis es eficaz contra  bacterias intracelulares  como Salmonella
enterica y Legionella pneumophila.
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Figura 35. Piroptosis. La caspasa-1 se activa en respuesta a PAMP,
produciendo la oligomerizacion de la gasdermina D que forma poros en
la membrana celular causando la lisis de la célula infectada.

La autofagia es otro mecanismo que ha sido relatado recientemente, por el cual la
inmunidad innata elimina las bacterias intracelulares. Consiste en un proceso en el
cual una célula secuestra material citoplasmatico, incluidas las bacterias, en una
vesicula de doble membrana llamada autofagosoma. Luego, el autofagosoma se
fusiona con los lisosomas, donde el material secuestrado se degrada y se elimina
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(Figura 36). Este proceso no solo elimina las bacterias intracelulares, sino que también
proporciona una plataforma de presentacién de antigenos para los macréfagos vy las
CeDen, lo que optimiza las respuestas inmunitarias adaptativas. Estudios actuales han
demostrado que la autofagia desempena un papel crucial en la defensa del huésped
contra Mycobacterium tuberculosis, S. enterica 'y L. pneumophila, entre otras bacterias.
La via de la autofagia puede activarse mediante varias sefales, incluidos los PAMP y
las citoquinas, lo que indica que forma una parte integral de la respuesta inmunitaria
innata contra las bacterias intracelulares.

Autofagosoma Autolisosoma

Degradacion y
reciclaje

Figura 36. Autofagia. Formacién del autofagosoma que luego se fusiona con el
lisosoma (autofagolisosoma) donde ocurre la degradaciéon del substrato cuyos
productos son liberados al citoplasma.

En sintesis, la inmunidad contra las bacterias integra la accion de componentes
innatos y adaptativos, orquestando una respuesta compleja para eliminar el
patdgeno y prevenir dafios tisulares y sistémicos excesivos al huésped.
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