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INTRODUCCION

Sin lugar a dudas, los padecimientos bacterianos destacan por su frecuencia,
gravedad y diversidad; entre ellos figuran los siguientes: a) las numerosas
intoxicaciones alimentarias asociadas a la ingestion de toxinas liberadas en los
alimentos y en las formulas lacteas por especies tales como Staphylococcus
aureus y Bacillus cereus; b) las cotidianas enteritis y gastroenteritis debidas a
Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, Clostridium perfringens y a diversos serogrupos de Escherichia
coli; ¢) la faringoamigdalitis estreptocéccica, que acosa a los menores de 2 afios
pudiendo desencadenar cuadros adicionales de fiebre escarlatina, erisipela y/o
las enfermedades autoinmunes tales como la fiebre reumética y la
glomérulonefritis; d) las afecciones de transmisién sexual, entre las que figuran
la clamidiasis genital, la gonorrea y la sifilis; e) otras entidades clinicas como el
tracoma -la causa mdas frecuente de ceguera previsible en el mundo-,
tuberculosis, difteria, tosferina, tétanos, botulismo, fiebre tifoidea, sindrome del
shock toxico, colitis pseudomembranosa, brucelosis, lepra, tifus y leptospirosis;
f) algunas afecciones de moda, tales como la ateriosclerosis y la enfermedad
coronaria (por Chlamydia pneumoniae), asi como la gastritis, las ulceras

gastricas/duodenales y el cancer gastrico por Helicobacter pylori (28, 88).



En este sentido, es indispensable profundizar en el conocimiento de los origenes
de dichas afecciones para determinar los tratamientos adecuados -que impidan
que la humanidad pierda el combate entre la eficacia terapéutica y el desarrollo
de resistencia bacteriana- pero, principalmente, para avanzar de manera
ordenada y decisiva en su prevencion. Esta dltima meta incluye el
establecimiento y difusion de medidas sanitarias pero, ademas, debe
fundamentarse en el disefio de estrategias cientificas que conduzcan hacia el
control y/o la eliminacion de los focos infecciosos y a la dptima inmunizacién

de la poblacion (30, 53, 67, 79, 88),

El estudio de los factores y mecanismos de virulencia bacteriana representa la
base de los objetivos anteriores, ya que su definicidn da lugar a la bisqueda de
soluciones viables en el campo de la salud publica; evidentemente, la deteccion
de las vias de transmision de un agente etiolégico, de su tejido “blanco” y de las
estrategias que emplea para sobrevivir y para ocasionar enfermedad, resulta tan
indispensable como ventajoso, habida cuenta de que incluye procesos que abren
un panorama muy distinto al que se suponia hace apenas algunos afos (30, 41,

53, 67,79, 83).




El presente trabajo describe los hallazgos recientes mas significativos en este
rubro, intentando despertar una mayor atencion hacia los aspectos generales mas

trascendentales en el campo de la Bacteriologia.

OBJETIVOS

¢ Seifialar algunos de los mecanismos de defensa del hospedero, cuyas acciones

suelen ser neutralizadas por las bacterias patdgenas.

* Mencionar los cventos de mayor relevancia que caracterizan al proceso

infectivo.

s Describir las estrategias asociadas al establecimiento, reproduccion,
sobrevivencia y toxigenicidad de las bacterias patdégenas en el organismo del

hospedero.

e Destacar las caracteristicas mas trascendentales que deben presentar las

vacunas antibacterianas elaboradas ¢n los tiempos actuales.



I. PRINCIPALES MECANISMOS DE DEFENSA EN EL HUMANO

En general, sc acepta que las defensas del organismo humano se pueden dividir

en dos categorias (15, 88):

o Constitutivas inespecificas, las cuales representan la primera linea de
resistencia y actian en contra de cualquier microorganismo,

independientemente de su orden, familia, género, especie o tipo.

s Especificas inducibles, que agrupan a aquéllos clementos dirigidos
exclusivamente contra una especie o cepa en particular y cuya activacion se
pone de manifiesto en los § a 10 dias que suceden 2l ingreso del agente

invasor en el hospedero.

i. Factores y mecanismos constitutivos inespecificos

La integridad de la piel

Cuando la piel se encuentra integra (sin escoriaciones u otras lesiones),

constituye una barrera antimicrobiana muy cfectiva, debido a su solida



estructura, pH ligeramente 4cido (cercano a 5) y temperatura menor de 370C. A
las caracteristicas anteriores se suman el continuo proceso de descamacion, asi
como la lubricacion y el permanente lavado quimico-mecanico de los poros y
foliculos pilosos, con altas concentraciones de lipidos, cloruro de sedio y

lisozima (88).

La integridad de las membranas mucosas

Estas recubren a los tractos respiratorio, gastrointestinal y genitourinario, y
corresponden a la protongacion de la piel dentro del organismo humano; estin
conformadas por una monocapa de células vivas denominadas epiteliales,
aunque realmente se trata de una mezcla constituida por: a) células “capa”, que
elaboran y secretan mucina; b) células “M”, que participan en la deteccion de
inmundgenos; y ¢) células “ciliadas”, que emiten los vellos y cilios implicados

en la expulsion del moco (evitando su acumulacién) (12, 13, 15, 19, 40, 49, 77).

El hecho de que las mucosas se encuentren integradas por diversos tipos de
células favorece al organismo del hospedero -dadas las diversas funciones de
todos ellos-, aunque también resulta benéfico para las bacterias que pretenden
establecerse en las regiones involucradas, ya que exponen varias clases de

receptores asociados al fendmeno de adherencia (12, 15, 77).



Evidentemente, uno de los elementos de proteccion de los epitelios es el moco;
éste es una sustancia espesa y pegajosa de naturaleza glucoproteica que atrapa
facilmente a los agentes microbianos pero, ademas, su elevado contenido en
IgAs (inmunoglobulina A secretoria) incrementa su capacidad adherente y la
presencia de lactoperoxidasa complementa sus propiedades antiparasitarias (49,

55).

L.a membrana mucosa de la boca y de l0s ojos suma algunos otros elementos de
defensa, tales como la ptialina y la lisozima, en tanto que el tracto respiratorio es
reforzado por reflejos mecdnicos tales como la tos y el estornudo; por su parte,
el tubo gastrointestinal también cuenta, a nivel gastrico, con su notable acidez y
la accién hidrolitica de la pepsina, tripsina y quimiotripsina; en el intestino
delgado, con las sales biliares y el jugo pancredtico (lipasas, peptidasas y
bicarbonato} y, en el colon, con la microflora simbionte, que compite
ventajosamente con los patdgenos por los nutrimentos, los receptores y el

oxigeno (55).

Por lo que se refiere a los epitelios vaginal y cervical, estos también se

encuentran colonizados por microorganismos simbiontes y manifiestan un pH




muy &cido (dado el poder altamente fermentativo del bacilo de Déderlein); en
cuanto al tracto urinario, el eficiente lavado de los conductos por parte de la
orina, se adiciona al resto de los factores antimicrobianos existentes en todas las

mucosas (16, 49).

Los agentes quelantes del hierro

Dado que e! hierro representa un elemento vital tanto para los agentes
bacterianos como para el organismo humano, este dltimo sintetiza moléculas
proteicas que [o fijan para que pueda ocurrir la sintesis de citocromos y
hemoglobina, al tiempo de que reducen casi a cero sus concentraciones en
forma libre. Esta estrategia permite al hospedero limitar el crecimiento
bacteriano, con base en la participacién de proteinas quelantes tales como la

transferrina, ferritina y lactoferrina (17, 19, 24).

La fagocitosis

Este mecanismo de defensa reside fundamentalmente en las caracteristicas
antimicrobianas de los denominados fagocitos profesionales, a los cuales
pertenecen los neutrofilos y la serie monocito-macrofago. Ambos tipos de

células poseen la capacidad para desplazarse por quimiotaxis hasta los tejidos en



los que se requiere enfrentar al agente invasor, para englobar a este ditimo
(mediante la emision de pseudbpodos fagocitarios, previa reaccién entre las
superficies de ambos protagonistas) y provocar su muerte (exponiéndolo a su
contenido lisosomal); sin embargo, el proceso que ocurre en los macréfagos
también suele representar el punto de interseccion entre las defensas
inespecificas y especificas, ya que después de inactivar al pardsito, dichos
fagocitos procesan sus componentes estructurales y los presenta como
inmundgenos a los linfocitos T (cooperadores o citotdxicos), para dar origen a la

respuesta inmune (5, 21, 43, 44, 80, 90, 95).

Cabe subrayar que la fagocitosis adquiere mayor eficacia cuando participan las
opsoninas (sustancias que la facilitan y promueven) y que, de éstas, el
organismo del hospedero elabora al menos dos clases: el péptido C3b, cuya
accion es inespecifica porque reconoce a cualquier microorganismo, y los
anticuerpos 1gG; ambas opsoninas potencian la fagocitosis, dado que pueden
unirse muy estrechamente a la superficie del invasor y, ademads, cuentan con
numerosos receptores localizados en la membrana de neutréfilos y macréfagos.
En este sentido, la fagocitosis suele catalogarse como un mecanismo

inespecifico de defensa, siempre que en ella no participen las IgG (90, 95).



La accién litica del complemento

El sistema del complemento se constituye por varias proteinas que se activan en
forma de cascada hasta generar una molécula litica denominada “complejo de
ataque a la membrana” (MAC), que promueve la destruccion de las células

microbianas, lesionando sus estructuras superficiales(73).

La activacion de este sistema se concreta a través de dos vias diferentes: la
altena, que se considera inespecifica debido a que ocurre cuando el péptido C3b
previamente unido a la membrana externa de cualquier microorganismo
reacciona secuencialmente con las proteinas séricas B, D y properdina; en
cuanto a la segunda, recibe el nombre de clasica, y se dispara como
consecuencia de la reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). Ambas vias incluyen
la sintesis de sus respectivas C3 convertasas y, a partir de los siguientes pasos,
siguen un camino comin que conduce a la formacién del MAC (consultar el

diagrama 1) {73).




Diagrama 1. Principales eventos asociados a la activacién del complemento

(73).
proteina H proteina I
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CLAVES: LPS = lipopolisacaridos; ALT = 4cidos lipoteicoicos; Pgl = peptidoglicano;
* = [3 activacion del complemento por las vias cldsica y alterna es compartida a partir
de la formacién de sus respectivas C3 convertasas; MAC = complejo de ataque a la
membrana.




La proteina sérica de alta afinidad por la manosa

Este carbohidrato se localiza en la superficie de numerosas bacterias, pero esta
ausente en las células del hospedero. En este sentido, se ha observado que los
macréfagos que procesan agentes bacterianos liberan interleucina 6 (IL-6), la
cual estimula al higado para que, a su vez, sintetice una proteina sérica que
manifiesta una alta afinidad por la manosa; una vez que esta proteina se ha
unido a su carbohidrato-receptor, potencia la activacion del complemento y, por

ende, la destruccion del microorganismo involucrado (44, 73, 83).

La fiebre

Aunque por si misma ésta puede evidenciar efectos bacteriostaticos o
bactericidas sobre algunos agentes invasores, su mayor contribucién
antimicrobiana consiste en incrementar la reactividad de las diversas moléculas

proteicas implicadas en la defensa del hospedero (31).

Al parecer, los incrementos de temperatura experimentados por los hospederos
enfermos tienen su origen en la participacién de IL-1 y otras moléculas de
naturaleza desconocida, liberadas respectivamente por los macréfagos en plena

acci6n fagocitaria y los neutréfilos gue entran en contacto con lipopolisacéridos




(LPS) provenientes de la pared celular de las bacterias Gram negalivas (3, 15,

43, 80, 90).

Cabe seiialar que, debido a que la fiebre eievada representa un riesgo para el
propio hospedero y a que los regimenes terapéuticos incluyen algun farmaco
para neutralizarla, su clasificacidn como mecanismo de defensa suele ser

cuestionada y hasta jgnorada por numerosos autores (31).

La inflamacion

E! proceso inflamatorio abarca a los diversos factores y mecanismos del
hospedero cuya finalidad conjunta consiste en lograr la erradicacion de los
patégenos y promover la restauracion de los tejidos iesionados; es decir,
incluye a la fiebre, la fagocitosis, la activacion del complemento y }a reactividad
de la proteina sérica de alta afinidad por la manosa, entre algunos otros, y se
dice que sus puntos cardinales (manifestaciones) son el calor, rubor, tumor (o

edema) y dolor (5, 12, 15, 31, 41, 73, 80, 90, 95).

ii. Defensas especificas inducibles
Los anticuerpos son proteinas integradas por dos cadenas pesadas (H) y dos

ligeras (L), unidas entre si por puentes disulfuro; cada uno presenta una regién



constante (compartida con otros, independientemente del antigeno con el cual
reaccionan) y una regién variable, en donde reside su especificidad. Con
respecto a su origen, son producidos y liberados por las células plasmaticas las

cuales, a su vez, corresponden a linfocitos B maduros (46, 88).

Cuando un agente micrebiano penetra al organismo del hospedero, se expone a
entrar en contacto con macréfagos o con una parte de los linfocitos B que es
capaz de sintetizar anticuerpos dirigidos contra aiguna de sus determinantes
antigénicas. En tal contexto, el microorganismo es inactivado y procesado, y sus
gpitopes son trasladados hasta la superficie de dichas célulasl -merced al
desplazamiento de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC)2-, para ser presentados a los linfocitos T cooperadores(7, 63, 64, 71,

93).

Como consecuencia de los eventos anteriores, los linfocitos T cooperadores se
dividen y liberan linfocinas que amplian la informacién sobre las determinantes

antigénicas del agente invasor, activando especificamente a las clonas de

| Por tal razén, macréfagos y linfocitos B se consideran “células presentadoras de antigeno™;
los epitopes microbianos de naturaleza polisacérida, lipopolisacarida o predominantemente
fipidica sélo son presentados por los linfocitos B.

2 E| MHC de clase 11 soporta epitopes pertenccientes a pardsitos extracejulares y el MHC de
clase | realiza la misma funcién cuando se trata de patdgenos capaces de reproducirse
intracelularmente; en este dltimo caso, también participan linfocitos T citotdxicos que
destruyen a las células hospedadaras en cuyo interior se reproduce o replica el invasor.
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linfocitos B que producen anticuerpos contra alguno de los epitopes implicados

(7, 46, 63, 64, 71, 95).

Finalmente, una porcion de dicha clona permanecerd como “células de
memoria” que podrin iniciar el proceso -junte con otros macréfagos- en
episodios futuros y, la restante, evolucionard a células plasmaticas formadoras

del anticuerpo requerido (64).

Es conveniente precisar que, aunque existen 5 clases de anticuerpos: IgG, 1gM,
IgA, IgE e IgD, sélo a las tres primeras se les reconoce plenamente alguna
relevancia en la defensa del hospedero; la IgG puede actuar como opsonina,
neutraliza toxinas y activa el complemento; la [gM sdlo hace esto dltimo y, la
IgA, incrementa la adhesividad de la mucina; por ello, las dos primeras
predominan en 1os tejidos, la sangre la linfa y otros liquidos internos, mientras la
tercera solo abunda en los epitelios mucosos y en la leche materna (7, 49, 55,

73, 88).



Ii. EL PROCESO INFECTIVO

Sin lugar a dudas, tanto la totalidad de las bacterias invasivas como la mayoria
de las toxigénicas, requieren de infectar (establecerse y reproducirse en) los
tejidos de su hospedero para ejercer su accidn patdgena. De acuerdo con el
diagrama 2, los factores y eventos mds relevantes del proceso infectivo, son los

siguientes (4, 53, 68, 79, 87):

i. El foco infeccioso

Este es el término que denota al sitio u organismo en donde se encuentra
originalmente el patdgeno; en este sentido, los focos infecciosos mas frecuentes

son (22, 53, 87):

e Qtros seres vivos infectados, se trate de enfermos o, simplemente, de

portadores asintomaticos.

o E! material organico contaminado; por ejemplo, la materia fecal, orina,

expectoraciones, secreciones purulentas, fos cultivos de laboratorio, etc.



e Materiales diversos, tales como tinacos, tuberias, instrumental quirirgico,

utensilios de cocina, la basura, etc.

Diagrama 2. El proceso infectivo (4, 22).

foco via de
infeccioso transmisidn
contacto y
establecimiento
en otros tejidos via de
del hospedero | diseminacion

ii. Las vias de transmision

contacto
bacteriano con el
hospedero
susceptible

via de
entrada

establecimiento y
reproduccion
bacterianos en el
tejido “blanco™
primario

penetracion

bacteriana al
hospedero
susceptible

a) via de acceso
b) quimiotaxis

| adhesinas

contacto
bacteriano con
el tejido
“blanco™
primario

Estas involucran a cualquier objeto o mecanismo de los que se vale el parasito

para trasladarse desde el foco infeccioso hasta el hospedero susceptible de ser

infectado; las principales son (4, 22, 53, 87):
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Los vectores inanimados. En este rubro se cuentan el agua, los alimentos, las
bebidas, los denominados fomites -varios objetos y Topa de cama con los que
entran en contacto los individuos infectados previamente-, asi como el aire, el
polvo y las microgotas de saliva emitidos mediante la tos y el estornudo; por lo
regular, cuando se hace referencia a uno o més de los tres Gitimos se emplea el

término de “via aérea”.

Los vectores mecanicos. Este grupo incluye a los artrépodos que trasladan al
microorganismo sin que €ste se reproduzca o cumpla parte de su ciclo vital
durante el recorrido, y €l ejemplo tipico alude a la mosca doméstica, siempre
que se trate de la que solo transporta al agente infeccioso en ias vellosidades de
sus patas y lo deposita en algin otro transmisor (alimentos, bebidas, etc.} o

directamente en la piel lesionada del hospedero susceptible.

Los vectores biolégicos. Con este nombre se designa a los artrépodos en los
cuales el patdgeno se reproduce o cumple parte de su ciclo vital durante el
traslado. En concreto, se trata de garrapatas, 4caros, pulgas, piojos, etc., que

transmiten a rickettsias y borrelias, entre algunas otras bacterias.



El contacto directo. En este caso, el ejemplo mas representativo es el
correspondiente a las enfermedades de transmisidn sexual, tales como la sifilis,
la gonorrea, las clamidiasis genitales, el SIDA, el herpes genital, etc. En todas
ellas, los agentes causales suelen ser transmitidos directamente, de un enfermo

o portador a otro hospedero susceptible.

La via transfusional y los transplantes. Como es sabido, el transplante de
érganos, asi como las transfusiones de sangre y sus derivados pueden transmitir
a ciertos microorganismos, desde el donador hasta el receptor. Entre los agentes
etiologicos involucrados se cuentan los virus de la hepatitis, del SIDA y el
citomegalovirus (CMV) y diversas bacterias y protozoarios (7reponema

pallidum, Toxoplasma gondii, etc.).

La via transplascentaria. Esta asocia a los agentes microbianos que se
transmiten durante la gestacion, de la madre al producto, destacando Treponema
pallidum, Toxoplasma gondii y los virus de ia rubéola y del SIDA, entre algunos

otros.

La via personal indirecta. En numerosas ocasiones, el mismo individuo se

provoca afecciones al llevarse la mane a alguna regién anatémica en la que se



encuentra originalmente el parésito y, posteriormente, la posa sobre otra. Por
ejemplo, cuando una clamidia que se localiza originalmente en los genitales es
trasladada hasta la conjuntiva ocular, Indudablemente, existen otros muchos
casos analogos aunque, el de mayor frecuencia, es el representado por ¢l modelo

ano-manc-boca.

jii. La penetracién bacteriana al organismo del hospedero

Después de haberse concretado el contacte entre el microorganismo y el
hospederc susceptible, el paso siguiente es el de penetracidn del primero en el

organismo del segundo; en este sentido, las vias de entrada son las siguientes(4,

22,53, 87):
s QOral » Otica
e Cutanea ¢ Uretral
» [nhalatoria * Vaginal
o Oftdlmica » Rectal

Cabe mencionar que, en ¢l caso de la via cutinea, generalemente se clasifica
como “condicionada” -cuando el agente causal requiere de que ocurra la previa
lesidn de la piel, para poder penetrar a través de ella-, o bien, como “activa”,

para aclarar que el microorganismo atraviesa la piel, aunque inicialmente ésta se
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encuentre integra, ya sea porque el primero produzca enzimas que la hidrolizan

o porque penetre a través de glandulas sudoriparas o sebaceas (4, 22).

iv. Las vias de acceso hacia el tejido “blanco” primario

Logicamente, la via de entrada determina cudl serd el camino que conducird al
agente bacteriano hasta el primer tejido “blance™ en el que intentard
establecerse. Por ejemplo, cuando penetra por via oral, su respectiva via de
acceso Serd: boca-faringe-eséfago-estomago-intestino, como en ¢l caso de los
patdgenos intestinales; sin embargo, si estos mismos llegan a penetrar por la via
inhalatoria, avanzardn pot otra via: narinas-faringe-laringe-trdquea-bronquios-
bronquiolos-pulmones y, consecuentemente, no entraran en contacto con su
tejido “blanco”. Es preciso recordar que, aunque los dos accesos citados

incluyen a la faringe, el hecho de que exista la epiglotis practicamente los separa

(13, 87).

Otros ejemplos de vias de acceso, son: uretra-vejiga-ureteros-rifiones; vagina-
fitero-trompas de Falopio; epidermis-dermis-tejido subcuténeo-misculo; y
conducto auditivo externo-membrana timpanica-oido medio-oido interno (4,

22).
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v. El establecimiento bacteriano en los fejidos del hospedero

De acuerdo con lo antes mencionado, una bacteria patégena requiere penetrar
por la via de entrada adecuada para que le resulte posible recorrer la via de
acceso que la conduzca hasta las proximidades de su tejido “blanco™ primario.
Sin embargo, ello no basta para que dicho patégeno pueda concretar su proceso
de infeccion; en tal sentido, ain debera llevarse a cabo su contacto con las

células “blanco” y, posteriormente, su adhesion a éstas (4, 22, 53, 87).

Por lo que se refiere al contacto, éste depende en gran medida de que las células
del hospedero muestren una atraccidén quimica (quimiotaxis) mediada por las
sustancias que excretan sobre la bacteria, a fin de que ésta pueda aproximarse a
niveles intimos; en este contexto, el radio de accion dentro del cual puede
funcionar la quimiotaxis se denomina “distancia critica” y se ha calculado en 35
nm (35 x 10-% m) para Salmonella typhimurium, respecto a las células

intestinales de raton (4, 22).

Una vez que ha ocurrido el contacto, el establecimiento del patogeno en el tejido
“blanco” primario dependera de que el primero cuente con adhesinas y,
principalmente, de que éstas sean complementarias de los “receptores™ que se

encuentran en la superficie de las células del hospedero, A este respecto, se ha
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comprobado ampliamente que cuando S. typhimurium penetra por via
inhalatoria al organismo del ratén, liega hasta los pulmones pero no puede
establecerse en ellos, porque las células involucradas no cuentan con
“receptores” para las adhesinas de la especie sefialada; en gran medida, este tipo
de fenémenos también explica la diferente faita de susceptibilidad de especie,

raza e individuo hacia los diversos agentes infectantes (13, 53, 87).

Cabe subrayar que la adherencia representa un paso determinante en el proceso
infectivo, razén por la cual se profundizard en este tépico en el capitulo

siguiente.

vi. Las vias de diseminacion

Una vez que el patdgeno se ha logrado establecer en su tejido “blanco™ primario,
existe la posibilidad de que aquél también colonice algunas otras regiones
anatémicas, dependiendo de sus caracteristicas propias, de las condiciones de
los mecanismos de defensa del hospedero y de la ausencia de un régimen
terapéutico adecuado y oportuno. En este aspecto, la mencionada diseminacion

puede ocurrir a través de las siguientes vias (4, 13, 22, 53, 87):
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Por reproduccién sostenida, mecanismo mediante el cual el microorganismo
llega a alcanzar tejidos relativamente cercanos; por ejemplo, en la afeccidn
denominada “angina de Ludwig”, las células estreptocdccicas de S. pyogenes se
desplazan desde la faringe y amigdalas (en donde se encontraban inicialmente)

hasta el suelo de 1a boca (debajo de 1a lengua).

Por desplazamiento de las secreciones. En diversos casos, el material mucoso
y/o puruiento que se genera en los tejidos colonizados por patdgenos, se

desplaza hacia otras regiones anatémicas obedeciendo, entre otros factores, a:

s Impulsos naturales relacionados con accesos “de bajada™; por ejemplo, una

secrecion originada en el rifion sueie descender por los ureteros hasta la

vejiga.

= Atracciones que se ejercen sobre ellas desde los sitios en donde se originan
presiones negativas; de esta manera, las secreciones faringeas suelen llegar

hasta el oido medio, al abrirse la trompa de Eustaquio.

Por via hematdgena (sanguninea). Logicamente, cuando la bacteria provoca

procesos inflamatorio severos, puede llegar a presentarse la erosion de los vasos
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y capilares sanguinecs; en esos casos, el patdgeno penetrara al torrente
circulatorio, habilitindolo como una segunda via de acceso que lo conducira a

otros ¢rganos internos de! hospedero.

Por via linfitico-hematégena. En numerosos tejidos desembocan multiples
vasos linfaticos a los que el patégeno puede penetrar facilmente; en tal sentido,
cuando éste logra sobrevivir a la accidn antiparasitaria de macréfagos y
linfocitos, alcanzara el torrente circulatorio, a través de la vena subclavia

localizada en el cuello,
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ll. FACTORES ASOCIADOS A LA INVASIVIDAD BACTERIANA

De acuerdo con numerosos autores, las dos principales caracteristicas que
confieren patogenicidad a las bacterias son la toxigenicidad y la invasividad; en
cuanto a la primera de ellas, aquélla se define como la capacidad para producir
toxinas (y se tratara en el siguiente capitulo} mientras que, por su parte, la
invasividad se refiere a la facultad para penetrar, establecerse, reproducirse y

diserninarse en los tejidos del hospedero (72, 88).

Cabe aclarar que el término invasividad también es utilizado para aludir
concretamente a la capacidad de ciertas bacterias que se reproducen
intracelularmente y se desplazan de una a otra células del tejido involucrado,
ocasionando serios trastornos que pueden conducir a la muerte celular, debido al
alto grado de disfuncién metabdlica que provocan, o inclusive, a la destruccion
derivada de la entrada de grandes cantidades de agua a las células (por tendencia
al equilibrio de Donnan: al originarse intracelularmente una elevada
concentracién de proteinas bacterianas, el agua penetra para tratar de equilibrar
las concentraciones proteicas fuera y dentro de las células afectadas). Para

quienes el término invasividad hace referencia especificamente a la vida
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intracelular de los patégenos, el crecimiento y la diseminacién de
microorganismos virulentos sobre/fuera de las células del hospedero requiere de
otras denominaciones: algunos sugieren la de colonizacion (la cual no permite ;
descartar al fendmeno que implica a la flora habitual) y otros recomiendan la de

invasion extracelular (19, 88).

En todo caso, es indudable que numerosas bacterias patdgenas que sélo se
reproducen extracelularmente también invaden los tejidos y, como ocurre en el
caso de las intracelulares, producen factores de virulencia que les permiten

adherirse a las células implicadas, reproducirse en su tejido “blanco” y

neutralizar los mecanismos de defensa del hospedero (19, 61, 88).

Asi las cosas, tanto los invasores extracelulares como los intracelulares
comparten las propiedades y mecanismos que se describen a continuacion
(exceptuando las relativas a la residencia intracelular), para poder desencadenar

las enfermedades infecciosas de las que figuran como agentes etiologicos (88).

i. Adherencia

Una vez que una bacteria contacta con su tejido “blanco™, intentard adherirse a

la superficic de las células implicadas; este eventual logro resulta
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particularmente importante en regiones anatomicas tales como la boca, el
intestino delgado y el tracto urinario, ya que las mucosas implicadas son
“lavadas” por diversos fluidos que arrastran con cierta facilidad a los
microorganismos “libres”. Sin embargo, alin en zonas relativamente estancadas,
tales como el colon y el tracto vaginal, el movimiento Browniano puede separar
de la superficie tisular a las bacterias que no logran fijarse a las células del
hospedador. A este respecto, es oportuno sefialar que la mayoria de los
patégenos se puede unir de manera mas o menos estable a los tejidos humanos

(6,9, 19,31, 35,41, 61, 85, 88, 92).

Pili o fimbrias

El mecanismo més conocido de adherencia bacteriana involucra la formacion de
entaces mediados por proteinas fibrilares denominadas pilf o fimbrias;
estrictamente hablando, el término “fimbrias™ es el correcto para referirse a este
tipo de adhesinas, ya que el de “pili” se propuso originalmente para otras
fibrillas mas flexibles, localizadas en la superficie de las bacterias, que
participan en la conjugacién. Sin embargo, lo anterior es mds ignorado que
aceptado y, por lo general, como ocurre en el presente texto, ambos términos se

emplean indistintamente (16, 48, 72, 88).

27



Un pilus se constituye bésicamente por una secuencia ordenada de subunidades
de pilina dispuestas de manera que forman una estructura cilindrica; algunos pili
aparentan poseer, adicionalmente, un segunda tipo de proteinas insertadas de

manera alterna a lo largo de la fibrilla (16, 41).

Los pilf son largos, flexibles y se extienden hacia el exterior de la superficie
bacteriana para interactuar con la célula hospedera; aunque en diversas especies
se encuentran distribuidos en todo ¢l perimetro microbiano, en algunas otras

s6lo se les localiza en una o mas regiones del invasor (16, 48, 72).

La punta de los pili median la adherencia bacteriana uniéndose a ciertas
moléculas ubicadas sobre la superficie de las células de los tejidos;
frecuentemente, estos receptores de las adhesinas fimbriales son residuos de
carbohidratos, glicoproteinas o glicolipidos, cuya funcion primaria consiste en
mantener unidas a las células de los tejidos, aunque también se acepta que
representan sefales relacionadas con mecanismos de transduccién de dichas

células (16, 72).

La union de los pili a su célula “blanco™ es tan especifica, que los receptores

presentes en los tejidos del hospedero determinan el tipo de bacterias que
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colonizan la zona implicada. En algunos casos, la unidn “especifica™ entre el
carbuhidrate superficial de la célula hospedera y el extremo distal del pilus
depende de otras proteinas localizadas precisamente en la punta de la fibrilla; no
obstante, numerosas reacciones de adhesion se basan en la participacidn directa
de la pilina. Evidentemente, lo anterior no es facil de definir, ya que esta
proteina constituye mas del 99 % de las fimbrias, por lo que las restantes pueden
pasar inadvertidas en los andlisis bioquimicos por medio de los cuales se

determina la composicion fimbrial (35, 48, 72, 85).

La secrecion, el ensamble y el anclaje de cada pifus bacteriano representa un
proceso complejo que requiere de la presencia de numerosas proteinas
auxiliares. En el primero de los tres pasos mencionados, ocurre la secrecion de
pilina y de otras moléculas proteicas, a través de la membrana interna y en
direccion hacia el espacio periplismico; [6gicamente, la secrecion de las
proteinas fimbriales requiere del transporte activo de dichas moléculas, desde el
citoplasma (a través de las membranas externa e interna) hasta la superficie

celular o el medio extracelular (6, 19, 34, 335, 48, 74).

Cabe sefialar que, a la fecha, sélo se han detectado cuatro sistemas de secrecién

proteica en las bacterias Gram negativas, conocidos como I, I1, Il y IV, todos
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los cuales emplean energia proveniente de la hidrolisis de! ATP. A continuacion

se describen brevemente las principales caracteristicas de cada uno (33, 34, 57).

Sistema de secrecién tipo I. Este se considera “sec-independiente™, ya que no
requiere de la eliminacion de la “secuencia sefial” (la regién amino-terminal) de
la proteina a secretarse, ni involucra intermediarios peripldsmicos; es decir, la
secrecion tiene lugar mediante un proceso continuo, en el que participan tres
proteinas accesorias que forman el canal transmembranal por donde atraviesa el
producto; las citadas proteinas accesorias incluyen a tres ATPasas: una de
membrana interna, otra de membrana externa v la de fusién membranal (cuyo
radio de accidn abarca desde la membrana interna hasta el espacio peripldsmico)

(19, 34, 57).

Sistema de secrecion tipo II. Se clasifica como “sec-dependiente”, ya que le es
indispensable la presencia de una “secuencia sefial” amino-terminal
(conformada por aproximadamente 30 aminoacidos) en la proteina a secretarse;
tal secuencia es eliminada de la molécula cuando ésta llega al periplasma -antes
de cruzar la membrana externa- y el proceso global también incluye la
participacion de proteinas accesorias que originan canales por donde ¢l producto

puede desplazarse (19, 33, 34, 57).

30



1

Sistema de secrecién tipo III. Corresponde a un sistema “sec-independiente
especializado en la exportacién de factores de virulencia hacia las células
hospederas, y generalmente se dispara hasta que el patégeno entra en contacto

con su tejido “blanco™(8, 19, 33, 532, 57, 76).

La fase de crecimiento y diversas condiciones fisicoquimicas resultan
determinantes en el procese, y las moléculas a secretarse suelen provocar
alteraciones en el funcionamiento de las células hospederas, facilitando la

sobrevivencia y crecimiento del invasor (11, 34, 42, 57).

Se constituye por aproximadamente veinte proteinas situadas en las membranas
externa e interna, aunque ofras moléculas proteicas conocidas como
“carabineras” ¢ “chaperonas™ también desempeftan papeles criticos: se unen al
producto en el citoplasma, a fin de estabilizarlo, de evitar su plegamiento y de

impedir su asociacion a otras proteinas (11, 52, 57).

Los genes que codifican para la sintesis de las proteinas que promueven la
exportacién se localizan en el cromosoma bacteriano e indirectamente le
confieren al microorganismo una gran variedad de propiedades, entre las cuales

se cuentan la capacidad para adherirse, adquirir hierro y penetrar en las células
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hospederas. Por ¢llo, a los segmentos de DNA involucrados en su elaboracion y
en la produccion de factores de virulencia se les denomina “islas de
patogenicidad”, independientemente de que la informacién genética provenga

de plasmidos, transposones o bacteriofagos (19, 27, 30, 34, 42, 51, 57, 68, 93).

Sistema de secrecidén tipo IV. Tal como ocurre en el tipo II, este sistema
también es “sec-dependiente”; sin embargo, difiere de aquél en cuanto a que el
transporte hacia la membrana externa no requiere de proteinas accesorias, ya
que el mismo producto a secretarse genera poros en las membranas por las que
debe cruzar para ser liberado al medio ambiente; por tal motivo, al proceso se le

considera como “de autotransporte” (19, 33, 34).

Secrecién proteica en las bacterias Gram positivas. En este grupo de
microorganismos, la secrecion de proteinas es aparentemente menos compleja;
de hecho, una “secuencia sefial” parece ser suficiente, aunque las moléculas
encargadas de anclarse deben presentar diversas secuencias repetidas y, a
continuacién, un grupo carboxi-terminal, un hexapéptido, una extension
hidrofébica de aproximadamente veinte aminodcidos y una “cola” cargada

positivamente (14, 19).
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Ensamble fimbrial. Tal como se menciond con anterioridad, una vez que se
han elaborado las proteinas fimbriales, éstas son protegidas por las
“carabineras” o “chaperonas”, las cuales ademas las transportan hacia la
membrana externa. En este sitio, la proteina “C” regula el ensamble: la porcion
adherente es desplazada hacia el exterior y las subunidades de pilina se van
incorporando a su otro extremo (el interior), empujando a la punta adherente
hasta que la fibrilla adquiere la longitud adecuada; finalmente, otra proteina
periplismica sefiala el final del proceso y, al parecer, origina el anclaje del

extremo posterior a la pared celular (19, 74).

La produccién de fimbrias es continua y permanente, no s6lo para sustituir las
fibrillas que se van perdiendo durante ¢l desplazamiento de la bacteria o después
de que ha sucedido la adherencia sino, adicionalmente, para evadir la accion
neutralizante de los anticuerpos anti-pili; en este Gltimo sentido, se ha
comprobado que varias especies son capaces de elaborar subsecuentemente
otras clases de fimbrias, quimicamente diferentes a las originales (fenomeno
conocido como “variacién antigénica™), para provocar la obsolescencia de los
anticuerpos “blogqueadores” inducidos por las que hayan sintetizado con

anterioridad {10, 62, 75, 88).
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Es importante subrayar que algunos autores proponen que el verdadero papel de
las adhesinas podria ser ei de estabilizar el contacto bacteriano con sus células

“blanco”, en tanto se forman enlaces mdis estables entre otras sustancias de

superficie de uno y el otro protagonistas (19).

Los Pifi P como modelos fimbriales. Algunos patégenos llegan a elaborar mas
de una docena de adhesinas diferentes, tomando en cuenta a las producidas por
la misma clona en diferentes lapsos y a las elaboradas por diversas cepas de una
misma especie; sin embargo, un considerable nimero de tales estructuras

presenta propiedades comunes (19, 72).

Una de las caracteristicas compartidas por los diferentes tipos de pili reside en la
maquinaria molecular que se encarga de la biogénesis, el ensamble y el anclaje
de cada pilus sobre la superficie bacteriana. A este respecto, los andlisis de la
denominada familia de pili P (pili asociados a pielonefritis), presente en cepas
de Escherichia coli -y en muchos otros péneros Gram negativos-, han

conducido hacia ¢l mayor entendimiento de los procesos implicados (6, 8, 25,

37.72).
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En este sentido, el operén pap controla la elaboracién de los pil: P, codificando
para la sintesis de las proteinas Pap, cuyas funciones son las siguientes {6, 8, 15,

19,37y

» Pap D funge como la chaperona encargada de transportar diversas
subunidades del pifus, desde la membrana citopldsmica hasta la membrana
externa de la bacteria,

e Pap C recibe las moléculas trasladadas por Pap D y las acomoda en la
membrana externa.

s Pap A. la subunidad mas grande del pifus. es anclada a la membrana externa
por Pap H.

e Pap E y la porcién que funge como adhesina: Pap G, forman parte de la punta
de! filamento fimbrial.

» Pap F y Pap K se encuentran involucradas en la sintesis de la punta de la

fibra.

Si bien los diferentes pili bacterianos cuentan con receptores distintos en sus
respectivos tejidos “blanco”, varios aspectos del operdn pap aplican para
numerosos sistemas fimbriales, e inclusive, las proteinas implicadas llegan a ser

intercambiables. Por ejemplo, una gran familia de por io menos trece



chaperonas periplasmicas muy similares a Pap D median el ensamble de los pifi
K88, K99 y el producido por Haemophilus influenzae, entre muchos otros {6, 8,

16, 37, 38).

Adicionalmente (6, 19, 38):

- Las secuencias genomicas de pifi pertenecientes a distintos patégenos se han
logrado localizar, al alincarse a operones implicados en la biogénesis de

fimbrias conocidas.

- Secuencias muy parecidas a las del operdn pap también se han detectado en los

genes asociados a diversas cdpsulas bacterianas y a los LPS.

- Chaperonas analogas a las Pap son necesarias para diversas adhesinas no
fimbriales, incluidos la hemaglutinina filamentosa (FHA) y el antigeno pH 6

de Yersinia pestis.

Adhesinas no fimbriales

Algunas bacterias poseen proteinas superficiales cuya estructura y proceso de

ensamble difieren de los observados en los pili, aunque también funcionan
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eficazmente como determinantes de adherencia; dichas sustancias reciben
genéricmﬁentc ¢l nombre de “adhesinas no fimbriales™ y su participacién suele
ser independiente de la ausencia o presencia de pili, si bien en algunas cepas
podria suceder a la de estos; ademas. buena parte de ellas reconocen como sus
receptores a ciertas proteinas superficiales en los “tejidos blanco™, en lugar de

unirse a carbohidratos (19, 83).

Dado que practicamente todos los estudios asociados a los pifi se han realizado
en bacterias Gram negativas, ain persisten diversas dudas acerca de las
estructuras de adherencia de las Gram positivas. Ciertamente, algunas especies
de este ultimo grupo también se encuentran recubiertas por proyecciones
semejantes a las fimbrias; no obstante, dichas estructuras podrian no fungir
como determinantes de adherencia; en este aspecto, se ha comprobado
recientemente que: a) numerosas mutantes experimentales de Streptococcus
pyegenes carecen de fibrillas constituidas por proteina M, pero su capacidad
adherente no desaparece ni disminuye; y b) la principal adhesina de S. pyogenes
es su proteina F no fimbrial, cuya receptora es la fibronectina presente en los

eritrocitos v en muchas otras células humanas (18, 19, 85).



Biopeliculas (Biofilms). Ademas de las proteinas no fimbriales, también se han
detectado densas capas de microorganismos que aparecen sobre las superficies
colonizables; en dichas biopeliculas sélo la capa mds interna se encuentra unida
a la superficie “blanco”, ya que las exteriores se fijan a las anteriores por medio

de matrices de polisacéaridos (9).

Las biopeliculas se han observado en micrografias electrénicas del tracto
intestinal, boca, pulmones y vagina, asi como de sondas, catéteres y protesis
empleados en medicina clinica. En cuanto a los perjuicios que provocan al
aparecer en estos Ultimos dispositivos empleados en medicina clinica, debe

tomarse en cuenta que (9):

+ Numerosos fragmentos liberados de las biopeliculas pueden ingresar a

rifiones y al torrente circulatorio, agravando notablemente los cuadros

patoldgicos de los individuos implicados.

e Sus compactas estructuras suelen impedir la accién de los antibidticos y de
los fagocitos, por lo que es indispensable retirar los materiales plasticos

colonizados que se hayan insertado en el organismo del enfermo3.

* Dada la gran cantidad de problemas intrahospitalarios generados por ¢l desarrollo de biopeliculas en
las sondas, catéteres y protesis, actualmente se realizan diversas investigaciones tendientes a encontrar
otros materiales que tnhiban la adhesion bacteriana
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Finalmente, es preciso mencionar que, adn cuando algunos patdgenos carecen
de adhesinas o cuando éstas no resultan complementarias de los receptores
presentes en una mucosa, la eventual acumulacion del moco -ya sea por sintesis
excesiva del mismo o por ineficacia de los vellos y cilios- llega a promover el

establecimiento y la reproduccién bacterianos (55, 85, 88).

ii. Movilidad y quimiotaxis

Algunas mucosas humanas, tales como las del intestino delgado y el tracto
urinario. se encuentran aun mas protegidas de la colonizacion bacteriana, ya
que presentan peristatismo o son irrigadas constantemente por fluidos de
desplazamiento rapido. Por tal motivo, las bacterias maviles suelen contar con
mejores oportunidades para entrar en contacto con las células epiteliales; de
hecho. para intentar su posterior adherencia a los tejidos. los microorganismos
inmoviles dependen casi exclusivamente de los segmentos curvos y de las
contracciones -que provocan el traslado de los contenidos luminales- asociadas a

los tractos correspondientes (72).

Ademas. [a movilidad resulta determinante para el avance bacteriano a través de
la capa de mucina que recubre al epitelio de las mucosas pero, principalmente,

es necesaria para que la direccion del desplazamiento dependa de las senales



quimioticticas originadas en las células “blanco” y basadas en los gradientes de

concentracién de los carbohidratos y aminodacidos existentes (29, 72).

El flagelo bacteriano representa una eficaz maquina de propulsion que guia al
patdgeno; por lo regular, un sistema flagelar plenamente funcional presenta dos
componentes principales: una estructura susceptible de ser observada al
microscopio, que incluye un filamento helicoidal rigido, regulado desde la base
por un dispositivo rotatorio complejo, y un control integrado por una red
bioquimica que transmite la informacién quimica y fisica -proveniente del
medio externo-; las sefiales bioquimicas generadas por dicha red influyen en la
direccidn de la rotacion flagelar y, por lo tanto, en la conducta migratoria de la

bacteria (29, 72, 75).

La movilidad a través de flagelos es la mas estudiada por los investigadores,
quienes han comprobado debidamente que aquélla es aun mas relevante cuando
la bacteria se encuentra en nichos externos al cuerpo humano, como los
existentes en los rios y los lagos; sin embargo, es claro que existen otras clases
de movilidad bacteriana, incluyendo a la de las espiroquetas Treponema
pallidum, Borrelia recurrentis, etc., que se desplazan atravesando piel y

mucosas girando sobre su propio eje (como sacacorchos) y el simple
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movimiento Browniano que permite a Staphyfococcus, Streptococcus y otros
géneros -supucstamente inméviles- trasladarse dentro de los diversos tractos
hasta lograr su contacto con los tejidos “blanco”. Asimismo, de acuerdo con lo
que se ha mencionado con anterioridad, las bacterias intracelulares no
flageladas, entre las que destaca Shigelia, adquieren la propiedad de trasladarse
tanto intracelularmente como de una a otra células, cuando quedan unidas al

extremo de las fibras de actina situadas en la superficie de estas 0ltimas (29, 72).

iii. Liberacién de exoenzimas hidroliticas

Las bacterias patogenas suelen liberar numerosas enzimas hidroliticas las cuales
degradan sustancias que, habiéndose elaborado por el hospedero para su propio
beneficio, terminan siendo utlizadas por el agente invasor, para lograr su
establecimiento, reproduccién y/o diseminacion; de hecho, no se clasifican
como exotoxinas solo por un mero formulismo, ya que indudablemente dafian

células y/o tejidos eucariotes (19, 31, 88).

Entre las hidrolasas bacterianas que lesionan al hospedero destacan las
hialuronidasas, elastasas y colagenasas, las cuales destruyen la matriz
extracelular que une las células de una gran cantidad de tejidos; ambos tipos de

enzimas, junto con las fibrinolisinas, se consideran “factores de diseminacion™:
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no obstante, también existen otras que ocasionan la muerte de los fagocitos,
como las DNAsas, fosfatasas y la leucocidina, las que inactivan la accién de los
antibidticos (B-lactamasas, acetil-transferasas y otras) y las IgA hidrolasas, que

degradan a los anticuerpos de la clase IgAs (49, 55, 72, 88).

iv. Produccién de IgA hidrolasas

Las especies bacterianas que pretenden colonizar las superficies mucosas
enfrentan el riesgo de quedar inmovilizadas en la capa de mucina, cuyo poder
atrapador reside en su consistencia pero, principalmente, en su contenido en
IgAs; estas moléculas diméricas se encuentran fijas a la mucina por su fraccion
Fc, por lo que sus Fab libres fungen como elementos “pegajosos” a los que,
previa reaccién inmunoespecifica, se fijan los microorganismos wvia sus

determinantes antigénicas (49, 55, 72).

En este sentido, la estrategia bacteriana correspondiente consiste en producir
IgA hidrolasa, que escinde a la inmunoglobulina -a nivel de la bisagra-, con lo
cual fa céluia bacteriana implicada se puede separar de la mucina, junto con los
fragmentos del anticuerpo que se han adsorbido a su superficie y dejando ¢l Fe
ligado al moco. Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae figuran entre

las especies que sintetizan IgA hidrolasa con mayor regularidad. Es preciso
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mencionar que este tipo de enzimas 56l exhibe su capacidad hidrolitica sobre el
isotipo IgAl, pero éste es el que predomina en casi todas las superficies

mucosas (19, 20, 33, 49, 55, 72).

v. Procuracién del hierro

Como es sabido, el hierro representa un elemento indispensable para el
crecimiento bacteriano, pero sus concentraciones son particularmente bajas
dentro del organismo humano, en donde practicamente casi todo se encuentra
ligado a transferrina, ferritina, lactoferrina y hemina (17, 19, 24).

De acuerdo con ello, la sobrevivencia bacteriana depende de la capacidad de
cada especie para captar hierro libre o enlazado a otras moléculas; en este
aspecto, se han detectado tres posibles mecanismos: uno implica la sintesis de
sideroforos o “proteinas extracelulares de batalla” que, ademds de unirse al
metal, cuentan con receptores propios en la célula del microorganismo; en el
segundo, otros receptores superficiales de hierro fijan a este Gitimo, aunque se
encuentre ligado a siderdforos sintetizados y liberados por otras especies
microbianas, e inclusive, a transferrina o a lactoferrina; finalmente, e! tercero
parece involucrar la produccién de exotoxinas que destruyen a las células del
hospedero -incluidos los eritrocitos- para que éstas liberen sus reservas del

metal: varios estudios efectuados in vitro han evidenciado que este tipo de
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toxinas sblo se llega a sintetizar cuando el microorganismo desarrolla en medios

carentes de hierro (17, 19, 24, 72).

Ldgicamente, una vez que el metal se fija a la célula bacteriana, aquél debe ser
desligado de la molécula a la gque se habia unide, sin embargo, los

procedimientos retacionados a dicha elucion ain son desconocidos (19).

Por otra parte, debe tomarse en cuenta que diversos trabajos tendientes a
determinar la trascendencia de ios sideréforos bacterianos, han mostrado que en
especies mutantes carentes de los genes asociados a su elaboracién, la virulencia
no disminuye, o bien, esto dltimo llega a ser imperceptible; esta clase de
hallazgos sélo reafirma que las bacterias patdgenas cuentan con varias
estrategias para captar hierro y que, cuando alguna llega a ser anulada, las

restantes cumplen su compartido objetivo (72).

vi. Evasion de la accion de fagocitos, anticuerpos y el complemento

¢ La accidén anticomplementaria y antifagocitaria de la cipsula bacteriana

Las capsulas corresponden a redes poco compactas de polimeros que recubren la

superficie de diversas bacterias. En su gran mayoria, las més estudiadas estan




constituidas por polisacaridos, aunque también las hay conformadas por
péptidos, proteinas o glucoproteinas y, por lo general, su papel consiste en
proteger al microorganismo de la respuesta inflamatoria del hospedero (19, 31,

41, 44, 88, 94).

En cuanto a las acciones anticomplementarias de las capsulas, se ha detectado

que (88, 94}):

- Limitan la via alterna, impidiendo la libre difusién de C3b y de las proteinas B,
D y properdina -hacia la superficie bacteriana-, indispensables todas ellas para
la formacidn y estabilizacion de la C3 convertasa (C3bBb). En otras palabras,
aunque cierta cantidad de C3b y de las proteinas mencionadas puedan alcanzar
la cubierta bacteriana, la escasa formacién de la C3 convertasa limitard que la
cascada activadora se manifieste plenamente; en este aspecto, es oportuno
tomar en cuenta que, a menor integracion de C3bBb, se producird menor
cantidad de CSb y, con ello, la sintesis del MAC sobre la superficie bacteriana
resultard proporcionalmente menor. Evidentemente, el proceso mencionado
protege en forma relativa al invasor, pero no liega a nulificar la formacion del
MAC, por lo que no es posible asegurar que las bacterias capsuladas son

resistentes a la accién bactericida del suero.
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- Algunas muestran una gran afinidad por la proteina H, por lo que ésta suele
alcanzar niveles elevados en el material capsular; en este contexto, cabe
recordar que cuando H reacciona con C3b, este péptido es secuencialmente
degradado por la proteina sérica I; tal es el mecanismo anticomplementario (y

antifagocitario) adicional de las cdpsulas ricas en dcido sidlico.

Por otra parte, como una de las respucstas efectivas del hospedero contra los
microorganismos capsulados reside en la produccion de anticuerpos
opsonizantes, se han disefiado recientemente algunas vacunas exitosas
constituidas por material capsular. No obstante, ciertos agentes causales evitan
la defensa en su contra sintetizando cdpsulas cuyos componentes polisacaridos
son muy semejantes a los generados por su hospedero; a este respecto,
Streptococcus pyogenes la produce de dcido hialurénico (un carbohidrato que
funge como elemento de unidn entre [as células de diversos tejidos humanos} y
Neisseria meningitidis la elabora de 4cido silico {un componente comin de las
glicoproteinas superficiales de las células eucariotes); obviamente, este tipo de
capsulas no son inmunogénicas, ya que se integran por sustancias reconocidas

como propias por el organismo del hospedero (41, 94).
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» Otras estrategias para evitar al complemento y a los fagocitos

Uno de los principales “blancos” del complemento en las bacterias Gram
negativas es el lipopolisacarido (LPS), ya que éste actia como receptor de C3b y
de C5b; en este sentido, dos tipos de ajuste bacteriano en el LPS afectan la
interaccion entre éste y los componentes del complemento: en el primero, el
acido sidlico del hospedero se fija al LPS (antigeno O) interfiriendo la sintesis
de la C3 convertasa, tal como o hacen las capsulas bacterianas; en cuanto al
segundo, ocurre un incremento en la longitud de las cadenas laterales del
antigeno O, ocasionando que el MAC se forme lejos de la membrana externa
bacteriana y no pueda ejercer su accidn bactericida; en tal contexto, los
microorganismos que no son destruidos por el MAC son clasificados como
resistentes séricos y, enire ellos, destacan varios genéros Gram negativos que

causan infecciones sistémicas (7, 19, 88).

Otras estrategias bacterianas antifagocitarias estan encaminadas a impedir la
migracion de los fagocitos hacia el sitio en donde se encuentran las bacterias, o
bien, a limitar su efectividad. En este aspecto, se ha detectado una enzima que
degrada especificamente a C5a, un eficaz quimioatrayente de macrofagos, la
cual predomina en cocos Gram positivos tales como Streptococcus pyoagenes.

Adicionalmente, algunos patdgenos producen proteinas toxicas, denominadas
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genéricamente “agresinas”, que afectan la accién fagocitaria, va sea: &)
provocando la muerte de los fagocitos; b) impidiendo la fusion fagosoma-
lisosema; o c) neutralizando o reduciendo la intensidad del poder oxidativo del

contenido lisosomal (88).

En resumen, ciertos agentes causales han desarrollado la capacidad para
sobrevivir dentro de los polimorfonucleares, monocitos y macréfagos, por lo
que representan un serio peligro para la salud humana; los recursos mis
efectivos del hospedero contra las bacterias que pueden scbrevivir dentro de los
fagocitos comunes, son las células T citotoxicas y los macréfagos activados (2,

88).

s Evasion de la accion de los anticuerpos

De acuerdo con lo cbservado en algunas bacterias patdgenas, éstas también son
capaces de evadir la accién de los anticuerpos, a través de diversos mecanismos;
entre los mas conocidos, se cuentan: a) la modificacion de la  estructura de
importantes proteinas superficiales, incluidas las de [a membrana externa y las
que constituyen sus pili (variacién antigénica), b) la sintesis de sustancias de
envoltura que semejan a otras localizadas en los tejidos del hospedero (como en

el caso de las capsulas conformadas por los acidos sidlico o hialurénico); y c) el
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recubrimiento microbiano con proteinas producidas por el organismo que

colomzan (10. 19, 20,62, 75, 88).

En esta Oltima categoria, fos ejemplos mds claros incluyen a [a hbronectina
pero, sobre todo, a los anticuerpos que son adsorbidos por su fraccion Fc a la
_superficie bacteriana, sobre la cual existen receptores alternos para eflos, tales
como la proteina A de Staphylococcus aureus y la G de Streptococcus pyogenes,
evidentemente, dicha forma de unién entre el microorganisme y las
inmunoglobulinas resulta indtil, tanto para la opsonizacion como para la
activacion del complemento pero. ademas. dependtendo de la concentracion de
las scgundas, impide el reconocimiento de los antigenos superficiales del agente
patégeno por parte de los linfocitos B. limitando el importante papel de estos

como “células presentadoras de antigeno™ (78, 88).

Adicionalmente, un fendémeno andlogo podria sefialarse a propdsito de las
moléculas microbianas que fungen como receptoras de la transferrina. ferritina y
tactolerrina dado que, cuando ¢stas recubren la superficie de un invasor que
requiere procurarse el aporte necesario de hierro, también lo protegen de los
anticuerpos dirigidos contra sus determinanies antigénicas localizadas e¢n la

membrana cxterna (17, 88).
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vii. Invasién y residencia intracelulares

Algunas bacterias han desarrollado mecanismos que les permiten ingresar a {as
células hospederas, incluidos los [fagocitos profesionales (neutrdfilos y
macrofagos); para lograr lo anterior, se adhieren intimamente a dichas células y
provocan cambios significativos en su citoesqueleto, que derivan en el
englobamiento del microorganismo, a través de un proceso similar al de la
fagocitosis macrofagica, en el que tienen lugar la polimerizacién y
despolimerizacion de la actina, para dar lugar a los pseuddpodos “fagocitarios”.
En este sentido, las proteinas bacterianas que estimulan el fendémeno suelen
denominarse “invasinas” o “factores de invasion™ (1, 19, 23, 34, 40, 60, 435, 87,

88).

Esta clase de ingreso o intemnalizacion en las células hospederas diferentes de
los fagocitos profesionales puede o no involucrar la formacion de estructuras
andlogas a los fagosomas; en el primer caso, la bacteria pasa directamente al
citoplasma de la célula invadida y, en el segundo, requiere de la sintesis de
alguna exoproteina que destruye la membrana que la envuelve o forma poros en

ella (2, 28, 87).
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En todo caso, un microorganismo capaz de sobrevivir y reproducirse en el
interior de las células hospederas obtiene importantes beneficios, tales como el
de contar con alta concentracion de nutrimentos y el de estar protegido contra la
accion de los anticuerpos, el complemento y diversos antibiGticos. Cabe
subrayar que, al liberarse de los fagosomas de los fagocitos profesionales, el
agente invasor también evade los efectos antimicrobianos del contenido
lisosomal, el cual se vierte sobre sobre dichos fagosomas después de que ocurre

la fusién fagolisosomal (19, 21, 23, 34, 60, 87).

La actina presente en las células hospederas no solo actia a favor de las
bacterias cuando éstas pretenden ingresar en las primeras; de hecho, un extremo
de dicha proteina suele quedar ligado al agente invasor, propulsandolo dentro
del citoplasma y hacia las células adyacentes del tejido implicado; ello, desde
luego, incrementa la invasividad y diseminacién de los géneros Shigella,

Listeria y otros patogenos (19, 65, 87).

Desafortunadamente, ¢l estudio de la fagocitosis forzada por bacterias es de alto
grado de dificultad, ya que no puede ievarse a cabo en 6rganos o animales de
experimentacion: requiere realizarse en cultivos de células provenientes de

mamiferos. No obstante, se han podido observar algunos fendmenos interesantes
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posteriores a la invasién celular, entre los que destaca el papel de las
“integrinas™;, éstas corresponden a proteinas de superficie de las células
hospederas que reconocen a las “invasinas™ bacterianas y, previa reaccion con
ellas, estimulan el ingreso del agente invasor, su eventual liberacion de los
fagosomas, e inclusive, su eficaz desplazamiento entre las células del tejido
afectado, incluidas las que se ubican mds internamente -en la submucosa y la

lamina propia- y las denominadas “células M™ (19, 36, 77, 88).

Estas fltimas actiian como fagocitos naturales que ftrasladan a las bacterias
englobadas hacia el tejido linfoide, en donde los macréfagos las inactivan y
presentan sus estructuras antigénicas a los linfocitos T, para dar origen a la
respuesta inmune. Sin embargo, cuando se trata de agentes invasores capaces de
sobrevivir dentro de los macrofagos, dicho sistema soélo puede fungir como

medio para su diseminacion linfitico-hemat6gena (4, 19, 22, 76, 88).

Paradigmas de invasion intracelular

Entre los modelos de invasion intracelular estudiados a mayor profundidad
destacan los relacionados con Y. pseudotuberculosis y Y. enterocolitica. En

ambos casos, las invasinas implicadas se unen estrechamente a una familia de
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integrinas (conocidas como P1). éstas corresponden a moléculas enlazadas a
proteinas de la matriz extracelular tales como la fibroncctina, que se localizan
en la superficte lateral de las células epitchales. Una ves concretada su reaccion
con las integrinas, las invasinas median €l englobamiento bacteriano de manera
similar a como se cierra un “zipper : de hecho. las invasinas de Yersinia
reproducidas genéticamente en cepas de £, coli no invasivas, promueven el
englobamiento de estas 0ltimas. provocando rearreglos sencillos y temporales en

el citoesqueleto hospedero (19, 31, 34. 36. 40).

Ail ¥ YadA son dos invasinas detectadas en las especies enteropatdogenas de
Yersinia: |la primera se relaciona principalmente con la adherencia a las células
epiteliales y confiere al microorganismo resistencia a la accion bactericida del
suero. aunque lambién pertenece a una familia de proteinas de membrana
externa (junto con la PagC de S nphimurium. la OmpX de Emerobacter

cloacae y algunas otras) que regulan diferentes funciones de virulencia (8. 19).

Por su parte, YadA esta codificada por un plismido de virulencia v por si sola
actia como un poderoso promotor de la adhesion v la entrada bacteriana al
interior de la célula: sin embargo -extrafamente-. las cepas que expresan ambas

invasinas y también cuentan con un complemento completo de plaismidos de




virulencia, paralizan los mecanismos fagocitarios normales, permaneciendo en
forma extracelular aunque firmemente adheridas a la superficie de la célula
hospedera. Es decir, la proteina Yad A puede transformar su papel de invasina
al de una simple adhesina y, al parecer, muestra mayor avidez por los

macrofagos que por las células epiteliales (19).

De cualquier manera, la unién de las invasinas a las integrinas B representa un
paso clave en el proceso que distingue a Yersinia y depende de la secrecién de
otros factores de virulencia plasmidicos y de la subsecuente translocacion de
varias proteinas bacterianas al interior del citoplasma de la célula eucariote, con

la manifiesta complicidad de estas ultimas {19, 36, 40).

Contrastando con lo antes mencionado, la invasion asociada a S. typhimurium si
genera una severa deformacion en la superficie de las células epiteliales, poco
después de la reaccién entre invasinas e integrinas. La superficie de la célula
eucariote se proyecta hacia fuera (a partir de! punto de adherencia bacteriana)
con plegamientos de la membrana que facilitan la macropinocitosis; a
continuacién, se rearreglan los filamentos de actina y otras proteinas de las
células “blanco”, fendmenos inducidos por diversas sefiales que incluyen fa

presencia de calcio y el flujo de fosfato de inositol. L.a invasion por Salmonella
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es rapida y la bacteria aparece dentro de una vacuola unida a la membrana
durante los minutos siguientes; no obstante, la definicién de la secuencia de
eventos que acompafian al proceso ha resultado complicada, ya que no se¢ ha
togrado aclarar chales de las modificaciones detectadas en las células infectadas
son primarias o secundarias. S. fyphimurium provoca un flujo de Cat™ en los
cultivos de células epiteliales, 1o cual no ocurre cuando se trata de cepas con
mutaciones artificiales en los genes de invasidn; ademds, los quelantes
intracelulares de Ca®™* (pero no los extracelulares) bloquean la entrada del

microorganismo a las células epiteliales (19, 21, 23, 34, 40, 76).

Finalmente, la penetracién de Shigella a las células epiteliales se parece a la
observada en Salmonella: sucede la polimerizacion de actina y miosina, que
origina el plegamiento de la membrana celular en la vecindad del lugar de
invasion bacteriana y los filamentos de actina producen la formacién de
pseuddpodos y el englobamiento de los microorganismos, los cuales terminan
internalizados dentro de una vacuola. S. flexneri también fosforila a la tirosina
constituyente de una proteina del citoesqueleto de la célula del hospedero: [a
cortactina, a través de una cinasa y, a diferencia de lo que se observa con
Salmonella, requiere de la participacion de una GTPasa para concretar la

polimerizacion de la actina de fas células Hela (21, 34, 65, 76).

35




Sin embargo, los componentes bacterianos necesarios en la invasién por
Shigella incluyen un sistema complejo involucrado en el transporte y liberacién
de tres proteinas esenciales: IpaB, IpaC e Ipal), consideradas efectoras, que
resultan similares e intercambiables respecto a las Sip/Sic/Ssp de Salmonella, lo
cual indica que todas ellas participan en el proceso. Sin embargo, la IpaB de
Shigella estimula el escape microbiano de la vacuola endocitica, mientras que su
homdloga en Salmonella no presenta esta propiedad, ya que ésta permanece

dentro del compartimiento durante toda su vida intracelular (1, 2, 19, 34, 76).

En resumen, ambos géneros comparten algunas caracteristicas relacionadas con
la invasién, pero también evidencian diferencias que podrian explicar sus

distintos papeles como agentes etiologicos de sus respectivas enfermedades

(19).
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IV. TOXIGENICIDAD BACTERIANA

Si bien la toxigenicidad ¢s una caracteristica de diversas bacterias que provocan
enfermedad, lo cierto es que se han detectado diferentes clases de toxinas, de
acuerdo con sus distintos mecanismos de accion. Sin embargo, desde un punto
de vista ain mas general, la divisién basica de este tipo de sustancias toxicas

s6lo comprende dos categorias: las exotoxinas y las endotoxinas; la tabla 1

sefiala las principales diferencias entre ambas (19, 88).

Tabla 1. Caracteristicas generales de exotoxinas y endotoxinas (88).

Exotoxinas

Endotoxinas

Son excretadas por células viables
completas.

Forman parte de la pared celular
bacteriana.

Generalmente son producidas por
bacterias Gram positivas.

Salo se detectan en bacterias Gram
negativas.

Su naturaleza quimica es proteica.

Son lipopolisacdridos (LPS).

Su peso molecular es mayor.

Su peso molecular es menor.

En su mayoria son termolabiles.

Son termoestables.

Son inmunodgenas.

Solo actdian como inmundgenos si
se unen a proteinas acarreadoras.

Son convertibles a toxoides.

Activan el complemento por la via
alterna.

No son pirogénicas.

Son pirégenas y eméticas.

Cada una actua sobre ciertas
células “‘blanco™

Presentan accion sobre numerosas
c€lulas y tejidos.

En general, son més virulentas.

La virulencia varia entre una y otra.
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i. Exotoxinas

Por lo regular, las bacterias toxigénicas productoras de exotoxinas pueden
ocasionar los padecimientos asociados a ellas, mediante toxi-infecciones o
intoxicaciones. En e} primer caso, ¢l agente microbiano se establece en su tejido
“blanco” (sobre o dentro del hospedero) y, al reproducirse, libera la toxina que
actuard sobre las células cercanas, o bien, que deberd recorrer parte del
organismo hasta localizar al tejido cuyos componentes presentan sus receptores.
En cuanto a las intoxicaciones, las mas frecuentes son las de indole alimentario
y, en cllas, la bacteria suele no colonizar algin tejido del hospedero, sino
excretar las toxinas en los alimentos, de manera que €l periodo de incubacion de

la enfermedad es relativamente corto (19).

Entre las toxinas relacionadas con toxi-infecciones se cuentan la
dermonecrotoxina y TSST-1 de Staphylococcus aureus, la Spe A, By C de
Streptococcus pyogenes, la del édntrax, la o de Clostridium perfringens, la
citotoxina y enterotoxina de Clostridium difficile, la tetanospasmina, la diftérica,
la TL y TE de ECET, la Shiga de Shigella sp, la Vero y Shiga-like de ECEH, la
A de Pseudomonas aeruginosa, €l colerageno, la TDH de Vibrio

parahaemolyticus, etc (19, 31, 66}.
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Por su parte, las principales exotoxinas asociadas a intoxicaciones alimentarias

son la elaborada por Bacillus cereus en férmulas lacteas, las botulinicas A, B,

Cq, C, D, E, Fy G y las enterotoxinas A, B, Cy, C3. C3, D y E de
o “fB 1» ~2 Y

Staphylococcus aureus. El diagrama 3 muestra los eventos més relevantes de la

intoxicacién alimentaria provocada por estas Gltimas (19, 88).

Diagrama 3. Principales aspectos asociados a fa intoxicacion alimentaria
estafiloctecica (19, 88).
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Estructura y funcién

De acuerde con su estructura y su mecanisme de accion, las exotoxinas se
pueden dividir en tres clases: a) las toxinas A-B, integradas por dos fragmentos,
de los cuales ¢l “B” es el que se fija a algin receptor de las células “blanco”, en
tanto que el “A” es el que se interna en éstas y ejerce su actividad toxica; b)
toxinas que no presentan dos fragmentos separables y actiian desorganizando la
membrana de la células del hospedero; ¢} toxinas que se desempefian como
“superantigenos”, carentes de los fragmentos a que se hace referencia en el
inciso “a” y sobre-estimulan 2 las células T provocando que éstas liberen niveles

perjudiciales de citocinas (3, 19, 32, 66).

e Toxinas A-B

Hasta e! momento se han detectado dos géneros de toxinas A-B: las que se
sintetizan como un solo polipéptido, presentan una envoltura y una porcién
enzimatica, las cuales se separan durante su procesamiento a través de
reacciones proteoliticas, si bien permanecen en cierto contacto merced a algin
puente disulfuro que se escinde cuando la fraccion A penetra al citoplasma de la

célula hospedera; por su parte, el género més complejo presenta un fragmento B



conformado por multiples subunidades aunque, tal como el antes descrito, se
encuentra unido al A por un puente disulfuro, que se desprende del primero al
ingresar al citoplasma de la célula “blanco”. Es decir, tanto el género simple
como el compuesto se unen via su fragmento B a algiin receptor superficial de
las células del hospedero cuya naturaleza quimica es glicoproteica, glicolipidica

o, menos frecuentemente, proteica (3, 19, 59, 88).

Dependiendo de lo anterior, la toxina en cuestidn sdlo es capaz de fijarse a un
determinado tipo de células del hospedero, sobre el cual ejerce su accidn toxica,
de hecho, aunque el fragmento A posee la capacidad de afectar a gran parte de
los tejidos, en realidad vinicamente lo hace en los que presentan receptores para

la porcion B (3, 19, 59, 88).

Una vez que el fragmento B se une a su receptor, la porcion A ingresa al
citoplasma de la célula hospedera. En este sentido, una de las teorias mds
aceptadas sugiere que la toxina se interna mediante endocitosis y que, dentro de
la vacuola endocitica, la acidez origina la separacion de ambos fragmentos vy,
por ende, el desplazamiento de la porcién A. Sin embargo, otro modelo propone

que, independientemente de que el fragmento B se fija a su receptor, también

6l




provoca la formacion de poros en la membrana de la célula “blanco”, a través de

los cuales puede ingresar la porcion A (3, 59, 88).

El fragmento A de numerosas toxinas A-B cataliza un mismo tipo de reaccion:
Separa del NAD* al grupo ADP-ribosil y lo une covalentemente a alguna
proteina “clave” de la célula hospedera; en tal contexto, la ADP ribosilacion de
las proteinas ocasiona serios trastornos celulares de acuerdo con la funcién de
éstas; por ejemplo, el fragmento A de la toxina diftérica ADP ribosila al factor
de elongacién EF2, interfiriendo la sintesis proteica de las células “blanco™ (1,

19, 47, 66}.

Por su parte, la porcién A de la toxina colérica ADP ribosila 2 una proteina
reguladora que controla los niveles de AMPc de las células duodenales,
ocasionando una gran variedad de efectos metabolicos, entre los cuales destaca
un serio descontrol de! flujo iénico y, por ende, la pérdida de agua que se
traduce en severas diarreas. En concreto, la Gs es la proteina G (o GTPasa) que
regula la actividad de la adenilato-ciclasa en las células hospederas, actuando
como si se tratara de un proceso dependiente de hormonas y que, por lo tanto,

determina el nivel de AMPc en dichas células. De hecho, la forma activa de Gs
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(unida a GTP) incrementa la actividad de la adenilato-ciclasa, mientras que la

forma inactiva (unida a GDP) rinde adenilato ciclasa-inactiva (1, 66, 88).

La funcién de la Gs como “prendedor-apagador” en las células intestinales
resulta muy interesante: como respuesta a su estimulacién por parte de algunas
hormonas y unida a GTP o GDP, activa o desactiva a la adenilato ciclasa,
respectivamente, cuando se requicre © no, incrementar los niveles de AMPc
(adenosinmonofosfato ciclico); esta ultima molécula desempeifia fundamentales
funciones regulatorias en las células cucariotes, pero su acumulacién intracelular
-en conceniraciones relativamente elevadas- resulta muy perjudicial para el

metabolismo tisular (1, 19, 47).

Dicha acumulacién ocurre cuando el fragmento Al ADP-ribosila a la proteina
reguladora Gs, ya que de esta manera se provoca la activacién permanente de la

adenilato ciclasa de la célula hospedera (consultar los diagramas 4 y 5) (1, 66}.

La reaccion global catalizada por la subA| de la toxina colérica es la siguiente:

subA|
NAD* + Gs —» ADP-ribosa-Gs + nicotinamida + H*
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Diagrama 4, Produccién de AMPc en las céiulas intestinales: “A™ en
condiciones de salud; “B” bajo la influencia de la subA] de la
toxina colérica (1, 47).
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Diagrama 5. Principales eventos implicados en la infeccidn por colera (1}
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Cabe sefialar que no todos los fragmentos A de las toxinas A-B catalizan la ADP
ribosilacion de las células “blanco”; por ejemplo, ¢l de la toxina de Shiga
escinde la molécula de RNAr de las células hospederas, con lo cual los

ribosomas implicados no pueden llevar a cabo la traduccién (1, 19).

« Toxinas que interrumpen la continuidad de las membranas

Esta clase de toxinas habilita como su receptor al colesterol, provoca la lisis
celular interrumpiendo la integridad de la membrana plasmitica y, tal como se
mencioné para las toxinas A-B, se dividen en dos géneros: el primero de ellos
abarca a las proteinas que se insertan en la membrana celular y originan la
formacién de canales o poros que permiten la salida del contenido citoplasmico
y la entrada de agua; en otras palabras, como la presion osmotica intracelular es
mucho mayor que la del entorno, suele ingresar a la célula “blanco™ una gran
cantidad de agua, ocasionando el hinchamiento y el estallamiento celular (2, 3,

19, 23, 59, 66, 84, 88).

El segundo género de toxinas que lisan células del hospedero afectando a la
membrana plasmética, actia como fosfolipasa: eliminan a los grupos cargados
de los fosfolipidos que estabilizan la estructura bicapa. En este rubro se incluye

a las hemolisinas aunque, debido a que no sélo ejercen su accidn litica sobre los
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eritrocitos, resulta mds conveniente referirse a ellas como citotoxinas. A esta
categoria pertenecen las dos hemolisinas de Pseudomonas aeruginosa y la
toxina o de Clostridium perfringens; el diagrama 6 muestra los principales
eventos asociados al origen de la gangrena gaseosa ocasionada por esta tltima

especie (1, 3, 59, 66, 81, 84, 88).
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Diagrama 6. Eventos implicados en el origen de la gangrena gaseosa debida a
Clostridium perfringens (1, 66, 81).
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» Toxinas que actiian como superantigenos

Esta clase de exotoxinas es menos frecuente que Jas dos anteriores y gjerce su
petjuicio formando un puente de unién entre el MHC de clase II (de las
células presentadoras de antigeno) y los receptores especializados de las
células T que interactoan con dicha melécula. Es decir que, cuando existe una
alta concentracién de estas toxinas en el organismo del hospedero, se unen
indiscriminadamente al MHC de clase [I presente en numerosos macréfagos y
linfocitos B -sin haber sido procesadas en el interior de dichas células- y,
secuencialmente, a gran cantidad de células T cooperadoras. La reaccion
generada entre las células presentadoras de antigeno y los linfocitos T es
similar a la que ocurre normalmente cuando se trata de presentar antigenos
comunes, aunque se da de forma indiscriminada y en mucha mayor cantidad;
de hecho, se produce un nimero excesivamente mis elevado de parejas
linfocito T-méacrofago y linfocito T-linfocito B, por lo cual s¢ estimula a 1 de
cada 5 células T, en vez de a 1 de cada 10,000 y, consecuentemente, la
concentracidén que se libera de IL-2 es muy lesiva, presentindose fiebre
elevada, nauseas, vomito y malestar general, independientemente de que

liberan otras citocinas asociadas al estado de shock (31, 32, 45, 54, 58, 82, 86,

88).
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Cabe mencionar que ste tipo de toxinas es responsable de las manifestaciones
graves en padecimientos tales como el sindrome del shock téxico, ocasionado
por la TSST-} (toxina del sindrome del shock téxico-1) de Staphylococcus
aureus y por la Spe (exotoxina pirogénica estreptococcica) A, B y C de

Streptococeus pyogenes (18, 19, 31, 45, 54, 58, 88).
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Diagrama 7. El sindrome del shock téxico por Staphylococcus aureus (18,
19, 54, 58).
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ii. Endotoxinas

Las endotoxinas corresponden a complejos macromoleculares que componen
la pared celular de las bacterias Gram negativas; tales complejos estan
integrados por lipopolisaciridos (LPS), proteinas y fosfolipidos, aunque su
actividad endotoxica reside directamente en los primeros, considerados
moléculas anfifilicas de alrededor de 10 kDa constituidas por tres regiones

(31, 39, 69, 70, 88, 89, 96):

e Ellipido A

e El nucleo polisacaridico

» E! polisacarido O, también denominado antigeno somatico O

Lipido A

Este conforma la region lipidica del LPS, se encuentra embebido en la
membrana externa y contiene disacdridos fosforilados de p 1-6 D-
glucosamina, unidos a acidos grasos tales como el laurico, palmitico, miristico

y B-hidroxi-miristico (31, 39, 69, 70, 88, 39),
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I3 ipido A corresponde praclicamente a la region (oaica de la molécula, ya
que estimula la liberacion de proteinas bioactivas del hospedero. entre las que

destacan las citocinas (69. 88. 89, 96).

Niicleo polisacaridico

Corresponde a un nucleo interno ligado al lipido A y. a otro. externo, unido al
polisacdrido O: su estructura basica esta conformada por hexosas sustituidas
lateralmente con otros azicares. etanolamina v fosfatos. asi como por el acido
2-ceto-3-desoxi-D-mano-octanoico  (KDO): esta region, junto con el

polisacarido O. constituye la porcion hidrofilica del [.PS (31. 39. 70. §8. §9.

Vo).

Polisacarido O

Sc encuentra ligado al nicleo polisacaridico y consta de unidades repetidas de
azicares (3°-57). siendo las mas frecuentes las de manosa. fucosa. ramnosa 3
galactosamina: ademds. constituve la region de mayor antigenicidad v
variabilidad del 1.PS ¥ llega a representar una adhesina utif para la bacteria

(39.41. 70. 88. £9. 96).



De hecho, la proteina CD14, presente en la membrana plasmatica de la linea
monocito-macréfago, funge como “receptora” del LPS y de [a profeina
conocida como “proteina unida al LPS” (LBP); los complejos CD14-LPS-
LBP actian como mediadores del reconocimiento celular y de diversas
respuestas celulares contra el lipido A. En este sentido, la interaccion del LPS
con su receptor CD14 da lugar a tres importantes eventos lesivos asociados a

las endotoxinas (31, 39, 56, 69, 70, 88, 89, 96):

e La produccién de citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a y el factor activador
de plaquetas) por parte de los monocitos, macréfagos y algunas otras
células; dichas citocinas estimulan la sintesis de prostaglandinas y
teucotrienos. La IL-1 provoca la temperatura por s{ misma o estimula la
liberacién de prostaglandinas y, por su parte, la IL-6, [a IL-8, el TNF-a. y ¢l
factor activador de plaquetas, daiian las células endoteliales y trastornan su

funcion normal.

e La activacién de! complemento, en donde los componentes C3a y C5a
actian sobre el tejido endotelial; particularmente, C5a estimula la
migracién de polimorfonucleares a los vasos sanguineos dafian

seriamete las paredes del endotelio, a través de enzimas lisosomales.
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» La activacién de ia cascada de la coagulacidn, a partir de la cual se forman
numerosos codgulos que obstruyen la circulacion; el fendémeno se conoce

como coaguiacion intravascular diseminada {(CID).

En resumen, la combinacién de los tres eventos anteriores conduce al shock
séptico, también denominado colapso del sistema circulatorio, después de que
se presentan algunos signos previos tales como fiebre, vomito, sofocacidn,
hipotensién y aumento de la permeabilidad vascular y del ritmo cardiaco (56,

70, 88, 89, 96).
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V. REGULACION DE LOS GENES DE VIRULENCIA EN LAS
BACTERIAS

i. Retos de adaptacién a superar por las bacterias patégenas

El organismo humano presenta una gran variedad de nichos ecologicos para las
bacterias que ingresan en él, todos los cuales representan oportunidades de
colonizacion, en la medida de que el invasor se pueda adaptar lo suficientemente

rapido para aprovechar las ventajas de su nuevo entorno (19, 52, 79).

Con ¢l objeto de valorar los desafios que enfrenta una bacteria al retar al
organismo hurnano, a continuacién se realiza un breve andlisis de lo que ocurre
con un patdgeno aerobio o facuitativo que ha sido ingerido al beberse agua

contaminada por parte del hospedero (19).

Loégicamente, en el agua, la bacteria en cuestion se encontraba adaptada a un
ambiente cuya temperatura era menor de 37°C, las concentraciones de
nutrimentos v la fuerza osmdtica eran menores, el pH se encontraba cercanc a la
neutralidad y la presién de oxigeno disponible era suficiente para llevar a cabo

su metabolismo respiratorio. Contrastando con lo anterior, al ser ingerida, la
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bacteria encuentra abruptamente una temperatura y fuerza osmética mas altas,
se expone transitoriamente al pH dcido imperante en el estdmago, pero dicha
variable se incrementa en el intestino delgado, en donde también existen
elevadas concentraciones de sales biliares ~-que pueden ocasionar rupturas en su
membrana externa- y, finalmente, alcanza el intestine grueso, enfrentando un
ambiente tendiente a la anaerobiosis; por cbvio, dentro de su hospedero, el
patégeno encontrard mayores niveles de fuentes energéticas, pero es muy
probable que los sustratos difieran de los que prevalecian en el agua.
Adicionalmente, las formas “disponibles” de hierro también serdn distintas,
localizandoseles en el organismo ligadas a moléculas tales como la lactoferrina,
ferritina, transferrina y los grupos heme; por dltimo, el agente invasor debera
presentar adhesinas que cuenten con receptores en el tejido intestinal,
adicionales -generalmente mds pequefias- a las que le permitian fijarse a las
rocas, plantas acudticas y otras superficies, y competira con la flora habitual de

la region por los receptores, los nutrimentos y el oxigeno (17, 79).

Suponiendo que la bacteria haya cubierto los requerimientos necesarios para
continuar viable y colonizar el intesting delgado -lo que resultaria casi toda una
hazafia, tomando en cuenta todos los obstidculos que ha debido superar- y

proceda a invadir la mucosa hasta alcanzar los tefidos internos y la sangre, una
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vez mas enfrentard cambios drasticos de ambiente: si bien la temperatura
permanecerd igual, ahora se expondrd a la accién de los macrofagos y del
complemento; a este respecto, los factores de virulencia tales como las
adhesinas e invasinas, que antes permitieron y promovieron la colonizacion e
invasidn de las células mucosas, en las nuevas condiciones le seran muy poco
utiles, e inclusive, es posible que detenga su produccion, sobre todo si estimulan
la fagocitosis por macréfagos o neutrofilos; por el contrario, los patogenos que
superen la posibilidad de ser eliminados sobreviviendo dentro de los fagocitos,
tendrdn que adaptarse a las condiciones que prevalecen dentro del fagolisosoma.
Ante tales situaciones, no resulta descabellado considerar que las bacterias
patégenas han desarrollado una especial capacidad para regular la expresion de
sus genes, de acuerdo con los retos que se les van presentando; en otras
palabras, entre las caracteristicas de las bacterias virulentas debe incluirse su
capacidad para sintetizar ciertos factores de patogenicidad mientras estos le sean
necesarios vy para detener su elaboracién cuando ne se requieran o les resulten

perjudiciales (8, 14, 16, 52, 68, 79).

ii. Importancia de la regulacion de los genes de virulencia

Sin lugar a dudas, la comprension de los procesos involucrados en la regulacidn

de los genes de virulencia es fundamental para conocer con cierto detalle cémo
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ocurren, evolucionan y podrian prevenirse las enfermedades infecciosas.
Evidentemente, una gran variedad de sefiales suele controlar la expresion de
dichos genes; por ejemplo, el hecho de que un determinado patdgeno regula sus
genes de virulencia en respuesta a diferentes niveles de hierro o calcio indica
que alguno de ellos o ambos le(s) es(son) importante(s) en la regién en donde
se encuentra reproduciéndose, ya sea como “nutrimento” y/o como sefial que lo
prepara para sobrevivir. Asi, la misma bacteria se puede emplear como
indicador de los factores ambientales que estd experimentando (8, 14, 16, 24,

25, 26, 52).

Otro objetivo del estudio de la regulacién radica en el conocimiento de nuevos
genes de virulencia: si bien algunos genes de virulencia que codifican para la
sintesis de adhesinas, invasinas o toxinas se expresan mdas notablemente a 370C
que a 259C, también es probable que el microorganismo en cuestion sobre-
exprese otros genes de virulencia al incrementarse aiin mas [a temperatura; por
ello, la variacion de las condiciones fisicoquimicas durante el crecimiento
microbiano puede conducir al descubrimiento de otros factores de virulencia (8,

16, 24, 25, 52, 79).
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iii. Tipos de regulacion génica

Al demostrarse que la concentracién de un determinado factor de patogenicidad
depende de las condiciones ambientales implicadas, se pudo definir que la
produccion de dicho factor se controlaba de diversas manecras. En este sentido,
actualmente se acepta que los mecanismos regulatorios ticnen lugar a tres
niveles generales: por la amplificacion y el rearreglo de los genes involucrados,
a nivel transcripcional (cuando ciertas proteinas se unen al DNA y, por tal
motivo, afectan ¢l nimerc de moléculas transcritas a partir dei genj y,
finalmente, durante el periodo post-transcripcional (cuando se afecta la cantidad

de producto a partir de cada molécula transcrita) (19).

Evidentemente, los diversos niveles de regulacién de un mismo factor de
virulencia permiten ejercer mayor control sobre la cantidad de aquél que la
bacteria requiere y, ademas, habilitan al patégeno para responder a sefiales

combinadas (10).
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» Amplificacién y rearreglos génicos

Amplificacién de genes. Corresponde al proceso mediante el cual un gen es
reemplazado por copias muitiples de ¢l mismo, fendmeno que suele ocurrir a

través de varios mecanismos; los dos principales son los siguientes (19):

a) La recombinacién entre dos copias de un cromosoma en replicacion, que
origina que una de¢ las hebras hijas incorpore dos copias del gen tnico
(localizado en la hebra madre), ubicando a ambas una a continuacion de la
otra; en este caso, la segunda hebra hija careceria del gen en cuestion, por lo
que se habrian producido dos variantes de la misma bacteria y alguna de
ellas predominaria, de acuerde con las condiciones ambientales
correspondientes; obviamente, la repeticién de este proceso durante la
reproduccion de la primera variante generaria clonas con copias miltiples

del gen amplificado.

b} El segundo mecanismo es mas frecuente e involucra la participacién de
transposones; algunos de estos se replican como parte de su propio proceso
de transposicion, por lo que los genes de virulencia localizados en este tipo
de elementos méviles se multiplicarian eficazmente. Sin embargo, las

repeticiones en cascada, ya sea de un gen o de un conjunto de ellos, pueden
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resultar inestables bajo determinadas condiciones ambientales, ya que
eventualmente llegan a aparecer afgunos supresores que eliminan las copias

adicionales ubicadas en ¢l DNA bacteriano.

Por lo general, las observaciones de amplificacion génica en bacterias aisladas a
partir de casos clinicos, con frecuencia demuestran la seleccién de variantes
bacterianas que presentan copias muitiples de los genes que codifican para la

sintesis de ciertos factores de patogenicidad (25, 19).

Rearreglos, sustitucién y mutacién de genes. Esta clase de modificaciones
estructurales altera la secuencia de los genes y la expresién de estos ultimos. Un
ejemplo de rearreglo es el que se ha detectado consistentemente en el promotor
invertible del gen que codifica para flagelina en Salmonella typhimurium; dicho
promotor se localiza en un segmento de DNA que se invierte periddicamente y
solo estimula la transcripcién al encontrarse en una de sus dos orientaciones.
Esta clase de fenémeno-interruptor se conoce como variacién de fase y no sélo
tiene lugar cuando se invierte algin segmento det DNA; de hecho, Neisseria
gonorrhoeae emplea otro mecanismo: el segmento que codifica para una
proteina de superficie presenta, en su region amino terminal, una serie de

secuencias repetidas cortas cuyo nimero determina si se sintetiza proteina activa
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o inactiva: légicamente. solo una parte de la progenic sintetizara proteina activa

(10).

Otro tipo de rearreglo provoca que las bacterias modifiquen la secuencia de un
determinado gen v, con ello, que ¢l producto implicado no sea reconocido por
tos anticuerpos dirigidos contra el original: esta clase de proceso se conoce
como variacion antigénica y permite al microorganisme evadir la respuesta
inmunologica de su hospedero. Un ejemplo clasico de este fenomeno es el
correspondiente a la pilina de N. gonorrhoeae: distintas versiones del gen
implicado se encuentran distibuidas a lo largo del cromosoma, aunque solo
algunas conlienen al promotor y se expresan en cualquier momento; la
recombinacion homologa entre una version silenciosa ubicada en otra parte del
propio DNA v la que se ha expresado anteriormente, redituara la formacién de
una version diferente del gen activo, la cual cambiara la estructura primaria de la

pilina (10, 62. 75. 88),

Evidentemente. lo antes mencionado también pucde tener su origen cn
mutaciones espontancas: sin embargo. [a cantidad de éstas en un gen especitico

llega a ser muy pequeda como para permitir que la bacteria responda




oportunamente a las condiciones adversas y para que se gencren productos

funcionales diferentes al original (10).

e Regulacién transcripcional

Organizacion del gen. Los genes de virulencia se pueden encontrar localizados
de tres maneras: en un primer modelo, forman parte del mismo operén y su
transcripcién es controlada por un cierto promotor. En el segundo modelo, se
ubican en distintas regiones pero todos dependen de promotores que responden
a las mismas proteinas reguladoras, por lo que se dice que tales genes se
encuentran organizados en un “regulén” (que puede incluir operones, aunque
también genes simples). Finalmente, el tercer modelo se refiere a un nimero de
genes que responde a las mismas sefiales regulatorias (temperatura, pH,
concentracion de Fet™t, Fet* Ca*t o Mg'™t, etc.), si bien algunos son
transcritos en mayor grado que otros: al conjunto de genes que responde a la
<

misma sefial, aunque en distinto grado, se le conoce como “estimulén” (8, 11,

19, 34).

La ventaja de las estrategias fundamentadas en estimulones y regulones reside
en que la bacteria puede reclutar nuevos genes mas facilmente que en un

operon; un gen ubicado en cualquier region del mismo cromosoma o, inclusive,
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en algin elemento extracromosomal, puede llegar a formar parte de un
“regulon” o de un “estimulén”, mientras estos presenten el tipo adecuado de
regién promotora. En contraste, para incorporarse a un operdn, el nuevo gen

tendria que ser integrado en la orientacion adecuada a la unidad transcripcional

(11).

Activacién transcripcional. Para que un gen sea transcrito, la RNA polimerasa
se debe unir al promotor y producir la forma -del complejo abierto del DNA-
que permita proceder a la sintesis del mRNA. Las proteinas que facilitan la
unién de la RNA polimerasa al promotor y/o que ayudan a la formacion del
complejo abierto, incrementan el niumero de copias de un gen y se denominan

activadores transcripcionales (19).

Estos ultimos estimulan la transcripcion de diferentes maneras: algunos se
enlazan al DNA adyacente a la RNA polimerasa y establecen contacto con ésta
formando un complejo compacto que incrementa la fuerza de la unién de la
enzima al promotor. No obstante, otros se unen al promotor y slo logran hacer
contacto con la enzima al doblarse el acido nucleico. En conclusion, todos los
activadores se unen a la region operadora del gen, interactGan con la RNA

polimerasa y promueven la transcripcién.
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La RNA polimerasa se constituye por milltiples subunidades, una de las cuales,
conocida como factor sigma (o), permite el reconocimiento de los promotores.
Las bacterias emplean diferentes factores o para estimular la expresion de
diferentes conjuntos de genes, dependiendo de las diversas condiciones
ambientales presentes: por ejemplo, el utilizado por Escherichia coli para

estimular la expresion de la mayoria de sus genes es el a0 (19).

Los activadores transcripcicnales que interactGan con las RNA polimerasas
poseedoras de o790 generalmente se unen al DNA muy cerca del sitio en donde
también lo ha hecho la enzima, a fin de establecer contacto con la subunidad a
de esta ultima y aportar una mayor estabilidad al eniace RNA polimerasa-
promotor. Cabe sefialar que la mayoria de los genes de virulencia parece
transcribirse a través de RNA polimerasas /0, aunque recientemente se han
empezado a observar excepciones a esta regla; en este contexto, se ha
comprobado que la transcripcién de un gen que codifica para la sintesis de pilina
en Pseudomonas aeruginosa es mediada por una RNA polimerasa a34; este
factor o se asocid inicialmente a la transcripeion de los genes involucrados en la
regulacion del nitrégeno pero, en la actualidad, se ha comprobado que

desempeiia actividades mas numerosas. Los activadores de la RNA polimerasa
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o34 generalmente se unen a sitios més separados del promotor génico, por lo
que se requiere ¢l doblez del DNA para que ocurra el contacto activador-RNA
polimerasa; en este caso, el activador podria no incrementar la estabilidad de la
unidn enzima-promotor, pero si estimula la formacién del complejo abierto del

DNA, requerido para que inicie la transcripcion (19, 34).

En muchos casos, la regulacion de los genes de virulencia parece implicar a toda
una cascada de activadores: uno sélo recibe la sefial y activa la expresion de
otro(s) gen(es) que codifican para la sintesis de proteinas regulatorias que, a su
vez, provocan la expresién de los genes de virulencia. La regulacidn de tipo
cascada presenta la ventaja de permitir que las bacterias modulen mas
adecuadamente su respuesta hacia un estimulo ambiental en particular, lo cual
pareceria mas dificil de lograrse en el caso de que todos los genes fueran

controlados por un activador simple (19).

Los activadores difieren en su manera de responder a las sefiales; en tal sentido,
la forma activa de un activador puede ser la que s¢ encuentre unida a algin
ligando “X (producto de las condiciones ambientales), lo que significa que los
activadores no unidos a “X” sean incapaces de estimular a la RNA polimerasa

para que ésta transcriba los genes que se encuentren bajo su control. Otros
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sistemas activadores requieren de dos proteinas: una recibe la sefial y activaa la
otra, para que ésta estimule la transcripcion (sistema regulatorio de dos
componentes); evidentemente, en algunos casos la activacion también puede
necesitar del ensamble de un complejo proteico multicomponente al operador

(19).

Sistemas regulatorios de dos componentes. Esta clase de sistemas se ha
detectado principalmente en bacterias Gram negativas y controlan numerosas
funciones microbianas, incluyendo a las involucradas en la patogenicidad. Por lo
general, constan de: a) una proteina sensora, la cual atraviesa la membrana
celular, previa fosforilacion de algunos de sus aminodcidos; y b) la proteina

regulatoria, que puede funcionar como activador transcripcional y/o como

represor (19).

Aparentemente, al recibir el estimulo ambiental, la proteina sensora sufre una
autofosforilacién y después transfiere el grupo fosfato al dominio amino-
terminal de fa regulatoria, aportando a esta Gltima la capacidad para unirse a
secuencias especificas de DNA e iniciar la transcripcion de los genes implicados

(25).
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Varios ejemplos de factores de virulencia bacteriana regulados globalmente por
sistemas de dos componentes, se han observado en Bordetella pertussis y Vibrio
cholerae, aunque también influyen de manera particular en la sobrevivencia de
Salmonella dentro de los macrofagos y en la formacion de porinas membranales

en Salmonella y Escherichia coli (19).

Los _factores ambientales que estimulan a los sistemas de dos componentes
(relacionados con la virulencia) ain son desconocidos. Sin embargo, se ha
logrado establecer que el sistema PhoP/PhoQ de Salmonella typhimurium es
regulado por fosfato y carbono, por el pH y, dentro de los macrofagos, por los
niveles de Mg*t. PhoP/PhoQ también reprime diversos genes de virulencia en
S typhimurium, aunque se estima que sélo el 25 % de los genes PhoP cstin
involucrados directamente en la virulencia. De hecho, cuando PhoP es
manipulado para que se active constitutivamente, por lo general se obtiene una
bacteria avirulenta. Los trabajos implicados sugieren que los genes PhoP/PhoQQ
son activados por el medio ambiente y en las etapas tempranas de la infeccion;
empero, una vez que las bacterias entran a las células fagocitarias, Phop/PhoQ
activa la expresion de algunos productos indispensables para la sobrevivencia,

mientras reprime a otros, incluidos los implicados en {a internalizacién (19).
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Otro sistema de dos componentes parcialmente conocido es el BvgA/BvgS de
Bordetella; éste regula su propia expresion, asi como la de los genes asociados a
la FHA, a las fimbrias y a diversas toxinas. BvgS es estimulado por temperatura,
sulfato de magnesio y icido nicotinico; no obstante, también se ha demostrado
que cuando se trata de reinstalar al sistema regulatorio BvgA/BvgS -a través de
condiciones regulatorias reversas-, la virulencia puede perdersc. Este hallazgo
reafirma que la regulacién de los factores de virulencia y la de otros productos

inicialmente reprimidos es tan critica como compleja (19).

Activadores transcripcionales AraC. Ademds de los sisternas regulatorios de
dos componentes, otros factores regulatorios de virulencia se han logrado
detectar recientemente; tal es el caso de los genes equivalentes AraC
(controladores transcripcionales de la arabinosa en Escherichia coli), VirF,
ToxT, AggR, Fxsa, PerA y RNS, cuyos respectivos productos se unen a
secuencias especificas de DNA ubicadas en regiones posteriores a la de los

genes de los cuales depende su propia elaboracion (19, 52).
Cabe mencionar que la VirF de Yersinia funciona como regulador global de las

Yops, proteinas secretadas y/o localizadas en la membrana, que funcionan como

factores de virulencia. VirF se une a una secuencia presente en diversos
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promotores Yop y, como aquélla es regulada por la temperatura, las Yops solo

aparecen a 370C (52).

Por su parte, la VirF de Shigella flexneri también es termo-dependiente y activa
la transcripcion de la VirB que, a su vez, estimula la sintesis de diversos genes
de invasion. La sintesis de la ToxT de Vibrio cholerae, aparece como
consecuencia de la accién de ToxR (proteina de la familia de reguladores de dos
componentes) y regula la expresion de la toxina-pili; la AggR de ECEA controla
la elaboracion de las fimbrias agregativas I; la ExsA de Pseudomonas
aeruginosa regula a la exoenzima S en P. aeruginosa; la PerA de ECEP controla

los factores de virulencia y la RNS hace lo propio en ECET (19).

Represion transcripcional. Los represores desempefian una funcién contraria a
{a de los activadores, ya que aquéllos interfieren la transcripeion. Por lo general,
los genes controlados por represores también cuentan con importantes
promotores que se unen eficazmente a la RNA polimerasa; de hecho, los
represores actian uniéndose a los sitios que se sobreponen a la regién ocupada
de manera regular por la RNA polimerasa -con lo cual evitan la unién de la
enzima al promotor-, o bien, se unen a las partes medias de la propia RNA

polimerasa, impidiendo que continie [a transcripciéa (19).
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Los represores también presentan formas activas e inactivas -tal como ocurre
con los activadores-, e inclusive, |a diferencia entre una y otra formas puede
depender de la unién a ligandos especificos; por ejemplo, diversos genes de
virulencia, especialmente los que codifican para la sintesis de toxinas, son
regulados por hierro; en este sentido, se ha demostrado ampliamente que los
altos niveles de toxigenicidad ocurren en concentraciones bajas del metal vy,
adicionalmente, que los penes dependientes de hierro son regulados por
represores que se unen al DNA tinicamente después de haberse acomplejado con
el metal. En otras palabras, cuando existen niveles elevados de hierro, la
mayoria de las moléculas del represor se encontrardn en su forma activa
(formando complejos férricos y/o ferrosos) y se unirdn al operén impidiendo la
plena funcién de la RNA polimerasa; obviamente, en condiciones de ausencia
de hierro, la transcripcion se llevard a cabo con regularidad. Cabe sefialar que,
en el fenémeno descrito, la unién hierro-represor representa la forma activa de
la molécula; sin embargo, existen casos excepcionales en los que extrafiamente

sucede todo lo contrario (10)

Control de la expresion génica via la estructura secundaria del RNA. Aln

en un operén, en donde logicamente ¢l mismo promotor simple controla a los
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distintos genes implicados, cada uno de estos puede llegar a expresarse en
diferentes proporciones que los restantes; ello suele ocurrir con base en la
existencia de estructuras “finalizadoras™ que provocan que la RNA polimerasa
finalice la transcripcidn en puntos especificos. En concreto, si ¢l orden de los
genes es ABC, es posible que la concentracién del producto de A sea mayor que
el de B y C, cuando un “finalizador” transcripcional se encuentra localizado
entre los genes A y B. Este tipo de regulacién se ha observado en algunos
operones que codifican para la sintesis de pilina; en este caso, la subunidad de
pilina que funge como principal se produce en cantidades notablemente mayores
a las relacionadas con otras subunidades y con las proteinas de ensamble;
evidentemente, el gen asociado a la unidad principal es el primero del operén

(19, 25).

Otra clase de regulacion que involucra a la estructura secundaria del RNA se
denomina atenuacién; en este caso, la transcripcion del mRNA inicia en una
zona denominada regién lider -localizada al principio del gen- y, dependiendo
de la velocidad con la que fos ribosomas se desplacen a lo largo de la regidn
lider del mRNA recién sintetizado, se formaran o no las estructuras reconoctdas
como sefiales de terminacion por la RNA polimerasa. Cuando si se forman, la

transcripcion finaliza antes de que la enzima empiece a transcribir el gen
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estructural; en el caso contrario, la transcripcion génica procede normalmente

(19).

Superenrollamiento del DNA. Este tipo de regulacién es aiin poco entendido y
solo se ha propuesto como respuesta a los cambios de temperatura, anaerobiosis
y osmolaridad; aparentemente, la densidad del DNA superenrollado en un drea
particular del cromosoma o de un plasmido afecta la capacidad de la RNA
polimerasa para unirse a los promotores y dar inicio a la transcripeion, Ello
podria dar lugar a vatiaciones en el nimero de copias producidas a partir de los
promotores ubicados en las regiones correspondientes; la extension de los
segmentos en los que el DNA se encuentra superenrollado estd determinada por
dos enzimas: la DNA girasa y [a topoisomerasa [, aunque también parecen
influir en ello algunas proteinas parecidas a las histonas. Es decir que, tal como
ocurre en el genoma de mamiferos, el DNA bacteriano presenta algunos

segmentos mas accesibles que otros para la RNA polimerasa (19,26).

En cuanto a las proteinas parccidas a las histonas que se han implicado en la
regulacion de diversos genes de virulencia, hasta ahora sélo se han estudiado,
con escasos resultados, los genes que se sobre-expresan cuando la temperatura

de crecimiento se modifica abruptamente de 259C hasta 370C (25).
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Adicionaimente, la teoria de que el superenroflamiento represcnta un elemento
regulador génico es aln muy cuestionada: puesto que en las bacterias vivas
resulta muy complicado medir el grado de enrollamiento de cada region del
DNA, las propuestas se han originado en hallazgos indirectos basados en el
conocimiento de que la accion del dcido nalidixico u otros antibidticos
quinolénicos afectan a la DNA girasa. Ademds, reportes recientes establecen
que la expresion de genes cromosémicos es afectada en muy pequefia medida
por su localizacién en el DNA; en este sentido, si el superenrollamiento fuera
importante, la posicidn del gen seria determinante en la expresion cromosémica.
Sin lugar a dudas, el superenrollamiento, como mecanismo de regulacion, es

menos controversial para genes plasmidicos (19, 25, 26).

¢ Regulacién post-transcripcional

En los aftos recientes, el predominante nimero de trabajos sobre regulacién
transcripcional ha limitado la atencién de los investigadores acerca de otros
niveles de control génico y, principaimente, de los que tienen lugar después de

la trangeripeion (19, 25).
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Sin embargo, es claro que algunos genes de virulencia se controlan en etapas
posteriores, tales como la traduccion. Por ejemplo, los genes que codifican para
las subunidades A y B de la toxina colérica se localizan en un operén simple y
son controlados por un promotor sencilio; en la mencionada toxina, ia relacion
de 5 subunidades B por 1 de subunidad A parece deberse -al menos ¢n parte- a
que el mRNA asociado a la sintesis de las primeras cuenta con un mejor sitio de
uni6n a los ribosomas que el mRNA que codifica para la subunidad A. Es
importante subrayar que la regulacion post-transcripcional no sustituye o impide
a la transcripcional ni a la que se verifica en otras instancias; de hecho, la
produccion de las toxinas de la clase A-B se regula frecuentemente a diversos

niveles (3, 19).

Mas ain, diversos factores de virulencia traducidos a partir del mRNA pueden
no encontrarse en su forma activa, sino hasta que son sometidos a procesos post-
transcripcionales de modificacién y escision; entre los ejemplos més conocidos
figuran la N-metilacién de los pili constituidos por N-met-fenilalanina y la
activacion de las toxinas A-B mediante proteasas de corte; no obstante, también
debe considerarse a la regulacion transcripcional de la subunidad A de la toxina

del colera y a la toxina adenilato ciclasa de Bordetella pertussis: ambas
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proteinas son activadas dentro de las células “blanco” -del hospedero- al unirse a

proteinas sintetizadas por estas Gltimas (3,16).
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V1. EL DISENO RAZONADO DE VACUNAS ANTIBACTERIANAS

i. Panorama general

A partir de la primera mitad del siglo XX, las vacunas han contribuido de
manera decisiva a la disminucién de los casos de varias enfermedades
bacterianas en todo el mundo. Sin embargo, la primera vacuna que demostro su
gran eficacia fue 1a conocida como “triple”, ya que protege a la poblacion contra
el tétanos, la tosferina y la difteria; su éxito alcanzé niveles tan insospechados
que, posteriormente, han aparecido algunas otras, tales como las tendicntes a
combatir varios tipos de neumonia y meningitis, colera, fichre tifoidea, diarrea
infantil, gonorrea, sifilis y sepsis bacteriana, aunque <con logros
significativamente menores o nulos, dada su carencia de sustento cientifico. De
hecho, algunas de dichas vacunas han resultado mas toxicas que la misma
afeccion contra la cual se intenta proteger y otras no han provecado la esperada

inmunidad (91).

En este dltimo sentido, uno de los aspectos mas interesantes de la reciente
investigacion sobre factores bacterianos de virulencia reside en el hallazgo de
posibles caminos que conduzcan al disefio racional de vacunas; por ejemplo, €l

descubrimiento de que la adherencia representa uno de los primeros pasos

98



fundamentales en las infecciones bacterianas determind la eventualidad de que
las adhesinas de los agentes causales resultaran eficaces componentes de las
vacunas; por ello, tales organelos integran los inmunégenos que se prueban
actualmente para prevenir el cdlera y la tosferina. Andlogamente, al detectarse
que la cdpsula bacteriana posee propiedades antifagocitarias, se empezd a
trabajar en la preparacion de vacunas censtituidas por polisacéridos capsulares
de Streptococcus pneumoniae (contra la neumonia neumocdccica) y de
Haemophilus influenzae (para prevenir ]a meningitis infantil), pensando en que
los anticuerpos inducidos opsonizarian a dichos microorganismos capsulados y,
por ende, promoverian que los fagocitos los englobaran y mataran (18, 20, 67,

92, 94).

No cbstante, el estudio de ia virulencia bacteriana también ha proporcionado
datos desfavorables acerca de las vacunas; por ejemplo, la demostracién de que
algunas especies tales como MNeisseria gonorrhoeae pueden cambiar sus
antigenos de superficie en lapsos cortos establecid que ciertas vacunas
resultarian inutiles; asimismo, el conocimiento de que algunas bacterias pueden
inducir respuestas autoinmunes alerté a los autores sobre la peligrosidad de

algunos de los productos en proyecto (24, 62, 75, 88, 91).
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ii. Caracteristicas de una vacuna optima

De acuerdo con lo antes mencionado, es claro que el disefio de una vacuna debe
considerar numerosos aspectos para que aporte 1o que de eila se espera. Si bien
se requieren de 5 a 7 dias para que aparczcan anticuerpos contra un agente que
infecta al organismo por vez primera, ese lapso es de hasta 2 semanas para que
dichos anticuerpos alcancen concentraciones eficaces, En este contexto, un
segundo contacto con el invasor provoca una respuesta en tan sélo 1 6 2 dias, ya
que el sistemna inmunolégico ha sido estimulado previamente. En otras palabras,
una vacuna tiene como finalidades la de actuar como primer exponente, no ser
toxica, inducir una respuesta especifica y adecuada muy basta, ser accesible
desde el punto de vista econémico y, muy segura, en el sentido de gue no
provoque efectos indeseables, incluidos los signos y sintomas de la enfermedad

contra la cual se pretende brindar proteccion (91).

o Estimulacidn de una basta respuesta inmune

El reto de lograr una respuesta inmunoldgica que resulte suficiente exige la
mayor disposicion entre quienes tienen a su cargo el disefio y la
experimentacion asociados a una vacuna; por ejemplo, a diferencia de las

proteinas, los polisacdridos no son buenos inmundgenos pero suelen representar
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importantes factores de virulencia en numerosas especies bacterianas que
afectan gravemente 2 infantes y ancianos. Como se sefiald en el capitulo I del
presente trabajo, la presentacion de carbohidratos antigénicos sélo implica a los
linfocitos B (y no a los macréfagos), por lo que la memoria inmunolégica de
largo plazo resulta muy restringida; por eflo, la estrategia de mejorar la
inmunogenicidad de los aziicares consiste en forzar al sisiema inmune para que
procese a estas moléculas como si se tratara de proteinas; tal objetivo requiere
de que los polisaciridos sean unidos artificial y precisamente a proteinas
acarreadoras, con lo cual el disefio del producto -al cual se conoce como vacuna
conjugada- se complica notablemente: los enlaces covalentes carbohidrato-
proteina liegan a modificar la estructura del azicar y, por ende, los anticuerpos
inducidos pueden no reconocer a la molécula original. Sin embargo, algunas
vacunas conjugadas han tenido éxito, tal como ha sucedido con la destinada a
proteger contra la meningitis ocasionada por su principal agente etiologico:

Haemophilus influenzae tipo b (7, 20, 46, 91, 54).

e Obtencion del tipo adecuado de respuesta

Sin lugar a dudas, otra propiedad de una vacuna adecuada consiste en que €sta
debe inducir la clase de respuesta inmunologica mas eficaz contra la

enfermedad; a este respecto, para eviter que el patogeno colonice las mucosas,
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debe estimularse la produccion de IgAs, més que de IgG, ya que -en general-
¢ésta sdlo genera proteccién contra microorganismos que suclen ingresar al
torrente circulatorio. En este sentido, es conveniente considerar que una vacuna
oral seria procesada en el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal y
redituaria una respuesta predominante en 1gAs, aportando mejores resultados
que alguna otra que s¢ administrara por via parenteral; por ejemplo, actualmente
se trabaja en la busqueda de una vacuna efectiva contra e} colera, pensdndose en
que ¢sta debe ser oral y que podria constituirse por el fragmento B de la toxina
colérica, ya que dicha fraccién no es toxica pero se encarga de fijarse a las
células “blanco”; desafortunadamente, se ha observado que dicho fragmento -en
forma individual- no estimula mayormente al tejido linfoide asociado a las
mucosas (MALT), como si lo hace la molécula entera. Por ello, serd

indispensable disefiar alguna mutante no toxica de la toxina completa (40, 55,

91).

Otra manera de lograr vacunas orales eficaces radica en obtener provecho de
ciertas bacterias que si estimulen al MALT intestinal, como ocurre con algunas
cepas avirulentas de Salmonella, a las cuales podria utilizarse como
acarreadoras de antigenos provenientes de cepas patogenas. En tal contexto,

resultaria necesario manipular genéticamente a las cepas implicadas para que
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éstas expresaran los genes extrafios que se le hubieran clonado previamente y la
respuesta inducida protegeria contra Salmonella y, adicionalmente, contra el
microorganismo del cual procediera el gen extrafio; no obstante, este tipo de
estrategia también implica algunas problematicas a superar: por un lado, es
fundamental que el antigeno exirafio se exprese superficialmente sin conferir
virulencia a la bacteria acarreadora y, por el otro, que esta dltima logre
reproducirse en la placas de Peyer -aunque carezca de patogenicidad- hasta que

se produzca una respuesta suficiente de IgAs (24, 40, 55).

Por lo que se refiere a la respuesta de 1gG contra antigenos bacterianos, en este
rubro se han alcanzado mayores avances; si bien la inyeccién de antigenos
solubles origina respuestas ineficaces, ya que aquéllos no son detectados ni
procesados adecuadamente por los macrdfagos y otras c€lulas presentadoras de
antigenos, el revestimiento de dichos antigenos por liposomas (micelas lipidicas
creadas artificialmente) o su previa union a particulas de oro, puede corregir esta

desventaja (91).
Adicionalmente,  aprovechande la  inmunogenicidad de  algunos

microorganismos tales como el bacilo de Calmette y Guerin (BCG), es posible

estimufar la inmunidad celular contra determinados antigenos, clonando los
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genes correspondientes en el BCG. Evidentemente, atin cuando el uso del BCG
resulta polémico como vacuna contra la tuberculosis, su aplicacién como
vehiculo de otros antigenos podria redituar [a elaboracién de vacunas efectivas
contra otros agentes etioldgicos que sélo son neutralizados mediante inmunidad

celular (91).

e Generacion de una respuesta protectora

Como se puede deducir de lo anterior, la prictica original de elaborar vacunas
mediante el cultivo in vitro y la secuencial inactivacién del agente causal, carece
de sustento bioquimico y, por ende, representa una opcion poco responsable.
Quiza el problema principal resida en que el sistema inmunoldgico responde
contra los diversos productos bacterianos con base en sus respectivas
inmunogenicidades y sin considerar la virulencia de cada uno. Ademas, no debe
soslayarse el hecho de que los factores de patogenicidad son elaborados por las
bacterias de acuerdo con determinadas sefiales fisicoquimicas que regulan la
expresion de los genes involucrados, por lo que el cultivo microbiane en los
medios inadecuados no estimula la elaboracién de antigenos relevantes. En
resumen, el primer paso en la elaboracién de vacunas debe ser el de la
identificacion de los factores de virulencia asociados al agente causal contra el

cual se desea conferir proteccion (8, 14, 16, 52, 91).
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s Costo de una vacuna

El costo también representa una caracteristica importante de las vacunas ttiles,
ya que un producto relativamente barato, de facil administracion y que no
requiera de refrigeracion durante su almacenamiento y traslado, tiene mayores
posibilidades de ser distribuido entre millones de personas; desafortunadamente,
las wvacunas conjugadas y las constituidas por componentes bacterianos
purificados resultan mucho mas caras que las integradas por bacterias
completas. Sin embargo, los avances logrados recientemente podrian hacer
compatibles los costos con la eficacia; al parecer, las esirategias implicadas
serian la aplicacién de la ingenieria genética (para expresar antigenos extrafnos
en microorganismos empleados como simples vehiculos) y €l empleo de DNA

desnudo (91, 92).

Esta tltima estrategia consiste en inyectar intramuscularmente DNA recubierto
por moléculas de oro; hasta ahora, las pruebas correspondientes se han realizado
en anmimales cuyas células musculares terminan por sintetizar las proteinas
codificadas en el DNA inoculade; logicamente, dichas proteinas resultan
inmunGgenas y, al parecer, dan lugar a la formacion de numerosos linfocitos T

citotoxicos, por lo que el proceso podria resultar particularmente til para




proteger a la poblacién contra microorganismos capaces de reproducirse
intracelularmente; de hecho, aunque hasta ahora sélo sc ha trabajado con DNA
viral, no se han encontrado razones para pensar que el proceso no seria factible
para el caso de agentes bacterianos. Los costos resultarian relativamente bajos
ya que, indudablemente, es mas facil y barato obtener €] DNA bacteriano que

purificar proteinas constitutivas o libres (20, 91),

e Seguridad

Por lo que respecta a este rubro, generalmente es mds frecuente que las bacterias
enteras provoquen efectos colaterales que las constituidas por componentes
definidos. El motivo es que las bacterias muertas contienen LPS u otras
sustancias t6xicas en la pared celular; en este sentido, cabe recordar que la
vacuna pertussis, integrada por bacterias completas muertas, es muy efectiva
para proteger contra la tosferina, pero da jugar a diversos efectos colaterales,
algunos de ellos muy serios.; por tal motivo, se ha disefiado una nueva version,
constituida por una adhesina y un toxoide, que aparentemente ha solucionado la

probiemadtica (20, 91, 92).

Por su parte, las vacunas elaboradas con microorganismos vivos atenuados

también representan un riesgo importante. ya que aquéllos pueden recuperar la
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virulencia en el organismo del! individuo inoculado y provocar la enfermedad
contra la cual se pretende proteger. Ejemplos de lo anterior son: a) una vacuna
contra el colera, constituida por una cepa mutante que no produce toxina
colérica, pero si libera otra toxina -cuya existencia habia pasado por
desapercibida- que ocasion6é diarrea en voluntarios humanos; b) la BCG,
avirtlenta para numerosas personas, puede causar tuberculosis a individuos

inmunocomprometidos, incluidos los enfermos de SIDA (20, 91, 92).
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CONCLUSIONES

e La capacidad bacteriana para establecerse, reproducirse y diseminarse en los
tejidos del hospedero se sustenta en factores de virulencia tales como las
adhesinas, exoenzimas hidroliticas, sideréforos, lipopolisacaridos, cépsulas y

diversas estructuras de superficie.

e Las adhesinas bacterianas incluyen a los pili y a diversas proteinas no
fimbriales; entre estas Gltimas destacan algunas, denominadas invasinas, que

también promueven la invasién intracelular.

e El proceso de polimetizacion/despolimerizacion de la actina localizada en la
superficie de las células del hospedero, es fundamenta] en la invasién
intracelular, ya que da lugar a la formacién de pseudépodos fagocitarios o

estructuras analogas que permiten la internalizacién de la bacteria.

e Las bacterias patdgenas suelen producir enzimas hidroliticas que promueven

la diseminacion, interfieren la fagocitosis y/o escinden a los anticuerpos de la

clase IgA.
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Diversos agentes bacterianos evaden la accién de los anticuerpos,
recubriéndose con sustancias propias, algunas de las cuales semejan a las de

su hospedero o, inclusive, con proteinas sintetizadas por este ltimo.

De acuerde con su estructura y/o su mecanismo de accidn, las exotoxinas se
clasifican en: aj toxinas A-B, b) toxinas que interrumpen la continuidad de las

membranas y, finalmente, ¢} toxinas que actiian como superantigenos,

El lipopolisacarido endotéxico de las bacterias Gram negativas se encuentra
constituido por el lipido A, el antigeno somadtico O y un nicleo
polisacaridico; en el primero de ellos reside su toxicidad y, en el segundo, su
capacidad para unirse al receptor CD'14 (ubicado en las células de la serie

monocito-macréfago).

Los diferentes mecanismos de control génico que permiten a las bacterias su
adaptacion y sobrevivencia dentro del hospedero, se clasifican en alguno de
los siguientes rubros: a) la amplificacion y los rearreglos génicos, b) la

regulacion transcripcional, y c) la regulacion post-transcripcional.

El estudio de los factores de virulencia bacteriana se asocia al disefio de

vacunas eficaces, seguras y de bajo costo.
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