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Advertencia




La medicina es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar las dosis recomendadas, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicados para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.
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Preface


No existe una categoría de ciencia que pueda denominarse aplicada. Existe ciencia y aplicación de la ciencia ligadas entre sí como el fruto y el árbol del que pende.

Louis Pasteur, 1871
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A los profesores y alumnos de todas las áreas de ciencias de la salud con nuestros deseos de que este manual les sea de utilidad para adaptarse a los nuevos tiempos de la vieja ciencia y arte de la microbiología.
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Prólogo


Han transcurrido tan solo siete años desde que se publicara la segunda edición de este excelente texto de Microbiología en ciencias de la salud. Conceptos y aplicaciones. Un período de tiempo que, no por su cortedad y sí, tal vez, por su significación simbólica —recordemos que el número 7 expresa plenitud— ha sido particularmente prolífico y fecundo para las profesiones sanitarias en su conjunto y, entre ellas, para la profesión enfermera en particular.

Un período de tiempo en el que ha sido necesario llevar a cabo una revisión profunda de las nuevas necesidades del sistema sanitario, los recursos humanos que lo vertebran, las nuevas necesidades de salud, el reto de las nuevas tecnologías de la información y la comunicación aplicadas a la sanidad y —cómo no— el eterno reto de los desafíos deontológicos, que, bajo la forma de actitudes, dan forma a estas obras de alfarero que constituyen todas y cada una de nuestras profesiones. Una labor permanente, muchas veces callada y siempre dispuesta a dar lo mejor de sí misma al cuidado de la salud y a la mayor seguridad de los pacientes.

Ese proceso acelerado ha propiciado también que, en estos siete años, hayamos tenido la oportunidad de revisar el texto anterior, incorporando nuevas y brillantes aportaciones y reestructurando algunos temas de cara a su mejor comprensión. Como ya advertíamos en el prólogo a su segunda edición, se trata de un libro de texto que, quien escribe, ha visto nacer y, ahora con mayor autoridad, puede afirmar que constituye un verdadero referente en la materia. Buena prueba de ello es el nuevo texto que, con extraordinaria ilusión, ponemos en manos del lector.

Como enfermero, para quien su oficio lo lleva casi exclusivamente a cuidar de los demás, esto es, a promover la vida, constituye un motivo de orgullo poder actuar de estímulo para la lectura sosegada, seria y verdaderamente académica de un texto que, sin perder un ápice de su esencia científica, es ilustrativo, conociendo la identidad de sus autores, de algo que va más allá de ese propósito puramente científico y que se nos presenta como herramienta para mejorar los cuidados de salud, prevenir la enfermedad y propiciar el mayor bienestar de las personas.

Éste es el verdadero sentido de cualquier libro de texto marcadamente sanitario como lo es el que tengo la oportunidad de presentar. Éste es el motivo de su éxito anticipado y de su consolidación a través de esta edición nueva y actualizada de la que todos los profesionales nos sentimos orgullosos y tras cuya lectura se siente el inmenso honor de compartir un campo tan maravilloso como el de las ciencias de la salud.

En un tiempo en el que no se puede entender la atención sanitaria integral si no es por la convergencia autónoma y, a su vez, interdependiente de todos los profesionales que en ella concurren, esta Microbiología en ciencias de la salud constituye un trabajo de todos y para todos. Y somos también todos y desde luego quien escribe este prólogo los primeros en mostrarnos agradecidos a quienes, como los autores de este libro, con su ciencia, su conciencia y su compromiso, nos ayudan a ser mejores profesionales.

Prof. Dr. Máximo A. González Jurado

Presidente del Consejo General

de Colegios Oficiales de Enfermería de España





Capítulo 1. Conceptos básicos

Manuel de la Rosa Fraile, José Prieto Prieto and José María Navarro Marí




Objetivos de aprendizaje




• La importancia del mundo microbiano.


• La definición de microbiología sanitaria.


• El concepto de microbiología sanitaria a través de la historia, el ámbito y el contenido.


• Los fundamentos de la clasificación de los seres vivos.


• Qué es la denominación e identificación.









1.1. Microbiología: una ciencia apasionante

Hace 150 años apenas se sospechaba la existencia del mundo microbiano, un mundo invisible compuesto por miles de millones de seres vivos dotados de una extraordinaria diversidad de especies, funciones y relaciones. El mundo microbiano pobló la Tierra millones de años antes que los animales superiores y es fundamental en el mantenimiento de la actividad biológica. Los microorganismos desempeñan un papel central en el ciclo del carbono y del nitrógeno, y son capaces de adaptarse a situaciones extremas de temperatura, presión, o contaminación radiactiva o química, a las que sucumbe cualquier otra forma de vida.

Sólo los microorganismos en contacto con la piel y las mucosas del hombre superan en número a las células de nuestros tejidos. Más de 300 especies microbianas potencialmente relacionadas con el hombre ejercen directa o indirectamente toda suerte de efectos favorables: síntesis de vitaminas, procesos digestivos, estímulo inmunológico, etc. Excepcionalmente, sólo unas pocas especies, y en determinadas circunstancias, pueden producir enfermedad en el hombre. A esta última situación dedicamos el libro, pero el alumno no debe olvidar que la enfermedad infecciosa es un resultado excepcional en las relaciones hombre-microorganismo.




1.2. Concepto y definición

La microbiología es una rama de la biología que estudia los organismos microscópicos. Microorganismos, gérmenes, agentes patógenos o simplemente microbios, son términos que utilizaremos indistintamente y como sinónimos en este libro. Esta definición es demasiado simple para conceptuar el mundo microbiano. Por ello, se intenta referir al ámbito sanitario como «la ciencia que estudia los microorganismos capaces de producir enfermedades», y nos aproximamos más si aplicamos la definición de «la ciencia que estudia las relaciones de morfología-estructura-composición y función microbiana, así como las alteraciones que producen los microbios en el huésped humano». No obstante, a pesar de todas las definiciones, confiamos en que el lector comprenda mejor el concepto de la asignatura si analizamos la historia, el ámbito y el contenido.




1.3. Recuerdo histórico

Las etapas del desarrollo de la microbiología suelen coincidir con avances tecnológicos como el microscopio (Leeuwenhoek, siglo xvii), la industria de los colorantes y el uso del agar (medio sólido) a finales del siglo xix, y el microscopio electrónico y la biotecnología en el siglo xx (tabla 1.1).



Tabla 1.1 Resumen histórico de la microbiología sanitaria




	Año
	Protagonista
	Episodio



	1675
	A. van Leeuwenhoek (comerciante holandés)
	Fabrica el primer microscopio, observa y describe los pequeños animalculus




	

1790
	

E. Jenner (médico inglés)
	

Vacuna antivariólica



	

1840
	

I. Semmelweiss (médico austríaco)
	

Intuye la causa de fiebre puerperal y su transmisión por médicos y estudiantes



	

1860
	

Pasteur (químico francés, iniciador de la microbiología moderna)
	

Estudia los microbios que alteran el vino y la cerveza, y establece similitud con infecciones humanas; vacuna del carbunco y la rabia, pasteurización, etc.



	

1867
	

J. Lister (cirujano inglés)
	

Aplica estudios de Pasteur a la prevención de la infección quirúrgica (fig. 1.2)



	

1880
	

R. Koch (médico alemán)
	

Bacilo tuberculoso, postulados, método científico, etc.



	

1909
	

P. Ehrlich (médico alemán)
	

«Bala mágica». Tratamiento de la sífilis, inició la quimioterapia



	

1929
	

A. Fleming (médico inglés)
	

Penicilina



	

1978
	

OMS
	

Declara erradicada la viruela



	

1980
	

Biotecnología, nuevas condiciones de vida
	

Infecciones emergentes (sida, legionelosis, etc.)



	

2002-2003
	

Globalización
	

Síndrome respiratorio agudo severo






Llaman la atención los escasos avances entre 1675 y 1860. Son tiempos de discusiones filosóficas acerca del origen de la vida, en los que destacan Redi, Spallanzani y, cien años más tarde, Pasteur, demostrando el error de la teoría de la generación espontánea. En la primera mitad del siglo xix, Semmelweiss establece la naturaleza contagiosa de la fiebre puerperal y su prevención mediante la desinfección de las manos. A finales del siglo xix un gran número de científicos, entre los que destacan Pasteur (fig. 1.1) y Koch, dan un extraordinario impulso a la microbiología. Lister (fig. 1.2) aplica los estudios de Pasteur a la prevención de la infección quirúrgica. En sólo 20 años se descubre la causa de 25 enfermedades provocadas por bacterias, algunas tan importantes como la tuberculosis, el carbunco, el cólera, la fiebre tifoidea o la peste, que ocasionaban estragos en aquella época.
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Figura 1.1 
A) Pasteur en su laboratorio. B) Experimentos de Pasteur que demostraban la no existencia de generación espontánea. En los frascos con caldo estéril no aparecen microorganismos, a pesar de comunicarse con el exterior por un «cuello de cisne» que atrapa los microorganismos del aire.
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Figura 1.2 
Joseph Lister utilizando un aerosol de fenol durante una operación, para reducir la incidencia de infección quirúrgica.








El último tercio del siglo xx nos deja un sabor agridulce, al frustrarse parcialmente el control de las infecciones, tras la euforia de la erradicación de la viruela y la aparición de numerosas enfermedades emergentes. Aparecen además nuevos problemas como la resistencia a los antimicrobianos, la infección del edificio enfermo o la infección de trasplantados y las amenazas de pandemias (mal de las vacas locas, gripe aviar, gripe A). A pesar de todo, el conocimiento en microbiología (patogenia, diagnóstico, etc.) ha avanzado más en los últimos 25 años que en el resto de la historia.




1.4. Ámbito

Aunque por la avalancha de conocimientos se han pretendido delimitar especialidades (virología, seroinmunología, parasitología, quimioterapia, biología molecular, etc.), la realidad actual radica en una visión más general. Todo está relacionado, y nuestra asignatura es un ejemplo.

El uso de microorganismos «domesticados» nos abre el camino de la microbiología industrial. Son la base de la fabricación de pan, vino, cerveza, queso, probióticos (yogur, alimentos fermentados) y la producción de sustancias químicas (metano, vitaminas, antibióticos, etc.). Por ingeniería genética, los microorganismos son potenciales fabricantes de cualquier compuesto orgánico. Son motivo de atención en la agricultura, contaminación ambiental y biodeterioro. El aspecto más negativo radica en su posible uso como arma biológica en conflictos bélicos.

En el ámbito sanitario, el interés de la microbiología es común a varias disciplinas: medicina, enfermería, odontología, veterinaria (zoonosis o infecciones que pasan al hombre), alimentación y farmacia, sobre todo. Incluso desde el punto de vista científico es inseparable de los estudios de genética y bioquímica.




1.5. Contenidos

La microbiología sanitaria se ocupa fundamentalmente del estudio de los microorganismos que producen enfermedad. Éstos engloban bacterias, hongos, virus, protozoos, helmintos y artrópodos, que se estudian en los apartados de bacteriología, micología, virología y parasitología (protozoos, helmintos y artrópodos), respectivamente. En nuestro libro estos apartados van precedidos de unos capítulos generales (los 7 siguientes capítulos) en los que se asientan las bases de estructura, composición y función, genética y quimioterapia, así como las relaciones microorganismo-huésped. Los capítulos 9 y 10 tratan las características generales del diagnóstico de las enfermedades infecciosas, aspecto importantísimo en esta disciplina. La parte específica se ocupa del estudio de los agentes etiológicos (microbios patógenos) más importantes. En todos ellos se abordarán las características biológicas fundamentales con la finalidad de: a) conocer cómo producen la enfermedad (patogenia); b) por qué producen el cuadro clínico; c) hacer el diagnóstico etiológico y, según en qué caso, d) cómo hacer el tratamiento y prevención. Dedicamos también algunos capítulos a las enfermedades infecciosas más relevantes. Los últimos capítulos son de carácter práctico, referidos al control y prevención de la infección, mediante la esterilización, desinfección e inmunización. Aunque se citan a lo largo de la asignatura, hemos preferido situarlos al final por su interés sanitario y así, tras conocer la asignatura, creemos que el lector estará más capacitado para determinar la importancia de su aplicación.




1.6. Clasificación

Consiste en agrupar los organismos atendiendo a sus características. Cuando se habla de unos pocos objetos o individuos es fácil entenderse, pero si pretendemos estudiar los seres vivos o más concretamente el mundo microbiano, tenemos que clasificarlos y denominarlos para hablar el mismo idioma. Así, al citar por ejemplo Escherichia coli, los interlocutores sabrán a qué microorganismo, con sus características biológicas y patogénicas, nos referimos, de entre los miles de especies de bacterias existentes. En estos dos aspectos, clasificación y nomenclatura, consiste la taxonomía.

Hay muchos criterios o formas de clasificar los microorganismos (p. ej., el tamaño), pero por su plasticidad y variabilidad es más científico clasificarlos por su nivel de organización.


1.6.1. Clasificación por tamaño




• Virus: son los microorganismos patógenos más pequeños que se conocen, no visibles por el microscopio óptico; son parásitos intracelulares obligados y tienen un solo tipo de ácido nucleico (ADN o ARN), pero no los dos. Sus dimensiones oscilan entre 20 y 300 nanómetros (nanómetro=nm=1/1.000 micras=10−9 metros).



• Bacterias: más grandes y complejas que los virus (fig. 1.3), normalmente son visibles por el microscopio óptico. Poseen ambos tipos de ácidos nucleicos (ADN y ARN). Sus dimensiones oscilan entre 0,2 y 2μm.
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Figura 1.3 
Clasificación por tamaños de los microorganismos.










• Hongos: mayores que las bacterias.


• Parásitos: término que se utiliza para referirse a diversos microorganismos, protozoos y organismos pluricelulares (principalmente gusanos), capaces de producir enfermedades.





A simple vista se puede observar una partícula que mida aproximadamente 0,1mm (100μm) (equivalente a la punta de un alfiler o a lo que sería el tamaño de 100 bacterias juntas). 





1.6.2. Clasificación por nivel de organización

Tradicionalmente se admitían el reino animal y el reino vegetal, pero el descubrimiento del mundo microbiano desorientó a los taxonomistas. Los avances en el conocimiento estructural y funcional han permitido establecer una clasificación donde los agentes de importancia sanitaria se sitúan como se presenta en la tabla 1.2.



Tabla 1.2 Nivel de organización de los seres vivos




	Nivel de organización celular
	Super-reino
	Reino
	Agentes patógenos



	Compleja pluricelular
	Eucariota
	Animal
	Artrópodos



	
	
	
	Helmintos



	
	
	Fungi
	Hongos



	Compleja unicelular
	
	Fungi
	Hongos (levaduras)



	
	
	Animal
	Protozoos



	Elemental unicelular
	Procariota
	Protista
	Bacterias



	Elemental acelular
	
	
	Virus



	
	
	
	Priones






Los virus y priones son agentes infecciosos, pero no se les ha reconocido ni clasificado entre los seres vivos. Por otro lado, el reino vegetal no tiene interés infeccioso para nosotros, y por tanto no se trata en este libro.

Los reinos se subdividen en clases en las que se incluyen los órdenes (fig. 1.4). Cada orden engloba una o varias familias en las que se agrupan los géneros, y en éstos las especies y los tipos. La categoría básica es la especie, constituida por los individuos o cepas de gran parecido y características comunes. La homología (afinidad) de ácidos nucleicos, sobre todo de los ARN ribosómicos, es clave para definir la pertenencia a una especie determinada. En microbiología suele llamarse aislado o aislamiento a un microorganismo único obtenido desde un enfermo. Una cepa es el conjunto de individuos obtenidos en cultivo puro descendientes de un solo aislamiento. Un clon corresponde a los descendientes de un individuo. El concepto de clon reviste gran interés en epidemiología. En muchos casos, cepa y clon se consideran sinónimos.
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Figura 1.4 
Ordenación de los microorganismos.













1.7. Nomenclatura

Como para todos los seres vivos (p. ej., Homo sapiens), se utiliza el sistema binomial de Linneo (1758). Se refiere a la designación científica con nombres admitidos internacionalmente (en general nombres en latín o griego).

Los nombres de cada especie constan de dos palabras. La primera, denominada género (que puede ser común a varias especies), se basa en el descubridor o en algún microbiólogo destacado (p. ej., Escherich=Escherichia), en un lugar geográfico u organización (p. ej., Legionella) o en alguna de sus características, como Staphylococcus (racimo). A esta primera palabra (género) se le pone un «apellido» adecuado (epíteto) para cada especie basado en alguna característica típica del microorganismo o de la enfermedad que produce. Por ejemplo, Escherichia coli (colon), Staphylococcus aureus (dorado), Legionella pneumophila (pulmón). El nombre que corresponde al género se escribe con mayúscula, y el «apellido» que caracteriza la especie con minúscula. Ambos se escribirán en cursiva (o subrayados), diferenciándose del resto del texto. Cuando nos referimos a especies es frecuente (siempre que no se preste a errores) abreviar el nombre del género utilizando la inicial seguida de un punto, así Escherichia coli suele abreviarse como E. coli. Cuando nos referimos al conjunto de todas las especies de un género, después del nombre del género se suelen añadir las letras spp. (p. ej., Legionella spp. significa todas las especies del género Legionella) y cuando nos referimos a una sola especie dentro de un género, pero no sabemos exactamente cuál es, añadimos sp. (p. ej., Legionella sp. significa una especie de Legionella que sólo hemos identificado por el género).

Cuando hablamos de E. coli O157:H7 hablamos de un serotipo (grupo de microorganismos dentro de esa especie que comparten determinados antígenos) de la especie E. coli perteneciente al género Escherichia, de la familia Enterobacteriaceae.

Es también frecuente la utilización de nombres «populares» o coloquiales para algunos microorganismos. Estos nombres populares hacen referencia a alguna característica importante, como su forma, la enfermedad que causan o su descubridor. Así, Escherichia coli=E. coli=colibacilo (bacilo del intestino); Neisseria meningitidis=meningococo (coco causante de la meningitis); Mycobacterium leprae=bacilo de Hensen (su descubridor)=bacilo de la lepra.

Cuando estamos ante un microbio patógeno obtenido (aislado) a partir de un enfermo o del ambiente, sus características patogénicas, morfológicas, de tinción, bioquímicas, serológicas, análisis genético, etc., nos permiten superponer sus propiedades a las previamente descritas, es decir, encuadrarlas sucesivamente en una familia, género y especie, llegando a lo que llamamos identificación, que puede equivaler al diagnóstico. Una vez identificado un microorganismo, a veces es necesario efectuar el tipado, que consiste en identificar grupos de microorganismos dentro de la especie, de tal manera que nos permita concluir si dos o varios aislados distintos (p. ej., la misma especie bacteriana aislada de diversos pacientes) corresponden a un único clon o pertenecen a clones diferentes. La identificación es trascendental para el diagnóstico y tratamiento. El tipado permite marcar o trazar el recorrido y verificar cómo se diseminan los agentes patógenos, lo que es de gran interés en epidemiología para descubrir, por ejemplo, el origen y evolución de brotes y epidemias.




1.8. Postulados de Koch

En 1880 Koch establece sus llamados postulados o criterios que se deben cumplir para decidir si un determinado microbio es el agente causal de una determinada enfermedad infecciosa:



1. En una enfermedad infecciosa el microorganismo causante se encuentra en el enfermo en todos los casos.


2. El organismo debe poder ser cultivado a partir de los productos o secreciones del enfermo en todas las ocasiones.


3. El microorganismo debe reproducir la enfermedad cuando es inoculado a un animal susceptible.


4. El microorganismo debe poder ser de nuevo recuperado (cultivado) a partir del animal experimentalmente infectado.







Con posterioridad al establecimiento de los postulados de Koch se descubrieron los virus, microorganismos que no crecen en medios artificiales sin células como hacen las bacterias.

Actualmente, también se conoce que existen enfermedades que para su desarrollo requieren la colaboración de más de un microorganismo (coinfecciones o enfermedades polimicrobianas) (bacterias, hongos, protozoos y virus) (p. ej., la vaginosis bacteriana [sección 28.3.3], la enfermedad periodontal [sección 34.2]) y que algunos microorganismos son capaces de causar no una sola sino diversas enfermedades (p. ej., Staphylococcus aureus [sección 11.1.1] y Escherichia coli [sección 13.1.3].

A pesar de estos problemas, la aplicación rigurosa de los postulados de Koch permitió el rápido descubrimiento de los agentes etiológicos de la mayoría de las enfermedades infecciosas importantes; por ejemplo, el cólera (Vibrio cholerae, Koch) en 1183; la fiebre de Malta (Brucella, Bruce) en 1887, la sífilis (Treponema pallidum, Shaudinn y Hoffman) en 1905, etc.









Capítulo 2. La célula bacteriana

Ramón Cisterna Cáncer, Alfonso Ruiz Bravo López and María del Carmen Ramos Tejera




Objetivos de aprendizaje




• Los métodos de observación de las bacterias.


• Los fundamentos de las técnicas de cultivo.


• Las principales características morfológicas de las bacterias.


• La función de las diferentes estructuras.


• Los fundamentos de la identificación de las bacterias.








El pequeño tamaño, la transparencia que dificulta su observación y el desconocimiento de algunas características metabólicas y antigénicas explican que el mundo microbiano estuviera asentado hasta hace poco en la ignorancia humana. Sencillos, pero ingeniosos métodos, han permitido conocer lo que hoy sabemos de las bacterias. Revisaremos los más habituales.


2.1. Métodos de estudio


2.1.1. El microscopio

El microscopio óptico permite ampliar el tamaño de las imágenes. Es decir, aumenta la capacidad de observar dos puntos muy próximos, que a simple vista parecen un único punto, como puntos separados, lo que se denomina poder de resolución del microscopio. Los microscopios ópticos no resuelven más de 0,2μm (micras o milésimas de milímetro), pero es suficiente para observar la mayoría de las bacterias, no así los virus. Normalmente se utilizan los llamados microscopios compuestos (fig. 2.1), que constan de un sistema de iluminación (lámpara y condensador), un grupo de lentes próximas al objeto que hay que estudiar (objetivo) y otro grupo de lentes próximas a los ojos del observador (ocular). El aumento total se calcula multiplicando los aumentos del objetivo por los del ocular, pudiendo llegar hasta 1.250 aumentos.
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Figura 2.1 
Microscopio compuesto.








Los condensadores especiales de campo oscuro, que iluminan oblicuamente las muestras, permiten aumentar algo la resolución de los microscopios. Son útiles para observar bacterias muy finas, como el agente causante de la sífilis.

Los microscopios electrónicos utilizan haces de electrones en vez de luz y permiten observar objetos mucho más pequeños (p. ej., 0,001μm) que el microscopio óptico, como son los virus o estructuras bacterianas.

Los objetos que van a observarse al microscopio se denominan preparaciones, que normalmente se elaboran depositando una gota de la muestra problema sobre el vidrio(portaobjetos), se deja secar y se aplican colorantes especiales (tinciones).

Cuando la observación al microscopio se realiza directamente en preparaciones sin secar ni teñir, hablamos de examen en fresco. Las preparaciones en fresco se utilizan, por ejemplo, en el examen de heces para la observación de parásitos (protozoos, huevos de gusanos) o para observar la movilidad de bacterias.




2.1.2. Tinciones

Son procedimientos usados para teñir, y así visualizar, diferentes microorganismos, entre ellos las bacterias, que normalmente no serían visibles al microscopio óptico por ser transparentes. Las tinciones se efectúan generalmente sobre bacterias desecadas y calentadas para coagular sus proteínas (fijación).



1. Tinción de Gram: es la más importante, es una prueba rápida y sencilla, y la que más se emplea para observar las bacterias; utiliza un colorante (violeta), un mordiente o fijador del colorante (yodo), un decolorante (alcohol) y otro colorante (normalmente rojo, como safranina) para teñir de diferente color las bacterias que se decoloraron en la primera fase de la tinción (fig. 2.2).
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Figura 2.2 
Tinción de Gram.








La tinción de Gram permite clasificar las bacterias en gramnegativas (se decoloran con el alcohol y vuelven a colorearse con el segundo colorante, por lo que se ven rojas) y grampositivas (no se decoloran con el alcohol y siguen de color violeta).



2. Tinción ácido-alcohol resistente o de Ziehl: es útil para el estudio de las micobacterias, cuya compleja pared dificulta la tinción de Gram. Se tiñe la preparación calentándola con el colorante rojo fucsina, después se decolora con una mezcla de alcohol y ácido, y por último se tiñe otra vez con azul de metileno. Las bacterias ácido-alcohol resistentes, como el bacilo tuberculoso o el de la lepra, se ven de color rojo (no se han decolorado con el ácido-alcohol) y las demás se ven azules o verdes. 






Existen otras muchas tinciones para observar estructuras especiales en las bacterias. Así, hay tinciones para cápsulas, esporas, flagelos, etc. Para la observación de protozoos parásitos en sangre suele utilizarse la tinción habitual de frotis sanguíneos (tinción de Giemsa).






2.2. Medios de cultivo

El crecimiento bacteriano fuera de su hábitat natural (p. ej., cuando se realiza en el laboratorio) se denomina crecimiento en cultivo. Un cultivo es una población de microorganismos que crece en un medio artificial, y el soporte que permite el crecimiento de las bacterias fuera de su hábitat se llama medio de cultivo.

Los medios de cultivo permiten obtener poblaciones de bacterias in vitro, es decir, en el laboratorio, en contraste con el desarrollo de un microorganismo en un huésped viviente o in vivo.

Los medios de cultivo son mezclas complejas de sustancias químicas y/o productos naturales (proteínas, sangre, suero, etc.) capaces de soportar el crecimiento de las bacterias. Pueden ser líquidos o sólidos.

Los medios de cultivo sólidos son medios líquidos a los que se añade una sustancia (normalmente agar) para que solidifiquen y adquieran consistencia. Los medios de cultivo pueden prepararse mezclando cuidadosamente los diversos componentes, después disolviéndolos (normalmente por calentamiento) y esterilizando el medio ya completo (generalmente en autoclave). También pueden adquirirse en forma deshidratada (seca), listos para proceder a su inmediata preparación con agua destilada y esterilización. Actualmente la mayoría de los medios de cultivo que se utilizan en los laboratorios de microbiología clínica se adquieren ya de forma preparada por diversos fabricantes industriales.

Los medios de cultivo sólidos suelen utilizarse en el laboratorio en unos recipientes especiales de plástico (antes eran de vidrio) denominados placas de Petri, en forma de pequeños platos con tapa (fig. 2.3).
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Figura 2.3 
Placas de Petri con medio de cultivo sólido.








El hecho de depositar una muestra en un medio de cultivo para intentar que los microorganismos que pueda haber en ella crezcan en el medio se llama siembra.


• Medios enriquecidos: contienen la mayoría de factores necesarios para el crecimiento de casi todas las bacterias, incluso las exigentes. Estos medios suelen contener mezclas complejas de productos biológicos, como hidrolizados proteicos especiales de tejidos animales, extractos de tejido (p. ej., infusión de corazón, cerebro), sangre (p. ej., agar sangre), hemoglobina (agar chocolate), extracto de levadura, suplementos de vitaminas y coenzimas, etc.


• Medios definidos: su composición se conoce exactamente por estar compuestos de mezclas de sustancias químicas puras.


• Medios selectivos: se les añaden determinadas sustancias (p. ej., antibióticos, metales colorantes) que favorecen el crecimiento de unas especies de bacterias e inhiben el crecimiento de otras.


• Medios de enriquecimiento: medios selectivos líquidos, especialmente preparados para el desarrollo selectivo de determinadas especies bacterianas que pueden estar en pequeña cantidad en algunas muestras; se utilizan antes de su aislamiento en medios sólidos.


• Medios diferenciales: permiten estudiar propiedades bioquímicas de las bacterias. Se utilizan para determinar caracteres bioquímicos con los que se identifican las bacterias.


• Medios de transporte: no son realmente medios de cultivo, dado que su propósito es la conservación de muestras para estudios microbiológicos. Estos medios intentan evitar la multiplicación de los microorganismos existentes en la muestra y, simultáneamente, impedir que pierdan su viabilidad (mueran) las bacterias más delicadas, como Neisseria gonorrhoeae (gonococo). Existen diversos tipos de medios de transporte, según el tipo de microorganismo que se quiera investigar. Los más conocidos son el de Stuart y el de Amies, destinados a la conservación de muestras para estudios bacteriológicos. Existen otros medios de transporte para otros propósitos, como la conservación de anaerobios, la conservación de virus, etc.








2.3. Bacterias: morfología, agrupaciones y estructuras

En general, las bacterias son microorganismos unicelulares mucho más simples que las células eucariotas (tabla 2.1). Su tamaño puede variar entre 0,2 y 5μm (milésimas de milímetro), aproximadamente (fig. 2.4).



Tabla 2.1 Diferencias entre células eucariotas y procariotas




	
	Procariotas
	Eucariotas



	Membrana nuclear
	No
	Sí



	Número de cromosomas
	1
	Múltiples



	Tipo de cromosomas
	Circular
	Lineal



	División por mitosis
	No
	Sí



	Mitocondrias
	No
	Sí



	Ribosomas
	70S
	80S
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Figura 2.4 
Formas de bacterias.








La mayoría de las bacterias tienen una envoltura rígida o pared bacteriana que determina su forma: esférica, cocos; cilíndrica (alargada), bacilos; cocobacilos (bacilos cortos redondeados); helicoidal, espiroquetas, etc. (fig. 2.5).
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Figura 2.5 
Formas de bacterias.








En ocasiones, sobre todo dependiendo de las condiciones de cultivo (edad del cultivo, tipo de medio sólido o líquido, presencia de antibióticos, etc.), una misma especie puede presentar morfología variable. A este fenómeno se le denomina pleomorfismo. Las bacterias a veces no se dividen totalmente, no se individualizan, y entonces dan lugar a agrupaciones de diferentes formas: cadenas (estreptococos), racimos (estafilococos), conjuntos de dos (diplococos) (v. fig. 2.5) en ángulo o «en empalizada» (difteroides).


2.3.1. Estructuras externas: pared

La pared bacteriana, además de dar la forma a la bacteria, la protege, por su rigidez, de los cambios osmóticos. Su conocimiento permite numerosas aplicaciones prácticas (tabla 2.2).



Tabla 2.2 Funciones de la pared bacteriana


	
• Exoesqueleto» (forma y resistencia a presión)


• Permeabilidad (porinas)



• Patogenicidad


– Receptores de unión al epitelio, etc.


– Endotoxinas (lipopolisacárido [LPS] endotóxico)








• Diagnóstico


– Diferente afinidad en Gram


– Especificidad antígeno (reacciones serológicas)


– Receptor de fagos (fagotipia)







• Diana terapéutica (acción de antibióticos)








Químicamente, la parte rígida de la pared bacteriana es un compuesto llamado peptidoglucano, polímero en forma de red formada por largas cadenas lineales de moléculas (N-acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico) unidas por enlaces cruzados entre ellas (fig. 2.6). Esta especie de red envuelve toda la célula bacteriana y le da forma.


	[image: B9788480866927000026/f02-06-9788480866927.jpg is missing]


	
Figura 2.6 
Peptidoglucano








La tinción de Gram (llamada así en honor a su descubridor) divide las bacterias en grampositivas y gramnegativas. Esta tinción (v. fig. 2.2) constituye uno de los elementos más importantes de la clasificación de las bacterias, pues el hecho de que una bacteria sea grampositiva o gramnegativa depende de la presencia de elementos importantes de la composición de la pared bacteriana. Existen también algunas bacterias que no se tiñen o se tiñen irregularmente con el método de Gram, y por ello no son visibles en las preparaciones cuando se utiliza esta tinción (p. ej., las bacterias del género Legionella), o son variables, respectivamente.

En las bacterias gramnegativas, la pared está formada por dos capas. La capa interna está compuesta por peptidoglucano. La capa externa contiene unas moléculas llamadas lipopolisacáridos. Estos lipopolisacáridos de las bacterias gramnegativas son sustancias tóxicas: se denominan endotoxinas y son responsables de algunas de las consecuencias más graves de las infecciones (tabla 2.3).



Tabla 2.3 Características de la pared bacteriana




	
	Grampositivas
	Gramnegativas



	Aspecto exterior
	Homogéneo
	Rugoso



	Estructura
	Monodérmica 
(una sola capa)
	Bidérmica 
(dos capas)



	Espesor
	Grueso (200-500 Å)
	Fino (100-150 Å)



	Componentes destacables
	Ácidos teicoicos
	Lipopolisácarido endotóxico



	Tinción de Gram
	Azul-violeta
	Rojo






En las bacterias grampositivas, la capa de peptidoglucano es mucho más gruesa y la pared sólo contiene una capa. El peptidoglucano existe en todas las células procariotas y su bloqueo por medio de antibióticos es un arma excelente contra las infecciones bacterianas.

Existen algunas bacterias sin pared bacteriana, bien porque carecen de ella (Mycoplasma) o bien porque se ha impedido su síntesis con antibióticos.

En las bacterias existen diversas estructuras externas que sobresalen de la célula (v. Figura 2.4 and Figura 2.5, tabla 2.4). 




Tabla 2.4 Estructuras bacterianas




	
	Superficiales
	Internas



	Constantes
	Pared
	Membrana



	
	
	Citoplasma



	
	
	Cromosoma



	
	
	Ribosomas



	Inconstantes
	Cápsula
	Esporas



	
	Flagelos
	Inclusiones



	
	Pili
	Plásmidos







1. Flagelos: filamentos largos que hacen moverse a la bacteria. Los flagelos se sitúan de forma característica en la pared bacteriana. En las bacterias con un solo flagelo, éste se sitúa en general en el extremo de las bacterias alargadas (flagelo polar). Si existen múltiples flagelos, éstos pueden estar situados como un penacho de flagelos polares o estar dispuestos alrededor de la bacteria.


2. Fimbrias opili: filamentos cortos, rígidos y muy finos (no visibles al microscopio óptico), responsables de la adherencia de las bacterias a los tejidos (la adherencia bacteriana es un requisito importante para que se produzca infección). Algunos pili están relacionados con el intercambio de material genético entre bacterias (conjugación).


3. Cápsula: capa de material amorfo usualmente de naturaleza polisacárida que rodea la pared en muchas bacterias. Su presencia es factor importante de virulencia, pues dificulta la fagocitosis.








2.3.2. Estructuras internas

Las bacterias se denominan procariotas, porque no contienen un núcleo definido, en contraste con las células eucariotas, que sí poseen núcleo (v. tabla 2.1). La diferencia fundamental entre bacterias y eucariotas es que el cromosoma o genoma bacteriano es una única molécula circular de doble hélice de ADN, no separada del resto del citoplasma por una membrana nuclear (v. tabla 2.1 y fig. 2.4). Las bacterias a menudo contienen plásmidos: pequeñas moléculas de ADN circular no pertenecientes al cromosoma.

En todas las bacterias, debajo de la pared se sitúa la membrana citoplasmática, de composición fosfolipídica y proteica. Tiene importantes funciones: barrera de permeabilidad (regulación osmótica, metabólica y de excreción de enzimas, toxinas, etc.), sede de reacciones energéticas de fosforilación oxidativa, sustrato para la síntesis de polímeros de la pared y diana de acción de algunos antibióticos y detergentes. Esta membrana delimita el citoplasma celular, sistema coloidal que contiene el cromosoma (equivalente nuclear), los ribosomas y las inclusiones, cuando existen.


Esporas: formas de resistencia producidas por bacterias de los géneros Bacillus (aerobios) y Clostridium (anaerobios), que les permiten sobrevivir en condiciones adversas. Las esporas son unas estructuras densas en las que se transforman las bacterias para resistir el calor o la desecación, y son muy resistentes a la acción de los desinfectantes. Cuando las condiciones vuelven a ser favorables, las esporas germinan y dan lugar de nuevo a bacterias en forma vegetativa.






2.4. Fisiología: nutrición, crecimiento y aislamiento de las bacterias

Las bacterias se multiplican por división binaria. En condiciones óptimas, las bacterias de crecimiento rápido (p. ej., Escherichia coli) pueden llegar a dividirse cada 20 minutos.

Las bacterias, como todas las células, requieren nutrientes para multiplicarse; el crecimiento (y multiplicación) de las bacterias requiere:


1. Materiales para la síntesis de sus elementos estructurales y para su metabolismo (proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, etc.).


2. Suministro de energía: en algunas bacterias, esta energía puede obtenerse de forma sencilla, aprovechando la luz (fotosíntesis) u oxidando sales minerales; o de forma compleja, como es el caso de los patógenos, por oxidación o por fermentación (oxidación sin oxígeno) de compuestos orgánicos más complejos.





En algunas bacterias, los materiales para la síntesis de sus biomoléculas pueden obtenerse a partir de elementos muy simples (p. ej., CO2, nitratos) y en otras se requieren moléculas preformadas mucho más complejas que han de obtenerse a partir de productos de degradación de macromoléculas complejas (p. ej., de proteínas). Este tipo de bacterias que para crecer en el laboratorio necesitan medios de composición compleja, en cuya fórmula se usan productos de origen biológico, se llaman bacterias exigentes (algunas bacterias exigentes pueden requerir para crecer la presencia en el medio de cultivo de sangre, vitaminas, lípidos especiales, etc.).

Análogamente a las técnicas y medios utilizados para cultivos de bacterias, existen técnicas y medios de cultivo aplicables a hongos, protozoos, gusanos y para células animales y vegetales (cultivos celulares).




2.5. Crecimiento bacteriano


2.5.1. Condiciones ambientales y crecimiento bacteriano




1. Agua: requerimiento absoluto para el crecimiento de las bacterias. En general, al menos el 80% de la masa de las bacterias es agua, por lo que la disponibilidad de agua gobierna el tamaño de muchas poblaciones bacterianas, como ocurre con la cantidad de bacterias que hay en la piel.



2. Oxígeno: las bacterias difieren en sus necesidades de oxígeno molecular para crecer. Las bacterias que son capaces de usar el oxígeno como aceptor final de electrones en su cadena respiratoria crecen en la atmósfera habitual (aerobiosis) que contiene aproximadamente un 21% de oxígeno y se denominan aerobias. Aquellas bacterias que crecen sin la presencia de oxígeno (anaerobiosis) se denominan anaerobias. Son bacterias aerobias estrictas aquellas que no pueden crecer en anaerobiosis y anaerobias estrictas aquellas que no pueden crecer en aerobiosis; bacterias facultativas son las que crecen en aerobiosis y anaerobiosis. Las bacterias incapaces de usar el oxígeno como aceptor final en su respiración pero que crecen en presencia de oxígeno se llaman aerotolerantes.

Determinadas bacterias, al crecer en presencia de oxígeno, producen agua oxigenada, que es muy tóxica, y por ello poseen una enzima denominada catalasa, que cataliza la descomposición del agua oxigenada. El tipo de respuesta de las distintas bacterias al oxígeno es muy importante (es decir, la determinación de si son aerobias, anaerobias o facultativas) en el trabajo de laboratorio, ya que las muestras donde se quieren obtener cultivos bacterianos han de ser incubadas en la atmósfera adecuada para su crecimiento.

La necesidad de oxígeno de algunas bacterias influye, a veces, en su virulencia y en las enfermedades que producen. Así, determinadas bacterias causantes de la gangrena (secciones 12.4 y 30.3) no pueden desarrollarse en tejidos normales bien vascularizados, que tengan un suministro de oxígeno adecuado.



3. Anhídrido carbónico: muchas bacterias patógenas, como los meningococos, requieren para su cultivo un contenido de un 5-10% de CO2 en la atmósfera. Esta atmósfera se logra fácilmente en un recipiente con una vela encendida. Cerrando el recipiente, la vela se apaga al llegar a la proporción citada de CO2.



4. Temperatura: las bacterias también difieren en su temperatura óptima de crecimiento.


a. Psicrófilas: óptimo por debajo de 20°C.


b. Mesófilas: entre 20 y 40°C.


c. Termófilas: entre 55 y 80°C. La mayoría de las bacterias patógenas son mesófilas y crecen mejor a temperaturas de alrededor de 37°C (temperatura del cuerpo humano).







5. pH: como cabía esperar, el pH óptimo para el desarrollo de las bacterias que producen enfermedad en el hombre es el pH fisiológico 7,2.


6. Productos metabólicos bacterianos: además de la producción de energía por los diferentes mecanismos citados anteriormente para las funciones fisiológicas, las bacterias sintetizan componentes que son transportados para formar las diferentes estructuras (cápsula, pared, flagelo, etc.) a gran velocidad. Una bacteria de E. coli «fabrica» una bacteria hija en 18-20min. Además, las bacterias producen y anabolizan una gran cantidad de sustancias de gran interés (diagnóstico, patogénico, industrial, ecológico), como es el caso de pigmentos, toxinas, vitaminas, antibióticos, bacteriocinas, etc.








2.5.2. Valoración del crecimiento bacteriano




1. Cualitativo: cuando una célula bacteriana se siembra en la superficie de un medio sólido, se multiplica in situ dando lugar a una colonia que contiene millones de células que pueden observarse a simple vista. El tamaño varía desde puntiforme (como la punta de un alfiler) hasta 1cm de diámetro según la especie, el medio, el tiempo de incubación, etc. Asimismo, la forma, consistencia, color, etc., son variables. Este tipo de cultivo es de gran interés para la obtención de cultivos puros, para el diagnóstico y para el antibiograma.


2. Cuantitativo: se estudia fundamentalmente en medio líquido y tiene gran interés en estudios de poblaciones, metabólicos, industriales, etc.








2.5.3. Fases del crecimiento bacteriano

Cuando una población bacteriana es transferida a un nuevo medio de cultivo líquido, comienza a multiplicarse de acuerdo con la dinámica que se muestra en la figura 2.7.
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Figura 2.7 
Fases del crecimiento bacteriano (medio líquido).








En el crecimiento de una población bacteriana pueden distinguirse 4 fases principales: 



1. Fase lag: período de adaptación antes de comenzar a multiplicarse.


2. Fase exponencial: la multiplicación bacteriana se acelera enormemente y en cada generación se produce un número de bacterias proporcional a las existentes.


3. Fase estacionaria: se alcanza cuando se consumen los elementos nutritivos y el número de bacterias se mantiene estable.


4. Fase de declive: las bacterias comienzan a morir.








2.5.4. Formación de biofilms

En ciertas circunstancias, algunas bacterias y asociaciones de bacterias pueden crecer adheridas a superficies y no como elementos individuales. Este tipo de crecimiento bacteriano normalmente se efectúa en el interior de una acumulación de sustancias segregadas por las propias bacterias que forman unas estructuras llamadas glicocálix (en general de tipo polisacárido). Este tipo de estructuras bacterianas son muy importantes en el desarrollo de determinadas infecciones en algunos tejidos como las encías y los dientes (enfermedad periodontal [sección 34.2]) o las válvulas cardíacas (endocarditis), y desempeña también un papel fundamental en el establecimiento de infecciones que se desarrollan sobre material de prótesis (p. ej., prótesis cardíacas) o catéteres.

Cuando las bacterias crecen en estas condiciones pueden escapar a la acción defensiva del sistema inmune y ser muy difíciles de tratar con antibióticos, pues la mayoría de los antibióticos no difunden fácilmente a través de la materia que forma el glicocálix que engloba a estas bacterias.




2.5.5. Aislamiento de microorganismos. Cultivos puros. Recuento de bacterias

En la naturaleza y formando parte de la flora normal o patológica de diversos huéspedes, no suelen encontrarse poblaciones bacterianas integradas por una única especie. Al contrario, suelen encontrarse mezclas de bacterias, a menudo muy complejas, con cientos de especies (como en el intestino grueso, vagina, sarro dentario).

Para estudiar una bacteria en el laboratorio e identificarla es necesario tener una población bacteriana homogénea. Estas poblaciones bacterianas homogéneas que normalmente se obtienen como una población de bacterias descendiente de una sola bacteria (clon) se denominan cultivos puros. Las técnicas que permiten obtener cultivos puros a partir de mezclas de bacterias, separando las diversas especies existentes en la mezcla, reciben el nombre de técnicas de aislamiento.

Cuando se cultiva una muestra patológica para diagnosticar una infección, lo primero que se hace es sembrar la muestra en un medio de cultivo apropiado para que el microorganismo que buscamos crezca. A esto se llama recuperar el microorganismo.

Si como resultado de esta siembra obtenemos colonias aisladas que nos permiten obtener cultivos puros, decimos que hemos aislado este microorganismo. La expresión técnicas de aislamiento referida a microorganismos tiene un significado completamente distinto que cuando se refiere a las técnicas de aislamiento de enfermos, y no debe confundirse con ellas.

La técnica de aislamiento más utilizada en los laboratorios de microbiología es la siembra por agotamiento de una porción de la muestra o del cultivo en la superficie de una placa de Petri, que contiene un medio de cultivo sólido. Esta siembra se realiza con un alambre especial (nicron o platino), que forma un bucle en la punta. Este dispositivo de siembra se denomina asa de platino o asa de siembra; las asas de siembra que suelen utilizarse hoy día son de plástico desechable.

Por este procedimiento, cada bacteria viable (viva) aislada en la superficie del medio sólido se desarrollará hasta formar un cúmulo de bacterias, que se hace visible como una colonia aislada. Por ello, las bacterias viables existentes en una muestra se denominan unidades formadoras de colonias (UFC).

A menudo, al cultivar una muestra para identificar el agente causante de una infección encontramos que, si la muestra se ha conservado sin cuidado, durante la conservación se produce un crecimiento rápido de otras bacterias de la muestra. Este crecimiento puede enmascarar el de la bacteria que queremos identificar, fenómeno que se denomina sobrecrecimiento.


Recuento de bacterias: si se quiere determinar el número de bacterias existentes en una muestra o en un cultivo, se recurre a técnicas de recuento de bacterias (recuentos bacterianos). Los recuentos bacterianos pueden hacerse contando el número de bacterias en un volumen dado (después de efectuar una tinción) o determinando el número de bacterias vivas existentes. Para determinar el número de bacterias vivas se efectúa una siembra, de tal manera que cada bacteria dé lugar a una colonia diferente y luego se cuenta el número de colonias que se han desarrollado (recuento viable).






2.6. Identificación de las bacterias


Identificar una bacteria consiste en determinar la especie a la que pertenece y, en algunos casos, el serogrupo e incluso la cepa. La primera fase, y quizá la fundamental para la identificación de una bacteria, es la obtención de un cultivo puro utilizando las técnicas de aislamiento.

Una vez obtenido un cultivo puro, habitualmente se determina:


1. Morfología y agregación (coco, bacilo, cadenas, racimos, etc.), efectuando una tinción de Gram. Estos datos permiten encuadrar la bacteria en alguno de los grandes grupos, como cocos grampositivos, bacilos gramnegativos, etc.



2. A partir de este punto, se valoran las características de crecimiento, lo que se efectúa sembrando la bacteria en diversos medios de cultivo y en distintas condiciones de incubación; por ejemplo:


a. La falta de crecimiento en medios sin suplementos nos indicará que es una bacteria exigente.


b. La falta de crecimiento en ausencia de oxígeno nos indicará que es aerobia estricta, etc.


c. El crecimiento en medios de cultivo que contienen sangre nos indicará si la bacteria hemoliza los hematíes, en cuyo caso diremos que es hemolítica; si la hemólisis es total, diremos que es betahemolítica, y si la hemólisis producida es parcial, diremos que la bacteria es alfahemolítica.


d. Otros.








3. Se efectúan múltiples pruebas para determinar caracteres fisiológicos, llamadas pruebas bioquímicas; por ejemplo:


a. Podemos poner una porción de una colonia en contacto con agua oxigenada. El que se produzcan burbujas de oxígeno nos indicará la existencia de la enzima catalasa.


b. Podemos estudiar el tipo de vía metabólica (oxidativa o fermentativa) que la bacteria utiliza para obtener su energía a partir de la glucosa. Para ello cultivamos la bacteria en aerobiosis y anaerobiosis en un medio de cultivo que contenga glucosa como único azúcar y observamos el cambio de pH con un indicador. Si la bacteria obtiene su energía por la vía metabólica de oxidación de la glucosa, el pH cambia poco (diremos que la bacteria es oxidativa o no fermentadora), y si obtiene su energía por fermentación, el pH baja mucho por los ácidos formados (diremos que la bacteria es fermentadora). 



c. Podemos cultivar la bacteria en un medio que contenga lactosa y un indicador de pH; el cambio de color del indicador hacia pH ácido indicará que la bacteria ha utilizado la lactosa por la vía metabólica fermentativa y diremos que esta bacteria fermenta la lactosa.


d. Podemos comprobar la existencia de la ruta bioquímica oxidativa de los citocromos en el metabolismo de la bacteria mediante la detección de la enzima oxidasa, la que dividirá las bacterias en oxidasapositivas y oxidasanegativas.


e. Podemos observar si, cuando se hace crecer la bacteria en un medio que contiene nitratos, se producen nitritos y diremos que la bacteria reduce los nitratos.


f. Otras (características de colonias, pigmentos, etc.).










Actualmente, la mayoría de los laboratorios de microbiología suelen usar los llamados sistemas de pruebas múltiples (dispositivos fabricados industrialmente) para la identificación. Estos sistemas permiten el estudio simultáneo de múltiples caracteres bioquímicos y la identificación de las bacterias a partir de los resultados obtenidos usando programas informáticos.

En ocasiones es posible recurrir a la identificación de un microorganismo utilizando anticuerpos específicos (lo mejor es utilizar anticuerpos monoclonales [sección 9.4]) para detectar antígenos que son propios de determinadas bacterias: si el antígeno está presente, hemos identificado la bacteria. Esto se hace mediante reacciones antígeno-anticuerpo, principalmente aglutinación e inmunofluorescencia. También es posible la identificación comprobando la identidad de su genoma (ADN) mediante la búsqueda de trozos de ADN (secuencias génicas) que son específicas de determinadas bacterias; estas secuencias se buscan con otros trozos de ADN complementarios de ellas, que usamos como reactivos de prueba (sondas) utilizando técnicas de genética molecular (sección 9.5).

A menudo, los métodos de detección específica de microorganismos, utilizando técnicas antígeno-anticuerpo o de genética molecular, permiten identificar específicamente un microorganismo a partir de muestras, lo que posibilita (en ocasiones) el diagnóstico casi inmediato de la etiología de una infección.

Debe recordarse que la identificación inequívoca de una bacteria a partir de un cultivo, y mucho más directamente a partir de una muestra clínica, puede ser una tarea compleja y requerir la actuación de laboratorios muy especializados.









Capítulo 3. Genética bacteriana

Alfonso Ruiz-Bravo López, María Luisa Gómez-Luz Centelles and Mercedes Pérez Ruiz




Objetivos de aprendizaje




• Cómo está depositada la información genética en las bacterias.


• Cómo se transmite la información genética a través de las generaciones de bacterias.


• Los diversos tipos de variación genética en las bacterias.


• La importancia y fundamento de las técnicas de ADN recombinante.









3.1. Material genético en bacterias. ácidos nucleicos

Los cromosomas son las estructuras físicas de las células donde se sitúa y almacena la información que es transmitida por herencia entre las sucesivas generaciones de seres vivos. Cada bacteria posee un solo cromosoma que consiste en una única molécula formada por una doble cadena de ADN (ácido desoxirribonucleico) en forma de círculo cerrado (v. fig. 2.4).

Los ácidos nucleicos son grandes moléculas que se encuentran en todas las células y que deben su nombre a su abundancia en los núcleos de las células eucariotas.

Los ácidos nucleicos (fig. 3.1) están compuestos por unas unidades fundamentales denominadas nucleótidos. Cada nucleótido está constituido por:
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Figura 3.1 
1. Estructura primaria del ADN. 2. Estructura secundaria del ADN. 3. Emparejamiento de bases en el ADN por puentes de hidrógeno, que da lugar a la formación del ADN bicatenario.









• Un azúcar de tipo pentosa (desoxirribosa en ADN y ribosa en el ARN).



• Una base nitrogenada, que puede ser:


• Base púrica: adenina (A) y guanina (G).


• Base pirimidínica: citosina (C), timina (T), uracilo (U).







• Un grupo fosfato.





A la molécula de pentosa se unen la base y el fosfato. La base se une al carbono 1’ de la pentosa y el fosfato al carbono 5’ (se utiliza la numeración de los carbonos con apóstrofe pues la numeración sin apóstrofe corresponde a la numeración de los carbonos de la base nitrogenada).

Para constituir los ácidos nucleicos, los nucleótidos se unen en grandes moléculas llamadas polinucleótidos, que son cadenas de nucleótidos. En los polinucleótidos, la unión de los distintos nucleótidos se realiza mediante unión del grupo fosfato entre el carbono 5’ de la pentosa de un nucleótido y el carbono 3’ de la pentosa del siguiente nucleótido, de tal manera que podemos considerar el ácido nucleico (polinucleótido) como una cadena o hebra formada por múltiples moléculas de pentosa unidas entre ellas por moléculas de fosfato y donde a cada molécula de pentosa aparece unida una base nitrogenada. 


Existen dos tipos de ácidos nucleicos, el ADN (ácido desoxirribonucleico) y el ARN (ácido ribonucleico). Las diferencias fundamentales entre ambos tipos son:


1. En el ADN la molécula de pentosa que se utiliza para construir la cadena es la desoxirribosa y en el ARN es la ribosa.


2. En el ADN las bases nitrogenadas que se utilizan son adenina, guanina, citosina y timina, mientras que en el ARN se encuentra uracilo en lugar de timina.


3. La molécula de ARN, en general, es monocatenaria; es decir, tiene una sola hebra de polinucleótidos, en contraste con las dos del ADN.





La estructura primaria del ADN viene determinada por la secuencia de bases, y es en este orden donde reside la información genética. La estructura secundaria del ADN consiste en una hélice doble tridimensional, en la que las bases quedan enfrentadas en la parte central, estableciéndose entre ellas enlaces por puentes de hidrógeno. A esto se le denomina complementariedad de bases. Este enfrentamiento de bases siempre es el mismo: adenina con timina y guanina con citosina (v. fig 3.1).

Hay que señalar que el acoplamiento de la doble cadena del ADN se realiza entre dos hebras de polinucleótidos orientadas en sentido contrario; es decir, que si la dirección de una hebra es 3’→ 5’, la de la hebra complementaria será 5’→ 3’.

Por tanto, el ADN está formado por dos hebras de ácidos nucleicos complementarias y antiparalelas.

Cuando los nucleótidos complementarios de las dos hebras de ADN están unidos por puentes hidrógeno se dice que están hibridados. Cuando una doble cadena de ADN se calienta a 90°C se rompen los puentes hidrógeno y las dos hebras de ADN se separan; en este caso, el ADN está desnaturalizado. Al enfriar, vuelven a unirse e hibridarse ambas hebras de ADN. Esta propiedad de las hebras complementarias de ADN de separarse al calentar y volverse a unir (hibridar) al enfriar encuentra importantes aplicaciones en técnicas de diagnóstico como la utilización de sondas y la PCR (polymerase chain reaction, reacción en cadena de la polimerasa). En el primer caso (hibridación con sondas), el ADN diana se desnaturaliza, y a una de las cadenas se une una sonda (complementaria a un fragmento de la cadena de ADN) marcada con biotina, compuestos fluorescentes, etc., que posteriormente se pueden detectar mediante reacciones enzimáticas, lector de fluorescencia, etc. La PCR consiste en repetidos ciclos de desnaturalización-hibridación-polimerización del ADN, con los que se consigue la amplificación de éste en millones de copias, gracias a la acción de una polimerasa termoestable que sintetiza la cadena complementaria a cada una de las hebras del ADN tomando como punto de partida un iniciador o cebador, que es un pequeño polinucleótido (oligonucleótido) añadido a la reacción que se ha unido a su fragmento complementario en el ADN diana. Desde el extremo 3’ del cebador, la polimerasa va incorporando los nucleótidos complementarios a la cadena de ADN para formar una nueva molécula de ADN bicatenario (para más detalles, v. sección 9.5).

La información genética reside en el ADN y está determinada (codificada) por la secuencia (orden) en que se sitúan las bases en el polinucleótido. En general, la secuencia de bases es la que proporciona la información necesaria para determinar la secuencia de aminoácidos que constituirán las proteínas. La unidad primaria de información en el ADN es el conjunto de tres bases consecutivas, que es lo que se denomina triplete. Cada triplete codifica un aminoácido (código genético) y por tanto la secuencia (orden) en que están colocados los tripletes en el polinucleótido determina la secuencia (orden) en que estarán situados los aminoácidos en la proteína.

Los ARN que encontramos tanto en procariotas como en eucariotas son de 3 tipos: ARN mensajero (ARNm), ARN ribosómico (ARNr) y ARN de transferencia (ARNt), cada uno de los cuales está formado por una sola cadena de nucleótidos y con una función característica. La síntesis del ARN se lleva a cabo utilizando como molde el ADN. Por tanto, la secuencia del ARN es complementaria a la secuencia de bases contenida en el correspondiente ADN (del que se copió), salvo que la timina es sustituida por uracilo. A este proceso se le denomina transcripción del ADN (fig. 3.2).
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Figura 3.2 
Transcripción. Transferencia de la información contenida en el ADN al ARN.








El ARNm actúa como portador de la información contenida en el ADN hacia los ribosomas, donde se sintetizan las proteínas. Cada triplete de bases del ADN se traslada al ARN como un triplete complementario y cada uno de estos tripletes de bases del ARNm se denomina codón y codifica un aminoácido específico.

El ARNt actúa transportando los aminoácidos al ribosoma y traduciendo el mensaje del ARNm (traducción), gracias a la presencia de un triplete de nucleótidos (anticodón) complementario al codón del ARNm. Cada aminoácido tiene uno o más ARNt correspondientes.

El ARNr constituye, junto con las proteínas, unas estructuras que son las unidades funcionales donde se realiza la síntesis de proteínas y que se denominan ribosomas. Cada ribosoma está formado por dos subunidades. Los ribosomas de las bacterias son ribosomas 70S y son diferentes a los ribosomas de las células eucariotas, que son ribosomas 80S. S (svedberg) es la unidad para medir el coeficiente de sedimentación de las partículas en un aparato especial denominado ultracentrífuga, que fue diseñado por Svedberg en 1923 y que permite centrifugar a muy altas velocidades. Las unidades en svedbergs no son aditivas. Así, cada ribosoma bacteriano está formado por dos subunidades, la subunidad mayor, de 50S, y la subunidad menor, de 30S; sin embargo, el valor final del ribosoma funcional es de 70S. Las diferencias existentes entre los ribosomas de las bacterias y los de células procariotas constituyen la base de acción de determinados antibióticos (p. ej., los aminoglucósidos), capaces de interferir con la acción de los ribosomas de las bacterias sin afectar al funcionamiento de los ribosomas de las células eucariotas.

En adición al cromosoma las bacterias pueden contener una o varias estructuras también formadas por ADN circular denominadas plásmidos.


3.1.1. Cromosoma bacteriano. Genes

El cromosoma de células procariotas (cromosoma bacteriano) consiste en una sola molécula de ADN, cerrada y dispuesta de modo compacto, aunque a diferencia de las células eucariotas, no se encuentra rodeado de membrana nuclear (v. fig. 2.4).

El cromosoma adopta generalmente una disposición redondeada y está unido a la membrana citoplasmática bien directamente o a través de mesosomas (invaginaciones de la membrana citoplasmática).

El ADN se encuentra dividido en unidades funcionales o genes. Estos genes pueden ser de 2 tipos: a) aquellos cuya secuencia de bases codifica cadenas polipeptídicas o moléculas de ADN (genes estructurales), y b) los que únicamente tienen una función reguladora en la expresión de los anteriores (genes reguladores). Es decir, los genes reguladores actúan activando o deteniendo la actividad de los genes estructurales de acuerdo con las necesidades de la célula.




3.1.2. ADN extracromosómico, genes extracromosómicos. Plásmidos

Los plásmidos son moléculas circulares de ADN, extracromosómicas, que portan genes no esenciales para la bacteria y se replican independientemente del cromosoma bacteriano. Su tamaño es mucho menor que el del cromosoma, y en una misma célula bacteriana pueden coexistir varios plásmidos (v. fig. 2.4). La información que reside en los plásmidos no es vital para la célula bacteriana, aunque su presencia puede suponer ventajas frente a condiciones adversas. Los plásmidos pueden transferirse entre bacterias o insertarse en el ADN cromosómico o en otros plásmidos (plásmidos integrativos). Es decir, la cadena de ADN del plásmido se abre y se suelda a la cadena de ADN del cromosoma o de otro plásmido que evidentemente se hace más grande al incorporar el plásmido. Cuando el plásmido se ha integrado en el ADN cromosómico se denomina episoma.

Análogamente, los plásmidos integrados en el cromosoma pueden separarse de éste convirtiéndose de nuevo en plásmidos libres. Cuando un plásmido integrado en el cromosoma de una bacteria abandona éste para convertirse de nuevo en plásmido libre, puede arrastrar pegado a él otros genes contiguos del cromosoma o dejar alguno de sus genes en el cromosoma, de tal manera que puede producirse un intercambio de genes dentro de una misma bacteria entre el cromosoma y los plásmidos.

La clasificación comúnmente seguida de los plásmidos está en función de los caracteres fenotípicos que originan:


• Determinantes de patogenicidad: codifican toxinas o factores de virulencia (p. ej., plásmidos inv: confieren invasividad en la mucosa intestinal por microorganismos enteroinvasivos; plásmidos ent: codifican enterotoxinas).


• Plásmidos sexuales: codifican pili sexuales; permiten la transferencia de genes cromosómicos. 



• Plásmidos R (determinantes de resistencia): codifican enzimas responsables de resistencias de bacterias gramnegativas a antimicrobianos (p. ej., betalactamasas que inactivan antibióticos betalactámicos).





En ocasiones se desconoce la función de algunos plásmidos bacterianos, denominándose plásmidos crípticos.

En las células eucariotas no existen plásmidos, pero sí hay ADN extracromosómico situado en mitocondrias y cloroplastos que regulan la herencia y reproducción de estas organelas.






3.2. Funciones del ADN bacteriano

El ADN interviene en los mecanismos de transferencia y mantenimiento de la información genética (Figura 3.2 and Figura 3.3), así como en la regulación de la síntesis proteica.
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Figura 3.3 
Transferencia de la información contenida en el ADN al ARN (transcripción) y posterior traducción a secuencias polipeptídicas (péptidos y proteínas).








Durante la división bacteriana, la replicación permite la duplicación del ADN, de modo que cada célula hija tenga la misma información genética que su progenitora. Este proceso de replicación es semiconservativo, es decir, cada cadena que forma el ADN actúa como molde para la síntesis de una nueva, de modo que cada célula hija recibe una hebra nueva y otra antigua. El proceso de replicación es llevado a cabo por enzimas llamadas ADN polimerasas. La enzima ADN polimerasa siempre lleva a cabo la copia del ADN en el sentido 5’ → 3’. La copia de cadena de ADN por la ADN polimerasa no produce una cadena idéntica a la que se está copiando. Al copiarse cada hebra de ADN produce una hebra o cadena complementaria a la que se está copiando. De esta manera, si los nucleótidos en la cadena original están orientados en el orden 5’ → 3’ en la nueva cadena formada estarán orientados 3’ → 5’ y donde en la cadena original había una citosina, en la nueva cadena habrá una timina (y viceversa) y donde había una guanina habrá una adenina (y viceversa).

La transcripción es el paso de la información genética contenida en el ADN al ARN, (v. Figura 3.2 and Figura 3.3); por tanto, sus productos son ARNm, ARNt y ARNr. La síntesis de ARN a partir de ADN es llevada a cabo por un enzima denominada ARN polimerasa. En la transcripción, a diferencia de la replicación, no se copia todo el ADN, sino solamente un gen o grupo de genes. Esta copia selectiva está regulada por la existencia de secuencias (grupo consecutivo de bases con un orden específico) reguladoras en el ADN que marcan el principio y fin de la transcripción.

Las diferencias existentes en la ADN polimerasa entre bacterias y células eucariotas constituye la base de acción de determinados antibióticos, como la rifampicina; ésta es capaz de inhibir la ADN polimerasa de procariotas sin afectar a la síntesis de ADN en eucariotas.

La traducción (v. fig. 3.3) es el proceso que convierte una secuencia de ARNm en una cadena de aminoácidos para formar una proteína. La síntesis de proteínas tiene lugar en los ribosomas y en ella podemos distinguir 3 etapas principales: iniciación, elongación y terminación. En la iniciación, el ARNm se une a la subunidad menor del ribosoma y seguidamente lo hace el aminoácido iniciador unido a su ARNt, formándose el complejo de iniciación.  Seguidamente se une la subunidad mayor del ribosoma, formándose el ribosoma funcional. En la elongación se va prolongando la cadena polipeptídica por unión covalente de sucesivos aminoácidos, transportados y colocados en su posición adecuada por el ARNt, gracias a la complementariedad codón-anticodón. La terminación tiene lugar una vez que se llega a un codón de terminación (triplete de bases en el ARNm para el que no existe ARNt).


3.2.1. Regulación genética de las bacterias

Las bacterias disponen de mecanismos de regulación de la síntesis de proteínas, lo que permite al microorganismo disponer de la cantidad adecuada de las distintas enzimas y proteínas para sus necesidades (según las condiciones ambientales), evitando la acumulación inútil de un producto o un gasto de energía excesivo.

En procariotas, esta regulación se realiza principalmente a nivel de la transcripción. Uno de los sistemas más sencillos de regulación transcripcional es el de los operones. Un operón está formado por un conjunto de genes estructurales relacionados desde un punto de vista funcional y que tienen un operador (secuencia de ADN al que puede unirse una proteína represora) común. La transcripción de un grupo de genes relacionados puede inhibirse por la unión al centro operador de proteínas represoras. En cambio la presencia de un agente inductor que se una a la proteína represora separándola del operador tendrá un efecto inductor en la transcripción y, por tanto, en la síntesis de esas proteínas.






3.3. Variaciones genéticas bacterianas

Las variaciones (cambios) que pueden aparecer en una población bacteriana son de 2 tipos (tabla 3.1):



Tabla 3.1 Modificaciones en las poblaciones bacterianas




	Fenotipo
	Variaciones fenotípicas



	Genotipo
	Variaciones genotípicas


– Sin material genético extraño:

 Mutaciones (sustitución, inserción y deleción)







– Con material genético extraño:


 Transformación


 Transducción


 Conjugación

















1. Variaciones que sólo afectan a sus caracteres fenotípicos (no heredables), generalmente como consecuencia de la influencia del medio ambiente externo. Son las llamadas variaciones fenotípicas (p. ej., las debidas a cambios en la expresión o represión de operones). Estos cambios no son hereditarios, son reversibles y dependen del sustrato o de las condiciones. Pueden ser de varios tipos: morfológicos (aparición de flagelos en medio húmedo y desaparición de éstos en medio seco), cromógenos (producción de pigmentos según la temperatura), etc.


2. Variaciones que afectan al genoma y que, por tanto, son heredables: son las llamadas variaciones genotípicas. Estas variaciones son consecuencia de mutaciones o de transferencia de material genético entre bacterias (transformación, transducción y conjugación).






3.3.1. Mutaciones

Son cambios o alteraciones en la secuencia de nucleótidos del ADN de la bacteria, irreversibles, poco frecuentes y específicos (afectan a un carácter), no relacionados con la transferencia de material genético. La mutación produce un cambio en el patrón del ADN (secuencia de bases), lo que lleva a que se sintetice un ARN anómalo. Este ARN alterado produce la síntesis de proteínas alteradas. Estas proteínas alteradas pueden o no originar un cambio observable, es decir, un cambio en el fenotipo (morfología, patogenia, sensibilidad a fagos o bacteriocinas y sensibilidad a antimicrobianos). Otras veces las proteínas alteradas son proteínas no funcionales y en este caso no se observan alteraciones aparentes. Si la proteína afectada es vital para la bacteria, la mutación lleva a la muerte de ésta.

Las mutaciones pueden producirse espontáneamente (baja frecuencia) o inducirse por agentes mutágenos (p. ej., bromouracilo, hidroxilamina, mitomicina C, radiación UV, etc.). Es importante señalar que la mayoría de los agentes mutágenos en las bacterias también pueden producir mutaciones en las células eucariotas y son, por tanto, potencialmente oncogénicos o teratogénicos.

La mutación puede afectar a un solo par de bases complementarias (mutaciones puntuales) o a fragmentos de ADN. Las mutaciones pueden originarse por sustitución (cambio de unas bases por otras), por adición (inserción) o pérdida (deleción) de nucleótidos.




3.3.2. Intercambio genético

Los mecanismos por los que las bacterias pueden adquirir material genético de otras bacterias o de virus de bacterias (bacteriófagos) son la transformación, la conjugación y la transducción. Los mecanismos de intercambio de material genético ocurren fundamentalmente dentro de las mismas especies bacterianas, pero son posibles incluso entre especies bacterianas distintas:



• Transformación: consiste en la incorporación por una bacteria de ADN libre presente en el medio, procedente de la lisis de otras bacterias. Una vez dentro de la bacteria receptora, el ADN ha de integrarse en el cromosoma receptor, replicándose y expresándose con éste (v. fig. 3.4). 
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Figura 3.4 
Transformación.










• Conjugación: consiste en el intercambio de material genético entre 2 bacterias (donante y receptora) mediante contacto físico entre ambas. En las bacterias gramnegativas, la unión entre donante y receptor se efectúa mediante los piliconjugativos (estructuras proteicas) que posee el donante. Los pili conjugativos son estructuras en forma de tubo hueco que unen al donante con el receptor y a través de las cuales pasa el material genético (plásmidos) entre las bacterias. La formación de estos pili está codificada por plásmidos. El ejemplo típico de plásmido codificado por pili conjugativos es el plásmido F o factor F. Las bacterias donantes tienen este plásmido y se llaman F+; las bacterias receptoras carecen de este plásmido y se denominan F−. Durante la conjugación, el plásmido F se replica en la bacteria donante y una copia pasa de la bacteria donante (F+) a la receptora, que al terminar el proceso habrá pasado de ser F− a ser F+. A veces el plásmido F se integra en el cromosoma bacteriano (episoma), lo que puede tener como consecuencia que, en las siguientes transferencias, éste se transfiera acompañado de diversos genes del cromosoma. Cuando esto ocurre, se transfieren conjuntamente con el plásmido F los caracteres codificados por estos genes del cromosoma que se pegaron al plásmido y se pasaron junto con él de una bacteria a otra.



• Hay otros plásmidos capaces de transmitirse por conjugación. Entre ellos, tienen especial interés los llamados factores R. Éstos contienen genes que determinan la resistencia de una bacteria a determinados antibióticos.

Actualmente se admite que los mecanismos de transferencia de material genético tienen un papel importantísimo en la diseminación de resistencias bacterianas a diversos antibióticos.




• Transducción: consiste en la transferencia de ADN cromosómico o plasmídico de una bacteria a otra utilizando como vehículo un bacteriófago (virus que utiliza bacterias para su desarrollo y reproducción).

Los bacteriófagos pueden generar el ciclo lítico o el ciclo lisogénico. En el ciclo lítico, la bacteria hospedadora del fago es lisada tras la replicación y encapsulación de éste, quedando estos nuevos fagos libres para infectar otra bacteria. Por el contrario, en el ciclo lisogénico no se produce la lisis inmediata de la célula. El genoma del bacteriófago puede integrase en el ADN cromosómico de la bacteria hospedadora, replicándose a la vez que lo hace la bacteria o bien puede mantenerse estable en forma de plásmido, replicándose de forma independiente. Por tanto, el genoma del fago se transmitirá a toda la progenie de la bacteria infectada. Cuando las condiciones del medio son adversas, los bacteriófagos se activan y dan lugar al ciclo lítico que termina con la lisis celular.











3.4. Ingeniería genética

El objetivo de la ingeniería genética (tecnología del ADN recombinante) es clonar, modificar (si es necesario) y expresar genes en las condiciones más ventajosas. Clonar un gen significa extraerlo de su genoma de origen (cromosoma o plásmido en que estaba originariamente) e insertarlo en un vehículo (vector) apropiado para pasarlo a otra célula viva. Los vehículos utilizados como vector suelen ser plásmidos o bacteriófagos. Para separar el gen del resto de ADN se puede recurrir a unas enzimas denominadas endonucleasas de restricción, que reconocen una secuencia determinada de nucleótidos dentro del ADN, y corta F+ éste por un punto concreto de esta secuencia. Esto da lugar a un fragmento del ADN que se quiere clonar que puede ser insertado en un vector que ha sido previamente cortado con la misma endonucleasa de restricción. Esta inserción se lleva a cabo mediante unas enzimas denominadas ligasas.

Los plásmidos y los bacteriófagos se utilizan en ingeniería genética por su capacidad de reproducirse de manera independiente del ADN cromosómico, así como también porque es relativamente fácil manipularlos e insertar nuevas secuencias genéticas.

Las características genéticas de los vectores se conocen perfectamente; suelen llevar genes de resistencia a antibióticos que actúan como marcadores para poder saber fácilmente si una bacteria lleva en su interior el ADN del vector (la bacteria transformada con el vector será la única que crezca en un medio de cultivo que contenga el antibiótico para el cual el vector contiene el gen de resistencia).

El objetivo fundamental de la clonación suele ser que el gen clonado se exprese en un hospedador fácil de cultivar, por ejemplo, Escherichia coli o ciertas levaduras. Es decir, que el gen clonado mantenga su actividad en su nuevo huésped, con lo que al multiplicarse el hospedador conseguiremos gran cantidad del producto (proteína) codificado por el gen que hemos clonado.

Como la ingeniería genética recurre a la recombinación entre distintas moléculas de ADN, se ha utilizado la expresión tecnología del ADN recombinante para denominar estos procesos.

La ingeniería genética es muy útil en investigación, porque al clonar un gen se puede averiguar su secuencia de bases, purificar la proteína que codifique y, en suma, estudiar su función en el organismo de origen.

Pero los mayores éxitos prácticos de la tecnología recombinante se han obtenido en las aplicaciones biotecnológicas, consiguiendo la producción a gran escala y bajo coste de moléculas útiles (proteínas) como, por ejemplo, insulina, hormonas, factores de crecimiento, interferón e interleucina. También se utiliza en la obtención de proteínas recombinantes de microorganismos patógenos para su empleo como vacunas, por ejemplo, en la hepatitis B, etc. Las vacunas obtenidas mediante la técnica del ADN recombinante tienen la ventaja de que, al no utilizarse directamente el microorganismo infeccioso, son muy seguras. Asimismo, al estar compuestas de proteínas antigénicas puras suelen producir menos reacciones de hipersensibilidad.









Capítulo 4. Determinantes de la infección
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Objetivos de aprendizaje




• El concepto de virulencia.


• La secuencia de acontecimientos que determinan la infección.


• Las principales vías de transmisión de los microorganismos.


• Cuáles son y qué papel desempeñan las defensas naturales contra la infección.


• El significado de la microbiota nativa como defensa contra la infección.


• El significado y características de la reacción inflamatoria.









4.1. Patogenicidad y virulencia

Cuando un microorganismo invade un huésped y se multiplica en sus tejidos se establece una infección. Si a consecuencia de la infección el huésped sufre algún daño o lesión en sus tejidos se produce enfermedad; si no se produce daño hablamos de colonización. Las enfermedades producidas como consecuencia de infecciones se denominan enfermedades infecciosas. Los mecanismos principales por los que los microorganismos ejercen su acción lesiva son tres: mecanismo invasor (por invasión de los tejidos), mecanismo toxigénico (por acción de toxinas específicas, producidas específicamente por algunas bacterias) y mecanismo inmunopatológico (respuesta inmunitaria del huésped frente a la infección).

Denominamos patógenos a los microorganismos (u organismos mayores como algunos parásitos, p. ej., Trichinella spirales agente causal de la triquinosis) capaces de producir enfermedades infecciosas. Se denomina patogenicidad a la capacidad de un microorganismo para causar enfermedad, y virulencia es el grado de patogenicidad.

Los microorganismos avirulentos o las cepas avirulentas de microorganismos patógenos no tienen poder para producir enfermedad en personas inmunocompetentes (personas sin ningún déficit en sus sistemas de defensa frente a la infección).

La virulencia está relacionada con las propiedades del microorganismo que lo hacen ser agresivo contra el huésped (factores de virulencia) (p. ej., capacidad de invadir los tejidos, producción de toxinas, etc.) y con su capacidad de eludir los mecanismos de defensa del huésped; por ejemplo, la presencia de cápsula que le proteja de la fagocitosis, etc.

La patogenicidad de un microorganismo está influida, además de por su virulencia, por la capacidad del huésped para resistir la infección (mecanismos de defensa). De esta manera, si en la interacción microorganismo-huésped dominan los factores de virulencia sobre los mecanismos de defensa, se producen infección y enfermedad. Por el contrario, si los mecanismos de defensa dominan sobre los factores de virulencia el resultado es que el huésped no se infecta y no se produce enfermedad (fig. 4.1). En la actualidad, muchas enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos que se consideraban no patógenos (avirulentos) y que fundamentalmente forman parte de la microbiota normal de las personas. Estas infecciones por patógenos de baja virulencia ocurren principalmente en personas inmunocomprometidas (con déficit en alguno de los mecanismos de defensa frente a la infección).


	[image: B978848086692700004X/f04-01-9788480866927.jpg is missing]


	
Figura 4.1 
Relación entre microorganismos y huésped en la salud y enfermedad. Si dominan los mecanismos de defensa sobre los factores de virulencia del microorganismo, no se produce enfermedad. En cambio, si domina la virulencia sobre los mecanismos de defensa, se producen infección y enfermedad infecciosa.








Las enfermedades infecciosas causadas por microorganismos de escasa virulencia aparecen en personas con mecanismos de defensas alterados (p. ej., por intervenciones quirúrgicas, medicación antitumoral, utilización de antibióticos, etc.). Estos microorganismos se denominan patógenos oportunistas (p. ej., Staphylococcus epidermidis), en contraste con los patógenos primarios que son capaces de producir enfermedad en personas previamente sanas (p. ej., Mycobacterium tuberculosis).

La virulencia de un microorganismo patógeno (oportunista o primario) puede medirse por la LD50 (letal dosis 50,dosis letal 50) o la ID50 (infectious dosis 50,dosis infecciosa 50). La LD50 es la cantidad de microorganismos que es necesario administrar a un grupo de animales de laboratorio para que muera el 50%. La ID50 es la cantidad de microorganismos que es necesario administrar para que se infecte el 50% de un grupo de animales.

Las dosis infectantes necesarias para producir una infección son muy variables, según el microorganismo y el estado de las defensas del huésped; pueden variar desde unos pocos microorganismos (p. ej., Mycobacterium tuberculosis o Shigella sonnei) hasta varios millones (p. ej., Vibrio cholerae en una persona normal) (v. tabla 29.2).

Las enfermedades causadas por microorganismos pueden ser clasificadas en dos grandes grupos, según sea el mecanismo de actuación del microorganismo en la enfermedad: infecciones e intoxicaciones.


• La infección y la enfermedad infecciosa resultan de las lesiones del huésped causadas directamente por la presencia y multiplicación del microorganismo en sus tejidos; por ejemplo, Staphylococcus aureus causa infecciones piogénicas (con producción de pus) como abscesos, que resultan de la multiplicación de dicha bacteria en los tejidos con producción de enzimas destructoras. La infección puede quedar circunscrita a ese lugar, diseminarse a áreas contiguas y/o a distancia por vía linfática o hemática.


• Las intoxicaciones se producen por la entrada de sustancias (toxinas) producidas por los microorganismos y que causan la enfermedad, incluso en ausencia del microbio productor; por ejemplo, el botulismo, que se produce por ingestión de alimentos contaminados con Clostridium botulinum en los que éste, al crecer, ha liberado la toxina botulínica.






4.1.1. Toxinas

Durante su crecimiento, muchos microorganismos generan una amplia variedad de sustancias llamadas toxinas, capaces de ejercer una acción patógena sobre el huésped (localmente o a distancia) y algunas de las cuales pueden resultar muy lesivas.

Las toxinas microbianas se clasifican en dos grandes grupos: endotoxinas y exotoxinas, según permanezcan unidas al microorganismo o sean segregadas al exterior.


• Las exotoxinas son proteínas que pueden ser producidas tanto por bacterias grampositivas como gramnegativas. Se segregan al exterior del microorganismo, se unen a receptores celulares específicos del huésped y alteran su función o destruyen la célula. En muchos casos, estas toxinas son las responsables de los síntomas característicos de la enfermedad.


• Las endotoxinas son componentes tóxicos de la pared de las bacterias gramnegativas. No son proteínas sino lipopolisacáridos (porción lípido A del lipopolisacárido) que se liberan por lisis celular durante la infección por estas bacterias. Las endotoxinas son venenos muy potentes que activan la vía alternativa del complemento, producen fiebre, diarrea, hipotensión arterial, shock y alteración del sistema inmune.










4.2. El proceso de infección

El proceso de infección comprende diversas fases aplicables a la mayoría de los microorganismos patógenos.


• Adherencia. El microorganismo ha de adherirse a las células del huésped para colonizarlas. La adherencia de muchas bacterias se debe a las fimbrias o pili (p. ej., Escherichia coli ha de adherirse al epitelio de la vejiga cuando produce cistitis), mientras que otras bacterias se adhieren debido a la formación de una estructura fibrosa, de polisacárido extracelular, que se denomina glicocálix (p. ej., la adherencia de Staphylococcus aureus a las válvulas cardíacas en el desarrollo de la endocarditis infecciosa).


• Colonización. Una vez que el organismo se ha adherido a un tejido, debe multiplicarse para poder sobrevivir.


• Penetración. Para que se produzca infección, el microorganismo casi siempre debe ser capaz de invadir los tejidos. Para facilitar esta invasión muchos microorganismos producen factores de diseminación. Se trata de enzimas que destruyen la unión entre las células de los tejidos y facilitan su penetración; por ejemplo, Clostridium perfringens, uno de los causantes de la gangrena gaseosa, produce enormes lesiones en los tejidos al segregar potentes enzimas, como la colagenasa, la cual destruye el colágeno y altera la integridad estructural del tejido muscular.





Una vez en el interior del huésped, algunos microorganismos son parásitos extracelulares, ya que producen infección tras multiplicarse en los espacios intercelulares y crecer en la superficie de los tejidos (p. ej., Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae). Para producir enfermedad tienen que resistir la acción defensiva de las células fagocíticas.

Otros microorganismos invaden las células, interfieren con los procesos de digestión intracelular y pueden permanecer viables durante largos períodos en el interior de los fagocitos: son parásitos intracelulares facultativos (p. ej., Brucella spp.). Por último, ciertos microorganismos no sobreviven fuera de las células del huésped y sólo pueden multiplicarse en su interior: son parásitos intracelulares obligados (p. ej., Chlamydophila, Rickettsiae, virus). 



4.2.1. Adquisición de microorganismos infecciosos

Los microorganismos se transmiten desde su reservorio al huésped susceptible a través de varios mecanismos de transmisión:



1. Vía inhalatoria: los aerosoles constituyen uno de los principales medios de transmisión de microorganismos patógenos respiratorios de una persona a otra (p. ej., gripe y tuberculosis). Se forman aerosoles, que contienen microorganismos, con las gotículas producidas a partir de secreciones respiratorias al toser o estornudar (a veces denominadas gotitas de Flügge o núcleos de Wells según su tamaño).

En ocasiones, la formación de aerosoles con líquidos contaminados con microorganismos patógenos puede tener otros orígenes. Así, pueden formarse aerosoles de agua contaminada con Legionella spp. en sistemas de aire acondicionado. También pueden formarse fácilmente aerosoles muy peligrosos en diversas operaciones de laboratorio como la centrifugación o en los laboratorios de microbiología cuando se manipulan (sin condiciones de seguridad) muestras o cultivos de algunos microorganismos (p. ej., Brucella spp.).




2. Contacto directo:


a. El contacto persona-persona: es la principal forma de contagio de muchas infecciones; por ejemplo, en las enfermedades de transmisión sexual como sífilis (Treponema pallidum), gonococia (Neisseria gonorrhoeae), sida (VIH), tricomoniasis (Trichomonas vaginalis), etc.


b. Contacto animal-humano: son las llamadas zoonosis o antropozoonosis, por ejemplo, brucelosis o fiebre de Malta (Brucella melitensis), rabia y algunas infecciones por hongos, como las dermatofitosis o tiñas.


c. Fómite: es un objeto inanimado que sirve para transmitir un agente infeccioso, pero que no soporta su multiplicación. Es el caso de peines, vasos, utensilios de cocina, cubiertos, etc.








3. Transmisión parenteral:


a. Inoculación: un agente infeccioso puede transmitirse muy fácilmente por entrada directa a través de la piel, debido a un traumatismo accidental o a una herida quirúrgica. Un ejemplo es el contagio de la hepatitis B y C (más raramente el VIH) por pinchazos del operador al extraer sangre a personas infectadas. Inoculaciones directas de microorganismos patógenos pueden ocurrir por perfusión de sangre o hemoderivados contaminados (VIH, hepatitis B y C, citomegalovirus), al trasplantar un órgano de un donante infectado (citomegalovirus), por traumatismos accidentales (p. ej., cortes del cirujano cuando está operando), mordeduras, etc.


b. Vectores: son animales que pueden transmitir agentes infecciosos al hombre u otros animales. Transmiten los microorganismos desde la fuente al huésped. Diversos artrópodos son vectores importantes de parasitosis; por ejemplo, el mosquito Anopheles es vector del Plasmodium (paludismo); las garrapatas son vectores de la bacteria Borrelia burgdorferi (borreliosis), etc.


c. Vía transplacentaria: algunas infecciones de la madre pueden cruzar la placenta y transmitirse al feto (transmisión vertical), a veces con consecuencias desastrosas (p. ej., toxoplasmosis, rubéola, sífilis, etc.). La transmisión vertical puede ocurrir también durante el parto, como sucede cuando la madre portadora de un patógeno transmite el microorganismo al recién nacido en su paso a través del canal del parto (p. ej., las infecciones neonatales por Streptococcus agalactiae, E. coli, etc.). 









4. Vía digestiva:


a. Alimentos y agua: pueden transmitir múltiples enfermedades infecciosas como la poliomielitis, la hepatitis A, la fiebre tifoidea (Salmonella typhi) o el cólera (Vibrio cholerae) que se transmiten por alimentos contaminados o agua (transmisión hídrica). La toxoplasmosis, la triquinosis, la fiebre tifoidea, etc., pueden transmitirse por alimentos que no han sido cocinados adecuadamente. La ruta fecal-oral es un modo de transmisión de muchas enfermedades y tiene lugar, por ejemplo, cuando las heces de un individuo infectado se ponen en contacto con el suministro de agua potable que bebe otra persona.


b. Portadores: algunos individuos pueden ser colonizados por microorganismos patógenos sin mostrar signos ni síntomas clínicos de enfermedad; son los llamados portadores sanos. Aunque a veces estos portadores «sanos» sufren molestias, éstas suelen pasan inadvertidas o no se relacionan con el estado de portador. Los portadores pueden transmitir el patógeno a otros individuos susceptibles que adquirirán la enfermedad; por ejemplo, portadores que albergan Salmonella typhi (agente de la fiebre tifoidea) en la vesícula biliar. Los portadores sanos pueden ser portadores persistentes y albergar el microorganismo patógeno durante mucho tiempo (incluso años) o bien ser portadores transitorios. La mayoría de las personas son portadoras de algún microorganismo patógeno en algún momento de su vida; por ejemplo, portadores faríngeos de meningococo (Neisseria meningitidis) o de estreptococo betahemolítico grupo A (Streptococcus pyogenes), portadores nasales de Staphylococcus aureus o mujeres portadoras en la vagina y el recto de estreptococo grupo B (Streptococcus agalactiae).








5. Infección oportunista: los individuos que presentan un fallo en su sistema de defensa frente a la infección (sistema inmune, barreras naturales, flora microbiana nativa) son mucho más susceptibles a la infección. Microorganismos de baja virulencia, que serían inofensivos para personas normales, pueden causar infecciones muy graves en estas personas: son los denominados patógenos oportunistas. Es importante saber que las personas cuyo sistema defensivo está lesionado pueden resultar afectadas por microorganismos de su propia microbiota normal o comensal (infección endógena) (p. ej., Candida albicans productora de candidosis).


6. Infecciones hospitalarias o nosocomiales: se adquieren con motivo de la estancia de los enfermos en el hospital (aunque se pueden manifestar una vez son dados de alta). En general, son fruto de la alteración de los sistemas defensivos que padecen muchas de las personas hospitalizadas; por ejemplo, pérdida de barreras anatómicas frente a la infección (cirugía, cateterismos, etc.), inmunodepresión (quimioterapia, radioterapia, etc.) (v. cap. 35).


7. Infecciones comunitarias o extrahospitalarias son aquellas que se desarrollan en individuos, en general previamente sanos, por acción de los microorganismos patógenos durante su vida normal fuera del hospital.










4.3. Defensas naturales contra la infección

El ser humano es resistente a la mayoría de los patógenos, excepto cuando se expone a un microorganismo muy virulento o tiene sus defensas alteradas.

Los mecanismos de defensa pueden ser no específicos, y por ello eficaces frente a una amplia variedad de microorganismos, o específicos. Los mecanismos no específicos comprenden las barreras físicas y químicas a la entrada de microorganismos y los mecanismos de respuesta inmune no específica, innata o natural, que sólo distingue entre las moléculas propias que son respetadas y las moléculas extrañas que son agredidas. Los mecanismos específicos (respuesta inmune específica o adaptativa) sólo son efectivos contra algunos tipos de microorganismos y son dependientes de mecanismos inmunológicos (inmunidad humoral e inmunidad celular).

Estos mecanismos defensivos provocan que la mayoría de los microorganismos potencialmente patógenos que se ponen en contacto con el hombre sean destruidos antes de causar infección (v. fig. 4.1 y tabla 4.1).



Tabla 4.1 Mecanismos de defensa frente a la infección



	I. MECANISMOS INESPECÍFICOS DE DEFENSA


	Barreras físicas
	



	1. Mecanismos de lavado
	



	Tos y estornudo
	Expulsan microorganismos del tracto respiratorio



	Lagrimeo
	Lava los microorganismos de los ojos



	Micción
	Expulsa los microorganismos del tracto urinario



	Peristaltismo
	Elimina microorganismos del intestino



	Células ciliadas
	Expulsan los microorganismos



	2. Piel y membranas mucosas
	Impiden la entrada de microorganismos



	Barreras químicas
	



	pH de líquidos orgánicos
	Inhibe el crecimiento de muchos patógenos



	Lisozima
	Rompe las paredes de las bacterias



	Barreras biológicas
	



	Resistencia natural
	Resistencia de ciertas especies a ciertos patógenos



	Flora normal
	Compite y antagoniza microorganismos extraños



	Respuesta inmune inespecífica o innata
	



	Inflamación
	Localiza patógenos y repara lesiones tisulares



	Fagocitosis (macrófagos, neutrófilos)
	Ingiere y destruye microorganismos extraños



	Células asesinas naturales
	Destruyen células infectadas



	Activación del complemento
	Destruye y lisa células, aumenta la fagocitosis, contribuye a la inflamación



	Interferón
	Inhibe la multiplicación de los virus


	II. MECANISMOS ESPECÍFICOS DE DEFENSA O INMUNIDAD ADQUIRIDA


	Inmunidad humoral
	



	Anticuerpos producidos por linfocitos B
	Se unen con antígenos extraños
Neutralizan toxinas y virus
Activan la fagocitosis



	Inmunidad celular
	



	Linfocitos T
	Atacan microorganismos y células cancerosas
Activación de macrófagos
Producen citocinas







4.3.1. Resistencia natural. Barreras físicas y químicas

La resistencia a algunos agentes infecciosos varía entre las distintas especies de animales. Así, el perro no se infecta por el virus del sarampión y el hombre no se infecta con el virus del moquillo canino. Esta distinta resistencia natural de diferentes especies puede deberse a diversas causas, como a la diferente temperatura corporal. Así, por ejemplo, los mamíferos (temperatura 37°C) pueden infectarse con el bacilo del carbunco y las aves no, pues a la temperatura corporal de las aves de 40°C la bacteria causante (Bacillus anthracis) no se desarrolla adecuadamente.


Las barreras físicas impiden la entrada de microorganismos en los tejidos, entre ellas: la piel, la cubierta de mucosas de diversos epitelios, las células ciliadas. Son la primera línea de defensa del huésped contra los microorganismos.

La mayoría de los orificios corporales disponen de sistemas mecánicos que impiden activamente el acceso de los microorganismos. En las fosas nasales el aire que penetra sigue el camino del conducto entra en contacto con las mucosas húmedas y con los cilios, que contribuyen al arrastre y eliminación de partículas extrañas. El moco atrapa microorganismos y partículas extrañas. La tos y expectoración son mecanismos esenciales de defensa del tracto respiratorio.

La cavidad bucal desprende regularmente su epitelio mucoso para liberarse de colonizadores, y el tubo digestivo expulsa en muchas ocasiones los microorganismos patógenos a través del peristaltismo.

En los ojos, las lágrimas y el movimiento de los párpados arrastran y eliminan microorganismos.

La entrada a la uretra normalmente alberga muchos microorganismos como estafilococos coagulasa negativo (Staphylococcus epidermidis) y Escherichia coli (comensal del tubo digestivo). La eliminación de la orina tiene una acción de limpieza, y evita que asciendan microorganismos por la uretra.

Las barreras químicas destruyen o impiden el crecimiento de los microorganismos. La secreción sebácea de la piel contiene ácidos grasos y péptidos con acción antibiótica que destruyen algunas bacterias. El sudor hace que el pH sea ligeramente ácido (la acidez inhibe el crecimiento bacteriano). La saliva contiene lactoferrina, proteína que fija el hierro haciendo que sea inasequible para los microorganismos invasores e inhibiendo su crecimiento. La IgA secretora es una inmunoglobulina que reviste las bacterias y evita que éstas se adhieran al epitelio oral y a los dientes. La enzima lisozima funciona como un agente antibacteriano y está presente en la saliva y en las lágrimas. La elevada acidez del jugo gástrico impide el crecimiento bacteriano. En la vagina, al alcanzar la mujer la pubertad (incremento de estrógenos), los lactobacilos fermentan los azúcares de las secreciones vaginales, originando un pH vaginal ácido (3,5-4,5). Sin embargo, el lavado frecuente con jabones agresivos y el consumo de antibióticos pueden destruir los lactobacilos y provocar que algunos microorganismos patógenos se conviertan en oportunistas invasores, como puede ocurrir con Candida albicans (candidiasis) (sección 18.6).




4.3.2. Microbiota nativa

En condiciones normales, el cuerpo humano sano es hábitat (lugar de residencia) de numerosos microorganismos que reciben el nombre de microbiota nativa, microbiota normal o comensal. Esta microbiota no sólo no se considera patógena, sino que más bien protege frente a los microorganismos patógenos compitiendo por el espacio vital y los nutrientes disponibles. En algunas localizaciones del organismo esta microbiota es indispensable para el mantenimiento de las condiciones de salud, como ocurre en el tubo digestivo, donde contribuye al metabolismo de los ácidos biliares y a la síntesis de vitaminas, o en la vagina, donde mantiene el pH ácido.

En algunas localizaciones del organismo, esta microbiota es muy abundante. Así, en el intestino grueso y en el sarro dental pueden alcanzarse densidades de 1011 bacterias por gramo, con presencia simultánea de decenas de especies diferentes de microorganismos.

Los antibióticos, sobre todo los de amplio espectro, alteran profundamente la composición de la microbiota normal, ya que eliminan las bacterias sensibles y permiten el crecimiento de bacterias resistentes.

En general, la destrucción de la microbiota normal con antibióticos no provoca grandes problemas, pero en ocasiones pueden producirse graves infecciones oportunistas por este motivo (p. ej., candidiasis por crecimiento e invasión orgánica de levaduras comensales).

Así, por ejemplo, las bacterias del género Lactobacillus (sección 12.5) (habitantes normales de vagina, boca e intestino) son capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos patógenos, constituyendo una importante barrera natural para el establecimiento de infecciones.


Lactobacillus y otras bacterias no patógenas que suponen una barrera al establecimiento de infecciones se han usado como medicamentos para intentar prevenir o curar determinadas infecciones. Estos microorganismos capaces de defender al huésped frente a las infecciones se denominan probióticos.

Las bacterias de la microbiota normal pueden segregar sustancias (bacteriocinas) capaces de inhibir o destruir otros microorganismos que también contribuyen a su acción protectora.






4.4. Inflamación

La inflamación es un mecanismo muy efectivo de defensa del huésped cuyo objetivo es detener la agresión y reparar las lesiones, y que se desarrolla como respuesta a un daño en sus tejidos. La lesión puede resultar de una agresión física (p. ej., una herida o una quemadura solar), una agresión química o un agente infeccioso. La destrucción de células por cualquiera de estos mecanismos pone en marcha una serie de acciones encaminadas a la reparación de la lesión y a la destrucción del agente invasor.

El proceso de la inflamación (tabla 4.2) también puede considerarse como parte de la respuesta inmune y como parte de una respuesta de defensa no específica.



Tabla 4.2 Proceso de la inflamación



	I. Iniciación

	Daño o invasión del tejido (microorganismos, herida, quemadura, etc.)

	II. Respuesta del tejido

	Liberación de sustancias químicas activas (histamina, prostaglandinas, etc.)

	Vasodilatación y aumento de permeabilidad en vasos sanguíneos

	III. Respuesta leucocitaria

	Fagocitosis de microorganismos y fragmentos de tejido dañado

	Formación de pus. Formación de abscesos

	IV. Reparación del tejido dañado

	V. Curación
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