Clase tedrica

Géneros de bacterias que no
toman la coloracion de Gram (1)

Parte 1: Mycobacterium
Parte 2: Treponema y Leptospira
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TB: agentes etioldgicos

Género
Mycobacterium

Micobacterias
tuberculosas
(causan TB)

Micobacterias NO tuberculosas

-

—_~Mycobacterium tuberculosis >

*Mycobacterium bovis
*Mycobacterium africanum
*Mycobacterium canetti
*Mycobacterium microti
*Otras especies

(antes llamadas atipicas) - Diversas

(causan micobacteriosis)

Agente etiologico

de la lepra

especies

{ Mycobacterium leprae



Mycobacterium: morfologiay tincion

Mas de 130 especies

M. tuberculosis descubierto por Robert Koch en 1882

Bacilos inmoviles, delgados, rectos o ligeramente curvos

NoO presentan capsula ni esporas

Envolturas contienen alta proporcion de lipidos (60% en peso)

Bacilo acido-alcohol resistentes (tincion de Ziehl-Neelsen) (BAAR)




M. tuberculosis: cultivo In vitro

v'Aerobios estrictos de crecimiento lento (tiempo medio de generacion:
12 a 24 horas).

v"Micobacterias patégenas crecen mejor a 37°C.

v"Medios: Lowenstein-Jensen (glicerol, almidon de papa, huevo
coagulado, asparagina, verde de malaquita, sales), Stonebrink (huevo,
piruvato, sales).

v'ldentificacion de especie por pruebas bioguimicas (niacina, ureasa,
reduccion de nitratos, etc.).




TB: diagnostico microbiologico
Método fluorométrico: BACTEC MGIT 960

Principio: deteccion de fluorescencia que emite un fluorocromo sensible al
O,. Inicialmente el O, disuelto en el medio de cultivo extingue la emision
de fluorescencia. A medida que la micobacteria consume O,, se suprime
la extincion (quenching) de la fluorescencia, que asi puede ser detectada.




TB: diagnostico microbioldgico

Metodo de amplificacion (Xpert MTB/RIF)

Principio: amplificacion por “Real-Time” PCR de secuencias especificas de ADN de
M. tuberculosis y del gen que codifica la resistencia a la rifampicina. Permite la
obtencion de resultados en 120 minutos a partir de una muestra de esputo.




Mycobacterium: resistencia a agentes fisicos

* Resisten acidos, alcalis y a la mayoria de los
desinfectantes.

* Inactivados por formaldehido, glutaraldehido,
fenol, etanol al 70% y parcialmente por
hipocloritos

* Resisten la desecacion

* Son sensibles a la luz solar




Mycobacterium: envolturas

 Estructura de la pared que asemejaria a la de los Gram (+)
 Pared celular con alto contenido lipidico (60% de su peso seco)

« Contenido proteico de la pared aprox. 15% (dan origen al PPD de
M. tuberculosis)
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:M. tuberculosis

Lipoarabidomanano (LAM)

‘ManLAM (anti-inflamatorio) InhibeTNFa/IL-12)
Antiapoptotico (en micobacterias patégenas)
*PILAM (inflamatorio; en no patdégenas)
*CheLAM (inflamatorio)




Mycobacterium:
eventos intracelulares

.Amonl'aco (NH,)
producido por accion de
ureasa, arginasa,

i glutaminasa y
Macrofago asparaginasa
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M. tuberculosis




M. tuberculosis: otros factores de virulenciay patogénesis

 Factor cuerda (dimicolato de 6,6'-trehalosa)
»Presente en micobacterias patdégenas
»Intensa actividad proinflamatoria

» Las micobacterias no producen exotoxinas




M. tuberculosis: enfermedad de larga evolucion

 Evasion

 El huésped se dafa a si mismo
« Respuesta inmune adaptativa contra antigenos micobacterianos

 Hipersensiblidad del tipo IV (retardada)

Centro caseoso

Macréfago

f parcialmente Bacilos intactos , ;
Macrofago ™' S o0 y fragmentados Estadio Il tardio

no activado



Equilibrios inmunes en la tuberculosis

Thl7

sl

Factores que alteran el equilibrio:

»Cantidad de antigeno IFN-y
»Virulencia de la cepa bacteriana IL-12 Inmunidad
»Estado inmunitario del huéesped @ defensiva
(enfermedades de base)
»Otros
TGF-B

IL-4 IL-6
IL-10 2 IL-23
N Th2 Thl7 N

Estimulacion continua de la reaccion inmune: hipersensibilidad



Micobacterias tuberculosas y tuberculosis (TB)

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium bovis
*Mycobacterium africanum
*Mycobacterium canetti
*Mycobacterium microti

« Enfermedad cronica, ampliamente diseminada
* Incidencia anual mundial: 8-12 millones

* Prevalencia mundial: 20 millones

* Muertes por TB: 3 millones al aino

 De 1.500 a 2.300 millones de infectados

* Argentina: 12.000 a 14.000 nuevos casos al ano
* 50% de los casos en area metropolitana Bs. As.
» Co-infeccion con VIH. Hacinamiento

* M. bovis: <1% de los casos de TB pulmonar

« Transmision aerogena (la mas frecuente)

* Muy baja dosis infectante (aprox. 10 bacterias)




Micobacterias no tuberculosas

« Causan micobacteriosis (muy frecuentemente pulmonares)

* Estructura similar a la de M. tuberculosis

* Diferenciables por velocidad de crecimiento y pigmentacion
(antigua clasificacion de Runyon)

»Crecimiento lento:
« Acromodgenas (no pigmentadas): avium-intracellulare, terrae, etc.
« Pigmentadas: Fotocromdgenas (por exposicion a la luz)
(marinum, simiae, etc.)
Escotocromogenas (en ausencia de luz)
(scrofulaceum, xenopi, etc.)

»Crecimiento rapido (fortuitum, chelonae, etc) (siempre mucho
mas lento que la mayoria de las bacterias)

« Menos virulentas que M. tuberculosis
« Oportunistas
 Coinfeccion con HIV



Mycobacterium leprae y lepra
(Enfermedad de Hansen)

Bacilo alcohol-acido resistente
*M. leprae no crece en medios de cultivo
Infeccion cronica de la piel y mucosas

we'e
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Largo periodo de incubacion. hasta 30 afios (promedio 5-7 anos)
*Area endémica: Chaco, Santa Fe, Formosa, Buenos Aires, Corrientes,

Entre Rios, Misiones.

Incidencia: de 400 a 500 nuevos casos por afo

*Prevalencia: entre 1,5 a 2 por cada 1.000 habitantes en el area endémica
*Manifestaciones clinicas: varian ampliamente entre dos formas polares

lepra lepromatosa y lepra tuberculoide.

*Espectro clinico refleja el grado de IMC a M. leprae
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Géneros de bacterias que no
toman la coloraciéon de Gram:

PARTE Il: Treponema y Leptospira



Bacterias con morfologia espiralada

*Géneros con importancia medica:
» Treponema, Borrelia, Leptospira

*Especies con importancia médica en Argentina:
> Treponema pallidum subesp. pallidum (sifilis)
»Leptospira interrogans (leptospirosis)

Otras con importancia médica (fuera de Argentina):
» Treponema pallidum subesp. endemicum (bejel)
» Treponema pallidum subesp. pertenue (pian)

» Treponema carateum (pinta)

»Borrelia recurrentis y otras spp. (fiebre recurrente)
»Borrelia burgdorferi (enfermedad de Lyme) (?)

~ Treponema | Borrelia




Bacterias del género Treponema

*Muy finas (¢ seccion 0,1-0,2 pm) : "

No visibles por tincion de Gram v, WL
;- S Sy -
*Moviles .7 A SR
-Aerobias estrictas b e
*Tiempo medio de generacion: A A y
aprox. 30-33 horas ¢ s
*No pueden cultivarse in vitro i . ~
*Propagacion: testiculo de conejo Impregnacion argéntica

Contraste de fase Inmunofluorescencia



Tres flagelos recorren
a la bacteria de extremo
a extremo




T. pallidum: esquema de sus envolturas
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T. pallidum: contenido proteico
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*Muchas proteinas sumergidas en el espacio periplasmico
(no actuan como PAMPSs): evasion de la inmunidad innata.
*Muy pocas lipoproteinas con exposicion al exterior:
TPO751 (palilisina: adherencia a laminina y degradacion de
coagulos); TP0O155 y TP0483 (adherencia a fibronectina).
Diversas proteinas hacen variacion antigénica, otras estan
en un muy baja cantidad.




Virulencia de Treponema pallidum

Alta motilidad
*Simil-lipopolisacarido sin actividad
endotoxica
*No produce exotoxinas
*Produce hialuronidasa
*Adhesinas (tp0155; Tp 0483): unién a
fibronectina (expresion de ICAM-1y
adherencia de monocitos por CD43)
«Adherencia intima de membranas
celulares y envolturas del treponema
*Evasion de los mecanismos de
defensa innata y adaptativa por
enmascaramiento con:
- fosfolipidos de huésped
- proteinas del huéesped
*Anticuerpos contra lipidos del huésped
*Endoarteritis obliterativa




Sifilis: formacion del chancro de inoculacion

0 dias Penetracion
o Multiplicacion
o
-
D
|_
Diseminacion
Dafno (chancro)
, sifilis primaria
3-90 dias ( P )
Media 30 dias

*Generacion de anticuerpos:
—_— »Contra antigenos proteicos (Ac treponémicos)
»Contra antigenos lipidicos (Ac no treponémicos)



Chancro de inoculacion (sifilis primaria)

.“

Posteriormente sifilis secundaria y sifilis terciaria



Leptospira interrogans y leptospirosis

*Aerobias estrictas

*Crecen en medios enriquecidos (Fletcher)
*Crecimiento lento (hasta 12 semanas)
*Temperatura optima de desarrollo: 28-30°C
*Sobrevive varios dias en agua a pH > 7
Pierden viabilidad en medios acidos
*Sensibles a la desecacion

*Sensibles a muchos desinfectantes

Doce 12 especies y 7 genomoespecies

Leptospira interrogans: especie prevalente en el hombre
*Especies y genomoespecies subclasificadas en
serogrupos y serovariedades (>260)



Leptospira interrogans y leptospirosis

* Enfermedad zoonotica mas ampliamente distribuida en el
mundo y quizas la mas prevalente.

« Enfermedad infecciosa emergente, segun la OMS.

 En América Central y Sudamérica: brotes durante
iInundaciones por lluvias asociadas al fendmeno de la
corriente de El Nino.

 Argentina: 50/100 casos esporadicos/ano.

» Puertas de entrada mas comunes: abrasiones cutaneasy
la conjuntiva.

* No se transmite por contacto interhumano.

* Reservorio: aguas contaminadas con orina de animales
enfermos (huéspedes permanentes: roedores; huéspedes
accidentales: hombre, perro, animales de granja).



Leptospira interrogans y leptospirosis

Fase |. aguda o septicemica.

« 12 semana: fiebre alta ondulante, cefalea, mialgias,
Inyeccion conjuntival.

« Existe leptospiremia.

Fase II: fase secundaria o inmunitaria.

« 23 semana: complicaciones asociadas a la localizacion
primaria de las leptospiras: vasculitis, infiltrados
iInflamatorios y dafno endotelial (¢ depdsito de
Inmunocomplejos?). Nefropatia severa con insuficiencia
renal. Compromiso hepatico: ictericia.

 EXiste leptospiruria.



Muchas gracias!
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