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1. INTRODUCERE

Omul traieste intr-un mediu populat de numeroase microorganisme, multe dintre
ele aflandu-se chiar 1n interiorul organismului sdu. Desi nu au putut fi vizualizate
mult timp, efectele lor au fost observate din vechime, fiind folosite empiric la
dospirea painii, fermentarea vinului sau berii, dar si la conservarea alimentelor prin
sterilizare. Abia 1n secolul XIX, prin cercetarile lui Pasteur, s-a descoperit rolul
microorganismelor in etiologia bolilor infectioase.

Nofiunea de contagiune este cunoscuta din antichitate, fiind mentionata in
Vechiul Testament si analizata de medici si filosofi. Thucidide a explicat aparitia
epidemiilor printr-un ,,contagium animatum”, iar Varo a emis ipoteza existentei unor
»animalia minuta” responsabile de boli precum malaria.

Hippocrate a atribuit epidemiile ,,aerului otravit”, fundament al teoriei
miasmelor, mentinuti pana in secolul XIX. in paralel, Fracastoro a formulat teoria
contagiunii, conform cdreia bolile infectioase se transmit prin ,,seminaria morbi”.
Ambele teorii au stat la baza masurilor de igiena si a carantinei, precursoare ale
epidemiologiei moderne.

In 1675, Antoni van Leeuwenhoek a observat pentru prima datd
microorganismele (,,animalcule”) cu ajutorul unor lentile slefuite de el insusi,
descriind formele lor fundamentale. In anul 1695 Leeuwenhoeck isi publici intreaga
operd Intr-o carte intitulatd “Arcanae naturae microscopiorum detecta”. Dar nici
Leeuwenhoeck si nici contemporanii sdi nu au realizat importanta extraordinard a
descoperirii sale, atentia savantilor indreptindu-se, spre originea, nu spre rolul
acestor microorganisme. Astfel s-a adoptat “teoria generatiei spontane” care sustinea
cd microorganismele apar “din nimic”, acolo unde se afla material organic in
putrefactie. Teoria s-a mentinut pana in secolul al XIX-lea, in ciuda Incercarilor
repetate ale unor savanti de a demonstra contrariul.

Abatele Lazzaro Spallanzani (1729-1799) aratd ca fierberea infuziilor si
izolarea recipientului Tmpiedica aparitia generatiei spontane.

Incepand din secolul al XVII s-au ridicat tot mai frecvent voci care au pledat
pentru rolul microorganismelor in etiologia infectiilor, dar ele nu au fost luate in
seama. Astfel, Robert Boyle sugereaza, in 1663, ca unele boli trebuie sa rezulte 1n
urma unor fermentatii.

La sfarsitul secolului al XVIII-lea, medicul englez Edward Jenner publica
rezultatele obtinute prin imunizarea artificiald a oamenilor Tmpotriva variolei.
Bazandu-se pe observatiile populare, in legatura cu faptul ca ingrijitorii de vaci care
se Tmbolnaveau de vaccina vacilor nu mai faceau variold, el inoculeaza lichid din
pustulele vaccinale de pe ugerul vacilor la om, instituind astfel vaccinarea
antivariolica.



Inainte de enuntarea teoriei microbiene a infectiilor Ignaz Semmelweis (1818-
1865), reduce mortalitatea lehuzelor intr-una din cele doud clinici vieneze de
obstetricd, de la 18% la 1,27%, obligand personalul sanitar si studentii care lucrau la
disectia cadavrelor si se spele pe méiini cu clorurd de var. Joseph Lister, chirurg din
Edinburgh, introduce in clinica sa asepsia prin pulverizarea acidului carbolic in salile
de operatie, scazand astfel drastic numarul de infectii postoperatorii ale plagilor.

Elaborarea teoriei microbiene a bolilor infectioase este meritul lui Louis Pasteur
(1822 - 1895), fondatorul microbiologiei medicale ca stiinta.

Profesor de chimie, Pasteur descopera ca fermentatia vinului, a berii, a otetului,
precum si fermentatia lacticd sunt rezultatul activititii unor anumiti microbi,
introducand astfel notiunea de specificitate. El introduce metoda de sterilizare care-
i poartd numele - pasteurizarea, utilizatd si astdzi pe scard largd in industria
alimentara.

Pasteur combate teoria generatiei spontane printr-o serie de experiente simple,
aratand ca autogeneza nu este posibila si ca microbii provin din mediul Tnconjurator.
Incilzind la fierbere bulion in baloane cu gatul neinchis dar foarte lung si incovoiat
“In gat de lebada” , el constatd ca bulionul ramane limpede timp indelungat.
Discreditand definitiv teoria generatiei spontane, Pasteur a inceput sa se preocupe de
cauzele care determind aparitia bolilor infectioase. El descopera foarte multi microbi,
in diverse produse patologice, ceea ce i permite sa prezinte in 29 aprilie 1878 celebra
lucrare “La théorie des germes et ses applications a la médicine et a la chirurgie®.
Aceasta teorie expune pentru prima oara ideile fundamentale ale teoriei microbiene.

La solicitarea crescatorilor de vite, Pasteur cerceteaza boala numita “dalac” sau
“carbune”, care decima cirezile de vite si oi ce pasteau pe pasunile contaminate cu
spori de bacili carbunosi. Combinand actiunea céldurii si invechirii, Pasteur a scazut
virulenta bacilului carbunos preparand doud vaccinuri: vaccinul Pasteur I mai putin
atenuat si vaccinul Pasteur II mai atenuat. Dupa obtinerea celor doua vaccinuri,
efectueaza 1n anul 1891 celebra experientd de la Pouilly Le Fort inoculand 24 de oi,
6 vaci si o capra, intii cu vaccin Pasteur II si dupa 7 zile cu vaccin Pasteur 1. Dupa
alte 7 zile inoculeaza atat lotul vaccinat cat si un lot martor de animale nevaccinate
cu bacil carbunos virulent. Dupa 24 de ore toate animalele martor, nevaccinate, au
murit de infectie carbunoasa, pe cand cele vaccinate nu au facut boala.

Tot lui Pasteur i se datoreaza vaccinul antirabic, pe care l-a preparat fara sa
cunoascd natura virala a agentului etiologic. Dupd experimentarea eficientd pe
animale, s-a efectuat in 6 iulie 1885 prima vaccinare incununata de succes la un copil,
Joseph Meister, muscat de un ciine turbat. In urma acestei remarcabile realizari s-au
strans, prin eforturi internationale, fonduri pentru construirea unui Institut de
Cercetari la Paris care poartd numele lui Pasteur.

Contemporan cu Pasteur, Robert Koch (1843-1910) isi incepe cariera ca medic
de tard, prima sa descoperire fiind sporul bacilului carbunos, In timp ce examina
cultura acestui germene pe un preparat nativ intre lama si lamela.



El introduce in practica bacteriologica examinarea morfologica a microbilor pe
frotiuri fixate si colorate. In cultivarea microbilor foloseste gelatina pentru
solidificarea mediilor de culturd si obtine primele colonii izolate. Agar-agarul a fost
introdus in practica de laborator de un colaborator a lui Koch, Hesse, la sugestia
sotiei sale, Angelina Hesse.

Koch anuntd descoperirea bacilului tuberculozei in anul 1882 la sedinta
Societatii de Ftiziologie din Berlin si formuleaza celebrele sale postulate, care, cu
exceptia agentilor infectiosi necultivabili, stau la baza implicarii microorganismelor
in etiologia maladiilor infectioase. Pentru a considera cd un microb este agentul
patogen al unei boli infectioase el trebuie:

* sa se gdseasca constant in organismul bolnavilor ce prezinta aceleasi semne de
boala,

* sa poata fi cultivat si sd dea culturi cu aceleasi caractere,

* cu aceste culturi sa se poatd reproduce boala experimental la animal, de la care
sd se izoleze acelasi microb.

In anul 1884, Hans Christian Gram introduce coloratia care 1i poartd numele si
care este si astazi cel mai frecvent utilizata coloratie in laboratorul de bacteriologie.

Dezvoltarea microbiologiei a avut un impact deosebit asupra igienei,
epidemiologiei bolilor transmisibile si chirurgiei prin generalizarea antisepsiei si
asepsiei.

Daniel Elmer Salmon si Theobald Smith descopera in 1886 ca pesta porcind
poate fi prevenita si prin administrarea de bacterii omorate. Aceastd descoperire a
fost punctul de pornire pentru prepararea de catre Waldemar Haffkine a unor
vaccinuri din tulpini bacteriene omoréate, ca cele impotriva holerei (1895) si ciumei
(1897).

Emile Roux si Alexandre Yersin arata in 1888 ci patogenitatea bacilului difteric
se datoreazd unei exotoxine. Elev a lui Robert Koch, Kitasato Shibasaburo, cultiva
pentru prima oara bacilul tetanic si demonstreaza posibilitatea imunizarii pasive prin
administrarea de seruri imune, preparate pe animal. Aplicatia practicd a acestei
descoperiri a fost seroterapia, care s-a aplicat prima oara cu succes la un bolnav de
difterie in anul 1893. Gaston Ramon detoxifica toxina difterica prin tratarea ei cu
formol, o denumeste anatoxind si o foloseste in vaccinarea antidifterica. Acelasi
principiu std si la baza vaccinarii antitetanice.

Savantul rus Ilia Mecinikov (1845-1916), elev a lui Pasteur, este fondatorul
teoriei celulare a imunitatii. El descopera rolul fagocitozei, arata ca omul si animalele
dispun de mijloace naturale de aparare, reprezentate de leucocite si celulele
sistemului macrofagic, care au proprietatea de a ingloba si digera unii microbi
patrunsi Tn organism.

Cercetarile lui Mecinikov au fost precedate de observatiile lui Lister cu privire
la puterea bactericida a sangelui. Hans Buchner descopera in serul proaspat un factor
termolabil, alexina, care s-a dovedit, ulterior, a fi identica cu sistemul de proteine
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plasmatice, foarte important Tn apararea antiinfectioasa a organismului, descoperit si
denumit de Paul Ehrlich, complement. In continuare, serologia face mari progrese.

Ca urmare a acestor descoperiri, la sfarsitul secolului XIX s-au conturat 2 scoli
de imunologie: cea germana, partizana teoriei imunitatii umorale, exponentul ei fiind
Paul Ehrlich si cea franceza, care prin Ilia Mecinikov sustinea teoria imunitatii
celulare.

In anul 1905, Von Pirquet, care cerceta hipersensibilitatea face afirmatia
socantd pentru acea vreme $i anume, ca raspunsul imun nu este Tntotdeauna benefic,
ci poate avea consecinte grave asupra organismului.

In anul 1892 se naste o noud stiintd - virusologia - o datd cu descoperirea de
catre botanistul rus Ivanovski a virusului mozaicului tutunului. El a ardtat ca
mozaicul tutunului este produs de un agent care trece prin filtrele bacteriologice si
care poate fi transmis de la o plantd la cealaltd. In anul 1898 Beijerinck confirma
descoperirea lui Ivanovski si intuieste deosebirile dintre virusuri si bacterii.

In continuare se dezvoltd metodele de cultivare si izolare a virusurilor. Astfel,
Ross Granville Harrison din SUA (1907), francezul Alexis Carrel (1909) si
Montrouse Burows, tot din SUA (1909-1910), pun bazele cultivarii virusurilor pe
culturi celulare. P. Rous (1911), E. Goodpasture si Alice Woodriff (1931), M.F.
Burnet (1933) izoleaza virusurile pe oud embrionate, tehnica ce a fost utilizata pe
scara larga inainte de generalizarea cultivarii virusurilor pe culturi celulare.

In 1931 Ernst Ruska si Max Knoll construiesc primul microscop electronic,
inventatorul microscopului fiind insa Leo Szilard.

In eforturile de a gasi mijloace terapeutice eficiente in tratamentul bolilor
infectioase se inscriu cercetdrile lui Paul Ehrlich, creatorul teoriei moderne a
dezinfectiei si chimioterapiei selective.

Cautand “glontele magic” care s omoare microbii dar sa nu lezeze organismul,
sintetizeazd peste 600 de produsi arsenicali. Al 606-lea preparat - salvarsanul - se
dovedeste activ asupra spirochetelor si este introdus in anul 1911 1n tratamentul
sifilisului si al unor boli produse de protozoare.

Studiind fagocitoza in infectia streptococica la soareci, Domagk descopera in
1932 sulfamidele.

In anul 1928 Alexander Fleming observi ci culturile de stafilococi sunt inhibate
de o substanta, secretatd de un mucegai, Penicillium notatum pe care a denumit-o
penicilind. Pencilina este introdusa in practica medicala doar in anul 1941 dupa
purificarea si stabilizarea ei de cate doi chimisti de la Oxford, Florey si Chain.
Descoperirea antibioticelor a deschis o erd noud in medicind, producand o adevarata
revolutie 1n terapia bolilor infectioase, modificand profilaxia si evolutia acestora. Din
pacate, insa, rezistenta la chimioterapice antiinfectioase nu a intarziat sa apara, si sta
in centrul atentiei cercetatorilor in domeniu, deoarece s-au descris tulpini microbiene
rezistente la toate chimioterapicele ce se utilizeaza in prezent.
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Progresele esentiale in microbiologie s-au obtinut prin dezvoltarea microscopiei
electronice care a relevat date de importantd fundamentald privind morfologia si
structura agentilor infectiosi si prin genetica moleculara, ale carei metode a descifrat
genomul multor specii bacteriene. In acest context se intensifica cercetarile privind
patogenitatea microorganismelor, respectiv a mecanismelor prin care acestea sunt
capabile sa produca infectiile.

Dezvoltarea tuturor stiintelor biologice dupa anul 1950 este tributard
microbiologiei care a furnizat geneticii un model experimental unic, reprezentat de
Escherichia coli, ca prototip al organizarii structurale si functionale a celor mai
simple sisteme biologice. Astfel, s-a descoperit codul genetic, biosinteza proteinelor,
mecanismele reglarii genetice, mecanismele variabilitatii la bacterii etc. Prin tehnici
de inginerie genetica s-a realizat clonarea ADN, procedeu care permite studiul
structurii si functionalitatii genelor.

Prin aceleasi tehnici s-au implantat unor bacterii ca, de exemplu, bacilului coli,
gene care codifica sinteza de interferoni, a unor hormoni (insulina, somatotropina)
sau a altor substante care ar fi greu sau imposibil de obtinut prin metode chimice.

De asemenea a fost introdusa genoterapia, care consta in adaugarea, modificarea
sau Tndepartarea unei gene la nivel celular Tn vederea corectdrii unor deficiente
metabolice precum si in tratarea unor infectii (SIDA) sau maladii proliferative.
Aceasta posibilitate moderna de tratament este la inceput, dar perspectivele sunt
extraordinar de promitatoare.

In prezent dezvoltarea microbiologiei este tributard matematicii, informaticii,
fizicii si chimiei, iar microbiologia la randul ei a patruns in diverse domenii ca:
industria chimicd, alimentard, petroliera, farmaceutica etc., fiind o stiinta
indispensabila secolului XX.

Microbiologia romaneasca se prezintd cu descoperiri importante si cu
numerosi savanti care au adus contributii valoroase atat in patologia infectioasa cat
si in imunologie.

Victor Babes (1854-1926) este Intemeietorul microbiologiei romanesti. El si-a
facut studiile la Budapesta si Viena, lucrand apoi la Berlin, Paris alaturi de Virchov,
Koch si Pasteur. Vine ca profesor de bacteriologie si anatomie patologica la
Bucuresti, preocupandu-se de cele mai variate probleme de bacteriologie, anatomie
patologicd, igiend, parazitologie. Cercetdrile sale sunt cuprinse in 1005 lucrari. In
anul 1885 publica la Paris, impreuna cu Victor Cornil, primul tratat de bacteriologie
din lume intitulat “Les bactéries et leur role dans [’étiologie, |’anatomie et
I’histologie pathologique des maladies infectieuses”. Dintre descoperirile sale
mentiondm: granulele metacromatice la bacilul difteric (corpusculii Babes-Ernst),
peste 40 de specii microbiene si doud specii de protozoare din genul Babesiella. El a
fost preocupat de studiul turbarii, leprei, tuberculozei, pelagrei etc. si a introdus la
noi 1n tard vaccinarea antirabicd, seroterapia antirabica si antidifterica. De asemenea
organizeaza primul institut de cercetdri medicale din Romania, “Institutul Victor
Babes” si primele laboratoare de igiena si bacteriologie din tara.
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Ion Cantacuzino (1863-1934) a studiat la Paris filozofia, stiintele naturale si
medicina. In anul 1901 devine profesor la catedra de medicind experimentald din
Bucuresti. Opera sa stiintificd cuprinde studii In domeniul holerei, ardtand rolul
imunititii celulare si umorale. In anul 1913 aplicd in armata romana, aflatd in plind
epidemie de holerd, vaccinarea antiholeric cu vaccin omorat. In anul 1906 introduce
in tard, imediat dupa Franta, vaccinarea antituberculoasd cu BCG. Fiind ministrul
sanatatii, infiinteaza prin legea sanitara din 1910, primele sanatorii de tuberculoza,
primele spitale de boli infectioase, iar Tn 1921 la Bucuresti “Institutul de Seruri si
Vaccinuri 1. Cantacuzino”, care a devenit cea mai importantd scoald de
microbiologie romaneasca.

Constantin Levaditi (1874 - 1953), elev a lui Victor Babes, a fost profesor la
Institutul Pasteur din Paris. Personalitate deosebitd, are studii de valoare in
imunologie, virusologie, bacteriologie, parazitologie si chimioterapie. Impreuna cu
elevul sau St. Nicolau pune bazele invatdmantului virusologic in tara noastra.
Activitatea “Institutului de Virusologie St. Nicolau” a fost continuata de Prof.Dr.
Nicolae Cajal.

Alte personalitati marcante ale microbiologiei romanesti au fost: C. Ionescu
Mihadiesti, M. Ciuca, D. Combiescu, G. Zotta, M.Nasta, A. Ciucd, P. Condrea,
Cornelia Combiescu, G. si Alice Magheru, M. Marbe, Aristia Dimboviceanu, Lidia
si L.Mesrobeanu, Eugenia Soru, Olga Bonciu, N. Nestorescu, Gh.Istrati, M.
Georgescu, Eugenia si M.Duca si multi altii.
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2. LOCUL AGENTILOR INFECTIOSI IN SISTEMATICA
MICROORGANISMELOR

Inainte si mult timp dupa descoperirea microorganismelor, organismele vii au
fost Tmpartite in doua regnuri, animal §i vegetal, nebanuindu-se posibilitatea
existentei unor alte forme de viata.

In secolul trecut s-a observat, insd, ci microorganismele prezintd nu numai
asemanari dar si diferente fatd de celulele de tip animal si vegetal. Sesizand aceste
diferente, Haeckel propune in 1866 reunirea microorganismelor cunoscute intr-un
regn aparte, PROTISTA, care sa cuprinda algele, protozoarele, fungii si bacteriile.

In secolul trecut, prin dezvoltarea mijloacelor de cercetare, s-a demonstrat ca
microorganismele, incadrate initial in acest regn, diferd in mod fundamental unele
de celelalte. Astfel, celulele bacteriene au o structurda mult mai simpld, fiind
desemnate ca celule de tip procariot, iar algele, protozoarele si fungii au o structura
complexa de tip eucariot. Ca urmare, termenul de Protista s-a restrans asupra
organismelor unicelulare de tip eucariot, bacteriile fiind trecute intr-un regn aparte —
PROCARIOTE

2.1. Protiste

Algele sunt microorganisme eucariote, acvatice, fotosintetizante, care formeaza
un grup heterogen, de la dimensiuni microscopice pana la forme gigante,
pluricelulare, filamentoase. Se cunosc 16.000 de specii, dar nu prezinta interes
medical (cu exceptia agar-agarului din care se obtine agarul, ce serveste la prepararea
mediilor de cultura solide).

Mycetele sau ciupercile microscopice sunt celule eucariote grupate in 4 clase.
Existd in jur de 148.000 de specii (2020), din care doar 400 sunt de interes medical.

Protozoarele sunt microorganisme unicelulare eucariote foarte evoluate
structural si Tn general mobile, asemanandu-se cu celulele animale. Cele de interes
medical se incadreaza in 4 clase: flagelata, rhizopoda, sporozoa si ciliata.
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Tabelul 2.1. - Caracterele diferentiale dintre celulele procariote si eucariote

CARACTER PROCARIOTE EUCARIOTE

Nucleul * este un nucleoid sau echivalent | * nucleu adevarat cu
nuclear reprezentat de o molecula | nucleoli si 1Invelit de
circulara de ADN; membrana nucleara;
e nu are membrand nucleara; e are nucleoli, fiind un

nucleu adevarat;

Citoplasma * lipsita de mitocondrii si reticul | * mitocondrii §i reticul
endoplasmatic; endoplasmatic prezent;
e ribozomi: 70S; ¢ ribozomi: 80 S;

Perete celular * rigid, prezent la toate procariotele | * prezent numai la
cu exceptia clasei Mollicutes; ciuperci

Dimensiune * bacterii 1 -5 p; e protozoare 1 - 150 p
e chlamydii 0,2 - 0,5 ; elevuri 5-10 p
* rickettsii 0,3 - 0,5 p; e*mucegaiuri

Inmultire * asexuata prin diviziune binara * asexuata si sexuata

2.2. Procariote
Archaebacteriile sunt lipsite de interes pentru medicind. Ele sunt bacterii
termofile, producatoare de metan.

Eubacteriile cuprind un numar foarte mare de bacterii, dintre care cele de interes
medical sunt:

* bacteriile clasice - cu forme variate §i cu perete celular,

* chlamydiile - bacterii cu parazitism intracelular obligatoriu si care prezinta
un mecanism de multiplicare unic in lumea bacteriilor,

* rickettsiile - bacterii cu habitat intracelular (cu o exceptie), dar cu diviziune
directa, intalnita la majoritatea bacteriilor,

* micoplasmele - bacterii carora le lipseste in mod natural peretele celular.

In prezent sunt incluse in Eubacterii si Cyanobacteriile sau algele albastre, care
sunt microorganisme acvatice. Ele prezinta interes medical numai pentru ca pot
ajunge intamplator in solutiile perfuzabile, producand accidente grave prin
substantele pirogene pe care le contin.
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2.3. Virusuri, viroizi si prioni

Virusurile sunt entitati infectioase, care se deosebesc fundamental de formele
celulare de viata. Ele sunt formate dintr-un singur acid nucleic (ADN sau ARN),
invelit de o capsida proteica si sunt parazite obligatoriu intracelulare. Virusurile sunt
particule inerte in stare extracelulard dar, dupa ce patrund intr-o celuld vie, deviaza
metabolismul acesteia in scopul propriei replicari.
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Figura 2.1. Dimensiunile bacteriilor in comparatie cu alti agenti infectiosi.

(adaptata dupa Roitt, 2017)

Tabelul 2.2. - Caractere diferentiale intre bacterii i virusuri

CARACTER BACTERII VIRUSURI
Dimensiuni 1-10p 20 - 300 nm
Structura celulard subcelulara
Continutul in acizi nucleici ADN si ARN ARN sau ADN

Multiplicarea pe medii inerte replicate de catre celula
gazda

Prezenta enzimelor metabolice DA NU

Sensibilitate la antibioticele uzuale | DA NU
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Viroizii au o structurd si mai simpla, fiind alcatuiti doar dintr-un acid nucleic cu
GM mica. Unii dintre ei produc boli transmisibile la plante. Virusurile §i viroizii
alcatuiesc impreund regnul VIRA.

Prionii. Sunt agenti infectiosi de naturd proteica, cauza unor boli degenerative
ale sistemului nervos cum sunt encefalopatia spongiforma a bovideelor, boala Kuru
(in Guatemala), insomnia familiala letala, boala Creutzfeldt-Jakob, etc. Se
presupune, de asemenea, cd boala Alzheimer este de naturd prionica. Prionii sunt
proteine a caror structurd primard este aceea a proteinelor normale din celula
nervoasd, dar a caror structura tertiara si cuaternara se abate de la cea a proteinelor
normale. Termenul de prioni a fost introdus de Stanley B. Prusiner in 1982.

La agentii infectiosi microscopici se adauga parazitii multicelulari cum sunt
helmintii si artropodele, cu structurda complexa si cu studiul carora se ocupa
parazitologia.

Microbiologia medicald studiazd urmadtoarele aspecte legate de agentii
infectiosi:

* biologia agentilor infectiosi,

* relatia dintre agentii infectiosi si organismul uman,

* patogenia agentilor infectiosi,

e apararea antiinfectioasa naturala si dobandita,

* bazele profilaxiei bolilor infectioase,

* bazele terapiei antiinfectioase,

* diagnosticul etiologic al infectiilor.
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3. MORFOLOGIA SI STRUCTURA BACTERIILOR

3.1. Morfologia bacteriilor

3.1.1. Dimensiuni

Lumea bacteriand este populatd de entitati microscopice ce nu pot fi vazute cu
ochiul liber. Dimensiunile sunt att de reduse, incit un volum de 1cm? poate cuprinde
102 bacterii cu o greutate de aproximativ 1g, iar intr-un mediu lichid limpede sunt
necesare cel putin 1-10 milioane de bacterii pentru a produce o turbiditate sesizabila
macroscopic. In intestinul nostru sunt prezente in jur de 10-100 de trilioane de
bacterii, numarul lor depasind cu mult cel al celulelor noastre.

Dimensiunea bacteriilor se exprimi in micrometri (1u=10" mm), variatiile fiind
in functie de specie, forma, mediu si varsta culturii. In general, este cuprinsa intre 1-
10u.

3.1.2. Forma

In raport cu forma lor deosebim 4 categorii de bacterii: rotunde (cocii), alungite
(bacili), incurbate (spirili, spirochete, vibrioni) si filamentoase (actinomycetele).

* cocii sunt bacterii rotunde (genul Staphylococcus), ovalare (genul
Streptococcus), lanceolate (Streptococcus pneumoniae), reniforme (genul Neisseria)
cu@de0,8 - 1y;

* bacilii sunt bacterii cu forma alungita de bastonas cu dimensiuni ntre 1,5 -
10u. La bacili este importantd examinarea extremitatilor, aspectul acestora avand rol
in identificarea lor. Astfel, bacilii pot prezenta capetele rotunjite (familia
Enterobacteriaceae), taiate drept (Bacillus anthracis - bacilul carbunos), maciucate
(Corynebacterium  diphteriae - bacilul difteric), in forma de suveica
(Fusobacterium);

* cocobacilii sunt bacterii usor alungite, fiind forme intermediare intre coci si
bacili (Yersinia pestis, Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae);

* vibrionii sunt bacterii Tncurbate Tn forma de virgula (Vibrio cholerae);
* spirilii sunt bacterii spiralate avand 1-2 spire rigide (Spirillum volutans);
» spirochetele sunt bacterii spiralate cu corpul flexibil avand 12-20 de spire

(Treponema pallidum), foarte multe spire stranse (Leptospira) sau 2-3 spire
(Borrelia):

* actinomycetele sunt bacterii foarte asemanatoare fungilor si formeazd
filamente sau hife lungi si ramificate care se rup, rezultind forme bacilare
(Actinomyces).
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Figura 3.1. Morfologia bacteriana (adaptat dupa Caroll, 2023).

3.1.3. Asezare

Bacteriile sunt organisme unicelulare care se multiplica prin diviziune binara.
La unele specii, dupa diviziune urmeaza separarea completa a celulelor fiice,
rezultand bacterii izolate. La alte specii, dupa diviziune, celulele fiice raman legate
intre ele, grupandu-se In mod caracteristic datorita unei substante vascoase dispusa
fie pericelular, fie localizata in anumite regiuni determinand diferite tipuri de asezare

a celulelor.

Asezarea bacteriilor permite deseori recunoasterea acestora la nivel de gen, prin
examinarea la microscopul optic a preparatelor colorate efectuate din culturi, sau

direct din produsul recoltat de la pacient.
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Cocii se aseaza:

* in gramezi sau asemanator unei ciorchini de struguri ca, de exemplu,
germenii din genul Staphylococcus;

* 1n tetrade la genul Micrococcus;

* 1in baloturi de cate 8 coci orientati Tn cele 3 directii ale spatiului la genul
Sarcina;

* 1in lanturi la genul Streptococcus;

* 1in diplo, ca doua flacari de lumanare care se unesc prin bazele lor, la specia
Streptococcus pneumoniae;

* 1in diplo, ca doud boabe de cafea care se privesc fata in fata prin concavitatile
lor ca, de pilda, la Neisseria gonorrhoeae (gonococ) si Neisseria meningitidis
(meningococ);

* izolati, care nu sunt de interes medical.

Bacilii se ageaza:

* cel mai ades izolati si in pozitii intamplatoare unul fatd de celalalt ca, de
exemplu, majoritatea bacililor gram-negativi;

* grupati cate doi (diplobacili) sau in lanfuri scurte ca, de exemplu, genul
Klebsiella;

 dispusi in lanturi ca bacilii din genul Bacillus (bacilul carbunos);

* dispusi in mod caracteristic sub forma unor majuscule sau litere chinezesti
cum sunt bacilii difterici (Corynebacterium diphteriae);

* 1in palisada, ca scandurile unui gard (bacilii difterimorfi).

3.2. Studiul morfologic al bacteriilor

Examinarea microscopica este deseori primul pas 1n identificarea unor bacterii.
Caracterele morfologice si tinctoriale incadreaza bacteriile Intr-unul din grupurile
majore stabilind conduita diagnosticului bacteriologic. Elementele morfologice
importante in identificarea unei bacterii sunt: dimensiunea, forma, asezarea, prezenta
unor structuri speciale ca, de pilda, endospori, flageli, capsuld sau incluzii
intracelulare.

Coloratia gram reprezintd cea mai importantd metoda de colorare folosita in
microbiologie. Proprietatea bacteriilor de a se colora diferit prin aceasta coloratie
exprima diferente de structura ale peretelui celular.

A se vedea tehnica efectuarii frotiurilor si tehnica de colorare in indreptarul de
lucrari practice.
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Tabelul 3.1. Exemple de bacterii gram-pozitive de interes medical

FORMA BACTERIILOR FAMILIA/GRUPUL GENUL
Coci Micrococaceae Staphylococcus
Micrococcus
Streptococcaceae Streptococcus
Enterococcus
Diverse Leuconostoc
Peptostreptococcus
Bacili Sporulati Bacillus Clostridium
Actinomycetaceae Actinomyces
Diverse Proprionibacterium
Corynebacterium
Listeria

Tabelul 3.2. Exemple de bacterii gram-negative de interes medical

FORMA BACTERIILOR FAMILIA/GRUPUL GENUL
Coci Neisseriaceae Neisseria
Moraxellaceae Moraxella
Bacili Enterobacteriaceae Escherichia
Salmonella
Shigella
Klebsiella
Enterobacter
Proteus
Morganella
Yersinia
Vibrionaceae Vibrio
Spirillaceae Campylobacter
Helicobacter
Pseudomonas Pseudomonas
Pasteurellaceae Pasteurella
Haemophilus
Diverse Brucella
Bordetella
Legionellaceae Legionella
Bacteroides Bacteroides
Prevotella
Porphyromonas
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Tabelul 3.3. Bacterii de interes medical care nu se coloreazd gram

FAMILIA / ORDINUL GENUL COLORATII
Spirochaetales Treponema eImpregnare argenticd Giemsa,
Borrelia * Imunofluorescenta,
Leptospira
Chlamydiaceae Chlamydia *Coloratie cu iod Giemsa,
e Imunofluorescenta,
Mycopasmataceae Mycoplasma
Ureaplasma
Rickettsiaceae Rickettsia * Giemsa, gimenez,
Coxiella * Albastru de Victoria

Tabelul 3.4. Bacterii acido alcoolo rezistente de interes medical

FAMILIA GENUL SPECIA
Mycobacteriaceae | Mycobacterium | M. tuberculosis
M. leprae
Mycobacterii non-tuberculoase (MNT)

3.3. Structura celulei bacteriene

Unitatea morfofunctionala a bacteriilor este celula, un complex autoorganizat de
molecule organice care schimba energie cu mediul inconjurator si este capabila sa-
si regleze Tn mod autonom functiile vitale.

Bacteriile au o structura foarte complexa, fiind alcatuite din componente
obligatorii, prezente la toate speciile bacteriene (nucleu, citoplasma, membrana
citoplasmatica, mezozomi, perete celular) si componente facultative ce se gasesc
doar la unele specii (capsuld, flageli, fimbrii, spor).

Membrana |
toplasmatica
Mezozomi °oP'a3ma Ica§ Nijcleu Capsula
Sex-pil \ — —/L -~ g
\\ // Citoplasma
Perete
celular
888 / Incluzie
Pili y4
comuni £ \\

Flagel Ribosomi
Figura 3.2. Structura celulei bacteriene (adaptat dupa Caroll, 2023).
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3.3.1. Componentele obligatorii

1. Nucleul bacterian

Este un nucleoid sau echivalent nuclear, cu o structurd primitiva in comparatie
cu nucleul celulelor eucariote si reprezintd 2% din greutatea uscata a bacteriei.
Nucleoidul este format dintr-o moleculd circulara de ADN, organizata sub forma
unui cromozom haploid care este In contact direct cu citoplasma datoritd lipsei
membranei nucleare. Molecula de ADN dublu spiralat este la randul ei suprahelicata
in jurul unui miez de ARN, dispozitie necesara functionalitatii materialului nuclear.

In mod obisnuit, nucleoidul este situat in centrul celulei bacteriene si poate fi
legat de membrana citoplasmatica prin intermediul mezozomilor.

Functia nucleului bacterian consta in depozitarea informatiei genetice necesara
autoreplicarii, organizarii structurale si functionale a celulei bacteriene, deci a
caracterelor ce definesc specia.

Antibioticele care actioneaza la nivelul nucleului bacterian sunt: quinolonele
(inhibitia sintezei ADN), rifampicina (inhibitia sintezei ADN), sulfonamidele
(inhibitia sintezei acidului folic).

2. Citoplasma

Situatd intre materialul nuclear si fata internd a membranei citoplasmatice,
citoplasma este un sistem coloidal alcatuit din 80% apa, in care se gaseste o cantitate
mare de molecule organice, ioni anorganici, enzime, ARN (de transport, mesager si
ribozomial), vacuole si incluzii. Este lipsita de organitele celulare prezente la celulele
eucariote cum sunt reticulul endoplasmatic, aparatul Golgi, mitocondriile, centrul
celular, ergastoplasma.

La microscopul optic citoplasma apare omogena, amorfa, iar la cel electronic
fin granulatd, datoritda unui numdr mare de ribozomi. Se apreciazd cd o celuld
bacteriana are 20.000 de ribozomi ce contin 80-90% din ARN-ul citoplasmatic.

Ribozomii sunt structuri sferice cu diametru de aproximativ 180nm si constanta
de sedimentare de 70S. Din punct de vedere chimic sunt alcatuiti din 65-70% ARN
si 30-35% proteine. Ribozomii reprezinta sediul sintezelor proteice din celula.

Incluziile citoplasmatice, descrise la unele specii bacteriene, sunt formatiuni
structurale inerte, temporare, de diferite dimensiuni, variind in functie de specia
bacteriana si conditiile de mediu. Incluziile sunt structuri legate de activitatea
metabolica a celulei bacteriene §i reprezintd un material de rezerva care poate fi
folosit ca sursa de energie.

Antibioticele care inhiba sinteza proteica de la nivelul ribozomilor sunt:
aminoglicozidele, oxazolidinonele (linezolid), cloramfenicolul, ciclinele,
macrolidele si lincosamidele, acidul fusidic.
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3. Membrana citoplasmatica

Este o membrana find (6,5-7nm), elastica, lipsitd de rezistentd mecanica ce
margineste la exterior citoplasma bacteriilor si o separd de peretele celular. Pe
sectiune apare trilaminata, fiind alcatuitd din doua straturi fosfolipidice dispuse cu
partile hidrofobe fata in fatda. Printre moleculele fosfolipidice se gdsesc molecule
proteice, situate fie la nivelul unuia dintre cele doud straturi fosfolipidice, fie le
traverseaza, fiind expuse la ambele fete ale membranei. Aceasta structura dinamica,
fluida, temporara si reversibila in functie de factorii de mediu este o “structurd in
mozaic”, descrisa de Singer si Nicholson.
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Figura 3.3. Structura membranei citoplasmatice (adaptat dupa Nicolson, 2022).

Functiile membranei citoplasmatice:

* este 0o membrand cu permeabilitate selectiva, indeplinind functia de bariera
osmotica ce regleaza schimburile celulei bacteriene, in ambele sensuri cu mediul
inconjurator. Permeabilitatea selectivd a membranei citoplasmatice permite
realizarea in interiorul celulei, pentru unele substante, a unor concentratii mai mari
decat in afara celulei,

* secreta numeroase enzime hidrolitice ce se elibereaza in mediul inconjurator
unde scindeaza substratul nutritiv Tn unitati absorbabile,

* unele proteine legate de membrana citoplasmatica joacd rolul de
chemoreceptori,

* 1indeplineste rolul mitocondriilor de la celulele eucariote, fiind sediul
enzimelor lantului respirator si al fosforilarii oxidative, deci centrul energogenezei
celulare,

» este sediul sintezei acizilor grasi, a fosfolipidelor,

* este implicatd 1n sinteza peretelui celular, al polizaharidelor capsulare,
participand activ la cresterea si diviziunea celulei bacteriene, la formarea sporului
bacterian,

* constituie o posibild tintd pentru actiunea unor chimioterapice ca, de pilda,
polimixinele.

Antibioticele care inhiba membranele bacteriene sunt:polimixinele.
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4, Mezozomii

Sunt structuri membranare care se formeaza prin invaginarea membranei
citoplasmatice sub forma de buzunar sau in deget de manusa, prezente la bacteriile
gram - pozitive i ocazional la cele gram - negative. Ei nu formeaza in citoplasma
cavitdti inerte, ci sunt deschise spre spatiul periplasmic (spatiul dintre membrana
citoplasmatica si peretele celular) si sunt Tn contact direct cu materialul nuclear.

Dupa morfologia lor, mezozomii sunt lamelari, veziculari si tubulari, iar
dispozitia lor in celula bacteriana poate fi septald, periferica si nucleara.

Functiile mezozomilor:
* participa la replicarea cromozomului bacterian si diviziunea celulara,

» participa la reactiile de fosforilare oxidativa si oxidoreducere, dar Tn masura
mai mica decit membrana celulara,

 sediul unor enzime hidrolitice care indeplinesc rolul enzimelor lizozomale de
la celulele eucariote,

* sinteza si secretia unor exoenzime, ca de exemplu penicilinaza sau
cefalosporinaza,

* sinteza peretelui celular si formarea sporului bacterian.

5. Peretele celular

Componenta celulard obligatorie care inconjoara membrana citoplasmatica,
peretele celular este o structura rigida, specificd bacteriilor. El este format dintr-un
strat bazal, asemanator la toate bacteriile si un strat al structurilor superficiale, foarte
diferentiat, in functie de care bacteriile manifesta caractere tinctoriale diferite:
bacterii gram - pozitive, gram- negative si acido-alcoolorezistente.

Structura stratului bazal. Peptidoglicanul sau mureina este structura chimica
responsabila de rigiditatea peretelui celular si care asigurd forma s§i rezistenta
mecanica a bacteriei. Prezent la toate bacteriile, el consta dintr-un schelet, format din
molecule lungi paralele polizaharidice de N-acetil-glucozamind si acid N-acetil-
muramic. Moleculele de acid N-acetil-muramic din lanturile vecine sunt legate intre
ele prin punti polipeptidice, transversale, a cdror structurd difera la bacteriile gram-
pozitive de cele gram-negative si chiar de la specie la specie. Astfel, de fiecare
moleculd de acid N-acetil-muramic se leagd un tetrapeptid ce contine D si L
aminoacizi. De exemplu, tetrapeptidul la Staphylococcus aureus este format din L-
alanind - D-glutamina - L-lizina - D-alanina, iar la bacteriile gram negative contine
acid diaminopimelic.

La bacteriile gram - pozitive doua tetrapeptide de pe 2 lanturi paralele invecinate
sunt legate printr-un pentapeptid. La bacteriile gram - negative, tetrapeptidele se
leaga intre ele printr-o simpld legatura peptidicd. Mentiondm ca acidul
diaminopimelic si acidul N-acetil-muramic sunt componente care nu au fost gasite
in naturd decat la bacterii.
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Structura stratului structurilor speciale. Deosebim 3 tipuri de structuri speciale:
gram-pozitiv, gram-negativ si acido-alcoolorezistent.

La bacteriile gram - pozitive, peptidoglicanul reprezinta 50-90% din greutatea
uscatd a peretelui celular, are o grosime de 15-30 nm si contine pana la 200 de lanturi
paralele de mureina.

Stratul structurilor speciale este redus si alcatuit din polimeri hidrosolubili care
sunt acizii theicoici: acidul ribitoltheicoic si gliceroltheicoic. Acestia pot patrunde
pana la membrana citoplasmatica legandu-se covalent de aceasta - acizii theicoici de
membrand sau numai pana la perete - acizi theicoici de perete. Ei reprezinta
antigenele de supafata ale bacteriilor gram-pozitive.

‘ = N-acetil glucosaminé % = tetrapeptid
_ acid N-acetil _ ]
@ "~ muramic H.l'H" pentapeptid

Figura 3.4. Structura peptidoglicanului (adaptatd dupa Murray, 2021).

Peretele celular al bacteriilor gram-pozitive este sensibil la actiunea lizozimului
care rupe legaturile dintre acidul N-acetil muramic si N-acetilglucozamina si a
penicilinei care nhiba sinteza peptidoglicanului.

La bacteriile gram-negative, peptidoglicanul are o grosime de 4-5nm,
reprezentand numai 10% din greutatea uscata a bacteriei. Stratul superficial este Tnsa
mult mai complex decat la bacteriile gram — positive, fiind alcatuit dintr-o membrana
externd, lipoproteine si lipopolizaharidul de perete.

Membrana externa este formata dintr-un strat dublu fosfolipoproteic ce cuprinde
o cantitate foarte mare de molecule proteice. Aceste proteine, bine definite la
majoritatea speciilor bacteriene, sunt denumite Omp (outer membrane proteins) sau
Momp (major outer membrane proteins). Membrana externa se leagd de protoplast
prin intermediul unei lipoproteine si a proteinei OmpA din membrana externa.
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Figura 3.5. Structura lipopolizaharidului (adaptata dupa Murray, 2021).

Proteinele nespecifice ale membranei externe cu functie de porine, cum sunt
trimerii OmpF si OmpC, delimiteaza canale umplute cu apa prin intermediul carora
pot difuza 1n spatiul periplasmic substante hidrosolubile.

Proteinele specifice au functii de transport pentru anumite substante, unele
dintre ele fiind si receptori pentru bacteriofagi. De exemplu, proteina LamB este
responsabila pentru transportul maltozei si receptor pentru fagul lambda al bacilului
coli.

Proteinele de suprafata pot avea la unele bacterii rol in patogenitate, ca de
exemplu cele 7 proteine de suprafata al shigellelor care le asigura invazivitatea.

Deasupra membranei externe a bacililor gram-negativi se afla lipopolizaharidul
de perete (LPZ) sau endotoxina bacililor gram-negativi. Aceasta este alcatuitd din:

* lipidul A care are o structurd particulard, fiind format din unitafi dizaharidice
de glucozamina, legate de beta-hidroxiacizi grasi cu 10-16 atomi carbon fixati direct
de membrana externa,

acid theicoic a?rd theicoic de perete proteind
de membranad i 3 transportoare
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proteina . fostolipid - proteiria -

Figura 3.6. Peretele celular la bacteriile gram pozitive i gram negative.
(adaptatd dupa Talaro, 2023)

* miezul sau “core”, numit §i antigen R, comun tuturor bacteriilor gram -
negative si care include 2 zaharuri caracteristice: acidul keto-deoxyoctanoic §i o
heptoza.
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* unitdfi monozaharidice repetitive (15-40) care sunt specifice de specie i tip
si constituie antigenul O al bacteriilor gram-negative.

LPZ este o toxina termolabila, care se elibereaza in mediul inconjurator de cétre
bacteriile gram-negative, numai dupa liza lor si foarte reactiva in organismul gazda.
Astfel, lipidul A produce febra, activeazd mecanismele apararii antiinfectioase si in
exces produce socul endotoxic cu evolutie grava, chiar fatala.

Spatiul periplasmic. Sistemul structural dublu al peretelui celular la bacteriile
gram-negative creeaza un compartiment ce se intinde de la membrana celulara pana
la membrana externd, numit spatiu periplasmic. El contine peptidoglicanul si un gel
care favorizeaza nutritia bacteriei prin continutul in enzime degradative ca, de pilda,
fosfataze, nucleaze, proteaze etc. Tot aici sunt prezente enzimele de inactivare ale
unor antibiotice cum sunt beta-lactamazele si cefalosporinazele.

Bacteriile acido-alcoolorezistente de interes medical sunt bacilul tuberculos si
bacilul leprei al caror perete celular se aseamana cu cel al bacteriilor gram-pozitive.
Structurile speciale contin acid micolic si o ceara ce confera acestor bacterii caractere
tinctoriale deosebite si rezistenta crescutd la factorii de mediu. Astfel daca dupa o
incélzire de scurtd duratd ce topeste cerurile, un colorant patrunde in celula
bacteriana, decolorarea acesteia sub actiunea acizilor sau alcoolilor nu se mai
produce ca la alte bacterii. Acest caracter se numeste acido-alcoolo-rezistenta.
Bacteriile acido-acoolo-rezistente se coloreaza foarte slab cu coloratia gram,
evidentierea lor facandu-se la cald prin tehnica Ziehl-Neelsen.

Bacterii cu perete alterat sau formele L. Sunt bacterii cu stratul bazal viciat sub
actiunea unor factori din mediu ca, de exemplu, lizozimul si penicilina, care lizeaza,
respectiv impiedica sinteza peptidoglicanului.

Bacteriile lipsite total de perete celular se numesc protoplasti si provin din randul
bacteriilor gram - pozitive, iar cele cu perete partial lezat, sferoplasti din bacteriile
gram-negative, care 1si pierd mai greu peretele.

Formele L sunt foarte sensibile la variatiile osmotice, putand supraviefui numai
in conditii speciale de osmolaritate, dar sunt foarte rezistente la antibioticele beta-
lactamice. Daca factorii nocivi dispar din mediu, formele L se pot transforma in
bacterii normale prin resinteza peretelui celular.

Functiile peretelui celular:

 asigurd forma, rezistenfa mecanicd i osmoticd a bacteriei;

* asigurd protectia membranei citoplasmatice fata de presiunea interna a celulei
bacteriene, care este foarte mare: 5-6 atm la E. coli, 20-30 atm la S. aureus;

* regleaza traficul molecular de perete in ambele sensuri, deci schimbul de
substante dintre bacterie si mediul inconjurator, fiind permeabil pentru molecule cu
0 GM mai mica de 10.000 daltoni si cu un diametru mai mic de Inm,;

» stocheaza unele enzime 1n spatiul periplasmic la bacteriile gram-negative ce
vor fi eliberate dupa necesitati, spre deosebire de bacteriile gram-pozitive care 1si
elimind enzimele direct in mediul extern;
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* prezinta receptori pentru bacteriofagi;

 este sediul antigenelor de suprafatd, fiind deci implicat in raspunsul imun al
macroorganismului;

 este sediul unor factori de patogenitate;
* are rol in diviziunea bacteriana si in procesul de sporulare.

Antibioticele care inhiba sinteza peretelui celular sunt cel mai bine reprezentate:
beta-lactamine (peniciline, cefalosporine, carbapeneme), glicopeptide, bacitracina,
cicloserina, etambutol. Iar pe membrana externd actioneaza polimixinele.

3.3.2. Componente bacteriene neobligatorii

1. Capsula

Majoritatea bacteriilor patogene si comensale sunt capabile sa produca in vivo
un material de invelis extracelular.

Capsula este un Invelis compact, intim legat de celula bacteriana, cu o latime de
cel putin 0,2um. Este vizibila pe preparatele uzuale sau in coloratiile negative sub
forma unui halou clar ce inconjoara bacteria.

Din punct de vedere chimic, capsula tuturor bacteriilor de interes medical este
de natura polizaharidica (Streptococcus pneuomoniae, Klebsiella etc.) cu exceptia
capsulei bacilului carbunos care este polipeptidica.

Capsula are rol in rezistenta bacteriilor fata de fagocitoza, fiind astfel un factor
de virulentda. Variantele necapsulate ale acelorasi specii sunt nepatogene. De
exemplu, Streptococcus pneumonie, de tip S, capsulat, produce la soarecele alb o
septicemie mortald, pe cand varianta necapsulata nu este patogena.

Capsula este o structura cu proprietdti antigenice specifice (antigenele K) care
permit diferentierea unor serotipuri n cadrul speciei.

Bacteriile nu sintetizeaza material capsular in vitro pe mediile uzuale, coloniile
rezultate fiind rugoase, de tip R =“rough”. Pe medii speciale, insa, bacteriile pot
creste capsulate, coloniile fiind mucoase, de tip S =“smooth”.

Structura descrisa mai sus este “capsula clasica” a bacteriilor, la care ne referim
atunci cand vorbim de bacterii capsulate. La unele bacterii s-au mai evidentiat si alte
structuri de Tnvelis, cum sunt:

Microcapsula care este o structura discreta cu o grosime sub 0,2um care nu se
evidentiazd la microscopul optic, ci numai prin metode imunologice sau
electronomicroscopice (Neisseria gonorrhoeae). Ea constituie un factor de virulenta.

Stratul mucos, glicocalixul este un strat amorf si vascos ce inveleste bacteria. El
este format din lanturi lungi de polizaharide, cum sunt levanii si dextranii, cu rol
major in adezivitatea bacteriilor de suprafete. Astfel, Streptococcus mutans produce
cantitati mari de dextran si levan prin intermediul cdrora se atagseaza de suprafata
dintilor contribuind la formarea cariilor si a placii dentare. Un alt exemplu este
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Pseudomonas aeruginosa, care secretd un strat mucos dens care 1i creste rezistenta
la antibiotice.

Functiile capsulei:

* este un factor de aderenta si colonizare a bacteriile pe suprafete;

» protejeaza bacteriile de diferiti agenfi antibacterieni din mediu cum sunt:
bacteriofagii, colicinele, complementul, lizozimul sau alte enzime bacteriolitice;

* protejeaza bacteriile de actiunea fagocitelor, fiind deci un factor de virulenta;

» reprezintd sediul antigenelor capsulare, importante in identificarea acestor
bacterii.

2. Cilii sau flagelii bacterieni
Sunt apendici filamentosi ai speciilor bacteriene mobile, cu originea in
citoplasma bacteriana, si servesc ca organe de locomotie. Ei sunt prezenti mai ales
la bacili (Enterobacteriaceae) dar si la unii coci (enterococi). Cilii sunt structuri
helicoidale, cu dimensiunea in general mai mare decat cea a celulei bacteriene careia
ii apartin (2-15/2-20 nm) si se evidentiaza microscopic prin coloratii speciale.

atriche

monotriche

peritriche

Figura 3.7. Dispozitia cililor (adaptata dupa Schaechter, 2021).

Dispozitia si numarul cililor sunt caracteristice speciei. S-au descris bacterii
atriche (fara cili), monotriche - cu un cil polar (Vibro cholerae), lofotriche - cu un
smoc de cili situat la unul din polii bacteriei - (Pseudomonas fluorescens), amfitriche
- cu cilii situati la ambii poli ai bacteriei (la genul Spirillum) si peritriche - cu cilii
dispusi pe intreaga suprafata a bacteriei (Salmonella, E.coli, Proteus etc.).
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Structura cililor este tubulard, ei fiind formati dintr-o proteina contractila,
flagelina, sub forma polimerizata. Cilul se ataseaza de bacterie printr-un corpuscul
bazal si un carlig de articulatie aflate in citoplasma bacteriei. Corpusculul bazal se
insera prin carligul de articulatie de membrana citoplasmatica si peretele celular.

Mobilitatea si directia miscarii cililor pot fi influentate de concentratia unor
substante din mediu (chimiotactism pozitiv sau negativ) si de temperaturd. Ei sunt
sediul antigenelor flagelare (H), importante 1n identificarea bacteriilor.

Cilii bacterieni nu se observa decit pe preparate colorate special. In practica de
rutind nu se evidentiaza flagelii, ci mobilitatea bacteriilor, fie prin examinarea lor pe
un preparat nativ intre lama si lamela in care se urmaresc miscarile bacteriilor, fie
prin insdmantarea tulpinii pe un mediu semisolid prin inteparea in profunzime a
mediului. Dacad bacteria creste nu numai pe traseul insadmantarii si difuzeaza in
mediu, ea este mobila.

Rolul cililor consta in asigurarea mobilitatii bacteriilor. Avand rol in locomotie,
pot fi considerati factori de virulenta ai bacteriilor.

3. Pilii bacterieni

Numeroase specii bacteriene gram-negative au pe suprafata lor niste apendici
filamentosi, rigizi, mai scurfi decat flagelii, Tn numar mare (100-500/celuld) si cu
dispozitie in general peritriche. Ei se evidentiaza numai prin microscopie electronica.

Din punct de vedere chimic sunt polimeri proteici de pilind, dispusi helicoidal
intr-o structura tubulard. Natura proteica a pililor le confera proprietati antigenice.
Din punct de vedere functional, pilii se impart 1n:

» sex pili - codificati de formatiunile genetice extracromozomiale (plasmide)
si care prezinta o importantd deosebita in transferul de material genetic Tntre bacterii.
Sunt prezenti mai ales la bacteriile gram-negative (Enterobacteriaceae,
Pseudomonas),

e pili comuni sau pili de aderentd (fimbrii), in numar mare, codificati
cromozomial, si care servesc bacteriilor la fixarea ferma de mediul de cultura sau de
celulele pe care se afla. Ei constituie, deci, un factor important de virulenta (de
exemplu la gonococ). In afarda de aderenta, pilii comuni mai au §i proprietati
antifagocitare.

Ambele categorii de pili prezintd antigene specifice piliare si pot fi receptori
pentru bacteriofagi.

Deci pilii au rol in transferul de material genetic intre bacterii, precum si in
aderenta.

4. Sporul bacterian

Unele bacterii se transforma 1n spori, care sunt forme primitive de diferentiere
celulara, cu rezistenta crescutd la factorii de mediu si care apar endocelular in conditii
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nefavorabile de viata. Sporogeneza se intalneste numai la 2 genuri de bacterii de
interes medical, Clostridium (anaerob) si Bacillus (aerob) care sunt bacili gram
pozitivi.

Sporii nu sunt forme de inmultire ale bacteriilor. Dintr-o bacterie vegetativa se
formeaza un singur spor, care in condifii favorabile de viata va da nastere unei
singure celule bacteriene.

Forma sporului poate fi rotundd sau ovald. Diametrul sporilor este mai mic la
bacilii sporulati aerobi, nedepasind diametrul bacteriei (genul Bacillus), pe cand la
genul anaerob Clostridium, sporul are un diamentru} mai mare decat bacteria,
producand deformarea acesteia. Acest caracter al sporului se numeste ‘“‘caracter
clostridial” si este important 1n identificarea bacililor gram-pozitiv anaerobi.

Pozitia sporului bacterian constituie un caracter taxonomic. Poate fi centrala, ca
la bacilul carbunos (Bacillus anthracis), subterminala, ca la B.cereus, sau terminala,
ca bacilul tetanic.

sferic central oval subtermina;

GG D I ¢ )

oval central oval terminal
( D C O
oval subterminal sferic terminal

O spor liber

Figura 3.8. Pozitia sporului bacterian (adaptatd dupa Murray, 2021).

In coloratiile obisnuite sporul apare ca o zona incolora in corpul bacterian. El se
evidentiaza insa prin coloratii speciale, la cald, care permeabilizeaza invelisurile
sporale pentru coloranti (coloratia Moller). Pe preparatele native intre lama si lamela
efectuate din culturi, sporii apar ca niste formatiuni rotunde, refringente.

Ultrastructura si compozitia chimica a sporilor asigurd acestora o mare
rezistenta la agentii fizici si chimici, ceea ce face ca ei sd fie considerati forme de
rezistenta ale bacteriilor. De importantd deosebitd pentru medicina este rezistenta
sporilor la caldura, de care trebuie sa se tind cont la sterilizare.

Sporularea. Este un proces ce se declanseazad in conditii nefavorabie de viata,
cand bacteriile sunt lipsite de surse nutritive. Ea presupune formarea unor structuri
noi si disparitia altor structuri caracteristice formei vegetative ale bacteriei.

Din punct de vedere morfologic, sporularea incepe prin condensarea
materialului nuclear la un capat al celulei. Acesta va fi separat de un sept ce provine
din invaginarea membranei citoplasmatice. Septul creste, se desprinde de membrana
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citoplasmaticd si formeaza in jurul materialului nuclear o membrand dubla ale carei
fete sunt cele ce sintetizeaza peretele bacterian. Acesta este stadiul de prespor. Cele
doud lamele ale membranei presporale vor sintetiza Invelisurile sporale: peretele
sporal si cortexul situate intre cele doud lamele ale membranei presporale §i o tunica
proteica si exosporiumul in afara membranei presporale.

Structura sporului variaza de la specie la specie, dar organizarea generald se
aseamana. De la interior spre exterior, sporul este format din:

e core sau protoplastul sporal, format din materialul nuclear inconjurat de
membrana citoplasmatica. Aici este depozitat ADN si o substanta care are rol in
rezistenta sporului la caldura - dipicolinatul de Ca, care nu s-a mai evidentiat nicaieri
in natura,

» cortexul intern sau peretele sporal format din peptidoglican si care este peretele
celular primordial,

* membrana externa sau cortexul sporal, care este stratul cel mai gros al sporului
si care contine si el un peptidoglican, cu o structurd particulard, foarte sensibil la
lizozim. Autoliza acestui strat este momentul cheie 1n transformarea sporului in
forma vegetativa,

* tunica proteicd este formatd din proteine chitinoase cu numeroase legaturi
disulfitice. Ea este impermeabild, fiind responsabild de rezistenta sporilor la unele
dezinfectante,

» exosporiumul este prezent numai la unii spori §i contine lipoproteine si
zaharide.

exosporium

tunica proteica

cortex sporal
- cortex intern sporal
m. citoplasmatica

protoplast sporal

Figura 3.9. Structura sporului (adaptata dupa Murray, 2021).

Germinarea sporului. In condifii de mediu favorabile, sporul germineaza si va
da nastere unei bacterii vegetative identice cu aceea in care s-a format. Germinarea
are loc 1n 3 etape:

Activarea sporului. Se produce cind acesta intdlneste conditii favorabile de
viata, dar si un factor care sa lezeze invelisul sporal (mecanic sau chimic ca, de
exemplu, lizozimul, compusi cu grupari sulthidrilice libere etc.).
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Initierea este declansatd de un mediu nutritiv bogat. Pentru unii spori triggerul
este L-alanina, iar pentru altele adenozina. Acesta duce la activarea unei enzime
autolitice care degradeaza cortexul sporal. Are loc absorbtia de apa, eliberarea
dipicolinatului de calciu si degradarea unor compusi sporali.

Dezvoltarea sporului. Protoplastul sporal se transforma in bacterie vegetativa,
care trece printr-o perioadd metabolic activd de refacere a constituentilor celulari
normali i a echipamentului enzimatic complet.
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4. FIZIOLOGIA BACTERIANA

4.1. Compozitia chimica a bacteriilor

Compozitia chimica a bacteriilor este asemanatoare tuturor organismelor vii. Ea
cuprinde 1n jur de 20 de elemente ale sistemului periodic, care se pot Tmparti 1n trei
grupe:

* elementele de baza, H, C, N, O, P si Sulf, care intrd in compozitia substantelor
cu rol primordial structural §i energetic a oricarei celule vii (proteine, lipide si
zaharide),

Tabelul 4.1. Compozitia moleculard medie a unei celule bacteriene

Substante % din 9% din greutatea numarul de
greutatea greutatea moleculard | molecule la o
totala uscatd celula
Masa totala 100 - - -
(5x10-13g)
Apa 80 0 10! 1 x 10"
Substante 1,3 6,5 10' - 107 108
anorganice
Substante 1,3 6,5 10%- 10° 107
organice cu
moleculd micd
Lipide 2 10 10° 108
Polizaharide 2 10 10*-10° 10’
Proteine 10 50 10% - 10° 10°- 10’
ARN 3 15 10% - 10° 107
ADN 0,4 2 10° - 1010 10!

* elemente Tn concentratie sub 1% si mai ales sub forma ionizata cum sunt K+,
Na+, Mg2+, Cl-, Ca2+ etc. cu rol functional 1n procesele de activare a unor enzime
(Mg), in permeabilitatea sistemului membranar al celulei bacteriene (Ca), in
vascozitatea citoplasmei etc.

* oligoelementele, cum sunt Mn2+, Fe2+, Fe3+, Co2+, Cu2+, Mo0O42+, SeO32-
, WO42- etc., ce se gasesc in celula bacteriana in cantitati foarte reduse, sub 0,001%,
si care intra 1n structura unor coenzime absolut necesare desfasurarii metabolismului,

* continutul 1n apa al bacteriilor se situeaza in medie la 85% din masa celulara.
Apa este faza in care se solubilizeazd, sunt transportati electrolifii si substantele
neelectrolitice si mediul in care se petrec toate reactiile metabolice. Ea participa la
multe din aceste reactii (hidroliza, reactii anabolice etc.) si formeaza impreund cu
substantele anorganice si macromoleculele organice continute o unitate fizico-
chimica si biologica.
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4.2. Nutritia bacteriana

Nutrifia bacteriand reprezintd totalitatea proceselor prin care bacteriile isi
procurda din mediul inconjurdtor substantele necesare supravietuirii, cresterii si
inmultirii , iar respiratia bacteriand modalitatea de a-si produce energia necesara
activitatii metabolice.

Sursa de energie. In functie de sursa de energie pe care o folosesc, bacteriile se
impart in:

» fotosintetizante, care utilizeaza energia luminoasa pentru sinteza compusilor
proprii §i

» chimiosintetizante, care isi procura energia prin reactii de oxido-reducere a
unor substante. Bacteriile care oxideaza substantele anorganice se numesc lithotrofe,
iar cele care oxideaza substante organice chemoorganotrofe.

Sursa de carbon. Dupa sursa de carbon, bacteriile se clasifica in:

* autotrofe, care sintetizeazd compusi organici pornind de la substante
anorganice, sursa de carbon fiind CO»,

* mixotrofe, care folosesc ca sursa de carbon atat substante organice cat si CO»,
* heterotrofe, care utilizeaza ca sursa de carbon numai substante organice.

Sursa de azot a bacteriilor de interes medical o constituie in general aminoacizii,
dar unele bacterii utilizeaza si sarurile de amoniu (Escherichia coli, Salmonella etc.).

Necesarul de oxigen pentru dezvoltarea bacteriilor este variabil si va fi discutat
in cadrul reactiilor de energogeneza.

4.2.1. Necesitdtile nutritive ale bacteriilor de interes medical

Bacteriile de interes medical sunt, cu foarte putine exceptii, chimiosintetizante
heterotrofe. Ele au nevoie pentru multiplicare de substante organice, diversi ioni,
oligoelemente si factori de crestere (vitaminele Bi, B>, acid pantotenic, biotina,
lactoflavina, acid folic etc.).

Necesarul de substante organice este foarte diferit de la o specie bacteriana la
alta. Astfel, de pilda, Escherichia coli cultivd foarte bine pe medii care au In
compozitie o singura sursad organica de carbon (glucoza, acetat sau succinat), o sursa
de azot [(NH4)2SO4)], ioni esentiali dezvoltarii (K*, Mg?* etc.) si oligoelemente (CI°
, Co, Cu, Mo, Ni, Se, Zn etc.). Alte bacterii au nevoie de substante organice ca
aminoacizi, purine, pirimidine, vitamine, factori de crestere etc. pe care nu le pot
sintetiza, deoarece sunt adaptate la habitatul lor natural (organismul uman sau
animal), care le asigurd aceste substante.

Cu cat necesitatile nutritive bacteriilor sunt mai mari cu atat dependenta lor fata
de o gazda naturala creste. Astfel, o categorie aparte in cadrul bacteriilor heterotrofe
sunt bacteriile paratrofe. Ele sunt lipsite de unele enzime (genul Rickettsia) sau nu
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sunt capabile de energogeneza (genul Chlamydia) si nu se pot inmulti decét in celule
vii, avand deci un habitat natural obligator intracelular.

Necesitatile nutritive difera chiar si Tn cadrul aceleiasi specii. Astfel, prin mutatii
sau alte mecansime ale variabilitatii genetice, unele tulpini pierd proprietatea de a
sintetiza un compus necesar dezvoltarii, Tnmultirea depinzand de prezenta acestuia
in mediu. Astfel de tulpini se numesc auxotrofe, iar tulpinile originale din care au
provenit se numesc prototrofe.

4.3. Metabolismul bacterian

Metabolismul bacterian cuprinde totalitatea reactiilor biochimice care au loc 1n
celula bacteriand, precum si cele care sunt determinate de microorganism 1n mediul
inconjurator. Ele au ca scop final cresterea si multiplicarea bacteriei si se impart in:

* reactii catabolice, prin care se fragmenteaza substratul nutritiv in unitati
componente cu eliberare de energie,

* reactil metabolice intermediare, prin care energia rezultata din primele reactii
este iInmagazinata Tn compusi macroergici i

* reactiile anabolice, prin care celula bacteriana 1si sintetizeaza substantele
proprii, cu consum energetic.

Toate aceste reactii sunt catalizate de enzime a caror activitate este controlatd
genetic astfel incat intensitatea lor sa fie cat mai eficient adaptata conditiilor in care
bacteria creste si se Tnmulteste.

4.3.1. Reactiile catabolice

Bacteriile heterotrofe catabolizeaza substante organice din mediul inconjurator
printr-o succesiune de reactii enzimatice, care parcurg in principiu 4 faze:

* descompunerea extracelulard a substantelor organice Tn unitati mai mici sub
actiunea unor exoenzime. La bacteriile care au ca habitat omul, macromoleculele din
mediul ambiant sunt reprezentate de proteine, acizi nucleici, colagen,
mucopolizaharide, lipide etc. Pentru scindarea acestor substante bacteriile invazive
secretd exoenzime hidrolitice, care pot fi Tn acelasi timp si factori de patogenitate.

* absorbtia substantelor din mediul extern se face prin 3 mecanisme:

- pasiv in functie de diferenta de concentratie a unei substante in interiorul si
exteriorul celulei ca, de exemplu, in cazul glicerolului;

- activ prin fosforilarea, cu consum energetic, a substantei ce urmeaza a fi
absorbitd ca, de pilda, glucoza care se absoarbe numai sub forma de glucozo-6-fosfat;

- activ cu consum energetic prin legarea substantelor de proteinele de transport
numite permeaze. Printr-un astfel de mecanism se absorb substantele pe care celula
bacteriana le depoziteaza in concentratii foarte mari fatd de concentratia din mediu.
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Astfel daca celula bacterianad este lipsita de permeaza pentru lactoza, aceasta nu poate
fi absorbita nici dacad bacteria, complet lipsitd de lactoza, se afla intr-o solutie cu
continut foarte mare de lactoza.

CATABOLISM ANABOLISM
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S0, | respiratie
HCO® anaeroba

Figura 4.1. Schema generald a metabolismului bacterian
(adaptata dupa Cowan, 2021).

O mentiune speciald o meritd transportul transmembranar de fier, necesar
bacteriilor in multiplicare. In tesuturile organismului fierul nu se giseste in stare
libera ci legat de proteine, cum sunt transferina si siderofilina. Bacteriile au dezvoltat
mecanisme ingenioase de absorbtie a fierului prin secretia sideroforilor, substante
chelatoare de fier care scot fierul din combinatiile sale faicandu-1 absorbabil.

» pregatirea substantelor pentru oxidare prin reactii de decarboxilare,
dezaminare, fosforilare etc. si

» oxidarea substantelor cu eliberare de energie sau respiratia bacteriana.
Oxidarea se defineste ca o pierdere de electroni sau de ioni de hidrogen. Substanta
care se va oxida este donorul, iar cea care se reduce, acceptorul de hidrogen. Deci,
in urma oxidarii va rezulta o substantd oxidata, o substantd redusd si o anumitd
cantitate de energie libera. Substanta energogenetica de baza este la multe bacterii
glucoza, monozaharid ce poate fi metabolizat pe mai multe cdi in functie de
performantele oxidative ale bacteriilor.

La bacterii deosebim in functie de acceptorul final de hidrogen, 3 tipuri de
oxidatie:

® Respiratia, in care acceptorul final de hidrogen este oxigenul atmosferic si
care este legatd de sistemul membranar al bacteriilor (membrana
citoplasmatica, mezozomi).
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e Fermentatia, In care acceptorul final de hidrogen este o substantd organica.
Fermentatia foloseste compusi organici ca donori §i acceptori de electroni si
se produce pe urmatoarele cai metabolice:

* glicoliza pe calea Emden Meyerhof care transforma o molecula
de glucoza in 2 molecule de acid piruvic, energia rezultatd fiind
inmagazinatd in 2 molecule de ATP,

» fermentafia secundara a piruvatului care poate fi lactica,
alcoolica, propionica, butirica, mixta (lactica, formica) in functie de
produsii de metabolism rezultati,

* cdi alternative de metabolizare a glucozei cum sunt suntul
fosfatilor si calea Entner-Doudoroff, aceasta din urma specifica
genului Pseudomonas.

® Respiratia anaeroba, in care acceptorul final de hidrogen este oxigenul
prezent intr-o sare anorganica (nitrat sau sulfat) care se va reduce. Subliniem
ca termenul de respiratie anaeroba pe care il folosim, noi bacteriologii, pentru
a desemna bacteriile strict anaerobe se referd de fapt la fermentatie in absenta
oxigenului.

Din punct de vedere practic, bacteriile se Tmpart, dupa necesarul de oxigen, in:

* bacterii strict aerobe, care se dezvoltd numai in prezenta oxigenului
atmosferic, folosind exclusiv respiratia aeroba si deci oxigenul ca acceptor final de
hidrogen. Astfel de bacterii sunt, de exemplu, Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium diphteriae, Mycobacterium tuberculosis etc.

* bacterii strict anaerobe, care nu se dezvoltd decat in absenta oxigenului,
prezenta lui fiind foarte toxica culturii chiar la o presiune de numai 10 atm. Aceste
bacterii folosesc ca reactie energogenetica exclusiv fermentatia, in conditii anaerobe,
deci oxidatia de substrat. Dacd fermentatia se produce in prezenta oxigenului, se
formeaza radicali de superoxid (O2-) foarte toxici. Bacteriile strict anaerobe, spre
deosebire de cele aerobe, sunt lipsite de superoxiddismutaza care transforma
radicalul superoxid In apd oxigenata si catalaza care descompune apa oxigenata.
Exemple de bacterii strict anaerobe sunt cele din genul Clostridium, Bacteroides,
Prevotella, Fusobacterium etc.

* bacterii facultativ anaerobe, care se pot dezvolta atat In prezenta cat si in
absenta oxigenului atmosferic. Ele utilizeaza ca reactii energogenetice respiratia
aeroba, fermentatia iar unele chiar si respiratia anaerobd. Majoritatea speciilor de
interes medical sunt facultativ anaerobe (de pilda, enterobacteriile).

* bacterii anaerobe aerotolerante folosesc numai fermentatia in prezenta aerului
atmosferic, fara participarea oxigenului la reactiile energogenetice. Ele tolereaza
oxigenul in mediu fie pentru ca au in echipamentul enzimatic superoxiddismutaza si
catalaza, fie ca enzimele exista in mediul de cultura. Astfel, bacteriile din genul
Streptococcus sunt lipsite de catalaza, dar pot fi cultivate in conditii de aerobioza pe
medii cu sange, care suplineste catalaza.
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* bacterii microaerofile folosesc respiratia si fermentatia, dar necesitd o
concentratie mai mare de bioxid de carbon decat cea din atmosfera pentru reactii de
carboxilare. Astfel, unele specii, ca cele din genurile Neisseria,Brucella,
Campylobacter, necesita concentratii de bioxid de carbon de 6-10%.

Liniile metabolice folosite de diferitele specii bacteriene variaza foarte mult, n
functie de substratul care este prezent in mediul in care bacteria se inmulteste si de
dotarea genetica a bacteriei.

Cunoasterea pretentiilor nutritive ale bacteriilor este esentiald pentru prepararea
unor medii corespunzatoare cultivarii lor, iar cunoasterea performantelor metabolice
ale microorganismelor este importantd prin faptul ca, alaturi de morfologie,
constituie criteriile de baza in identificarea lor.

4.3.2. Reactii intermediare

Energia rezultata in urma oxidarii va fi transformata in energie chimica, fie sub
forma unor tioesteri, ca de exemplu Acetyl~SCoA, fie sub formd de ATP. Energia
astfel stocatd va fi eliberata la nevoie pentru amorsarea unor reactii catabolice sau
pentru sinteza unor molecule cu rol structural sau functional. Unii din produsii
intermediari rezultati pe parcursul reactiilor de oxidare pot fi utilizati de bacterie la
sinteza unor substante proprii.

4.3.3. Reactii anabolice

Sunt reactii prin care celula bacteriana 1si sintetizeaza din compusi simpli,
rezultati in timpul reactiilor catabolice sau intermediare si cu consum energetic
substante cu rol structural (macromolecule) si functional (enzime). La acestea se
adauga sinteza unor substante cu rol de rezerva energetica (incluzii de polizaharide
st lipide).

Din punct de vedere al biosintezelor, bacteriile au posibilitati practic nelimitate.
Este suficient sa ne gandim la complexitatea structurilor membranare ale bacteriilor
si la structura peretelui celular, componente pe care celula bacteriana si le
sintetizeaza, uneori, numai dintr-un singur compus organic prezent in mediu.

Posibilitatea reactiilor de biosinteza difera de la specie la specie. Astfel, unele
bacterii sunt capabile sa sintetizeze toti aminoacizii, nucleotidele, monozaharidele si
coenzimele din substante simple, rezultate in cursul reactiilor catabolice si
intermediare ale metabolismului. Alte bacterii insa sunt lipsite de unele linii
anabolice, fiind dependente de aportul din exterior al substantelor ce se sintetizeaza
pe aceste cai. Bacteriile de interes medical se situeaza intre cele doud extreme.

Performantele biosintetice ale microorganismelor sunt exploatate in diferitele
ramuri ale industriei, in care obtinerea pe calea sintezei chimice a unor produsi ar fi
imposibila sau nerentabila. Astfel, industria farmaceutica obtine antibioticele, unii
aminoacizi §i vitamine prin activitatea dirijatd a microorganismelor, industria
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alimentara, branzeturile si bauturile alcoolice etc. Unele bacterii sunt capabile sa
metabolizeze hidrocarburi alifatice, ele fiind speranta decontaminarii apelor poluate
cu titel.

Reglarea metabolismului are ca scop adaptarea economicd a reactiilor si a
intensitatii lor la substratul nutritiv existent in mediul in care traieste bacteria, astfel
incat ele sa asigure cresterea si Tnmultirea acesteia. Reglarea se efectueaza prin
modularea activitatii enzimelor bacteriene, a caror structura alosterica favorizeaza
inactivarea lor de catre produsul final a carui formare au catalizat-o.

4.4. Cresterea si inmultirea bacteriilor

Cresterea si Tnmultirea bacteriilor este rezultatul nutritiei si al metabolismului
bacterian.

Viteza de multiplicare a bacteriilor este foarte mare. S-a facut un calcul ipotetic
din care rezulta ca, daca la fiecare 20' are loc o diviziune, dintr-o celuld bacteriana
cultivatd intr-un mediu nelimitat ar lua nastere intr-o zi 1x10?! celule, ceea ce ar
corespunde unei mase de 4.000 de tone. In realitate, 0 asemenea rata de inmultire a
bacteriilor nu este posibild, fiind impiedicata de epuizarea substantelor nutritive si a
factorilor de crestere, pe de o parte, si de acumularea metabolitilor toxici, pe de alta
parte.

Bacteriile se divid Tn marea lor majoritate prin diviziune binard, cu exceptia
chlamydiilor, care au un ciclu de dezvoltare unic in lumea bacteriana. Diviziunea
este precedatd de cresterea in volum a celulei bacteriene, dedublarea materialului
nuclear si a componentelor citoplasmatice, ceea ce duce la un dezacord Intre masa si
volumul celulei bacteriene. Cand acest dezacord atinge un punct critic se produce
diviziunea celulei parentale in doud celule fiice, identice cu celula din care au
provenit.

La bacili diviziunea se face intotdeauna dupa un plan perpendicular pe lungimea
bacteriilor, in timp ce la coci planurile de diviziune sunt variate. Celulele fiice se pot
separa imediat dupa diviziune sau pot ramane legate una de cealalta, rezultand o
asezare caracteristicd, utila in recunoasterea bacteriilor ca, de exemplu, a celor din
genul Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria etc.

Diviziunea bacteriilor gram pozitive are loc prin formarea unui sept intre cele
doua celule fiice, pe cand bacteriile gram negative se divid prin strangulare directa.

4.4.1. Curba de crestere si inmultire a bacteriilor intr-un mediu limitat

Daca se introduce un inocul (un numar redus) de celule bacteriene dintr-o cultura
purd Intr-un mediu de culturd proaspat si se incubeazad intr-o atmosfera prielnica
speciei respective, bacteriile vor creste si se vor inmulti, iar timpul care trece de la o
diviziune celulara la urmdtoarea se numeste timp de generatie. Daca se apreciaza
numarul de celule bacteriene la intervale diferite de timp de la momentul inocularii
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si reprezentam grafic raportul care se stabileste Intre acest numar si timpul care s-a
scurs, vom obtine doua curbe caracteristice in functie de celulele bacteriene luate in
calcul.
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Figura 4.2. Reprezentarea grafica a inmultirii celulelor bacteriene
(adaptata dupa Cowan, 2021)

* 0 numaratoare totala a germenilor ce cuprinde toate celulele bacteriene care au
luat nastere, atat cele vii cat si cele moarte, sau

* 0 numardtoare a germenilor viabili, cu o deosebita importanta practica si care
apreciaza numarul de microbi capabili sa se Tnmulteasca in continuare.

Curba de multiplicare a bacteriilor Tn mediu limitat cuprinde urmatoarele
faze:

* Faza de lag. In aceasta perioada nu se remarca o crestere a numarului de celule,
cu toate ca ele cresc in volum si dovedesc o activitate metabolica intensa. Durata
acestei faze variaza in functie de specie, conditiile de mediu, de numarul de celule
din inocul si este intervalul de timp 1n care celulele se adapteaza noilor conditii de
mediu. Astfel, daca mediul in care sunt inoculate celulele bacteriene diferda de mediul
din care au provenit, ele vor trebui sa-si readapteze echipamentul enzimatic noilor
conditii, renuntind la secretia unor enzime pe care le vor inlocui cu altele. In aceasta
faza se pot induce mutatii sau se produce selectia unor mutante capabile sa creasca
sau sa se inmulteasca pe noul mediu. Sensibilitatea bacteriilor fatd de chimioterapice
este crescutd. La majoritatea bacteriilor de interes medical, durata ei este in jur de
1/2 de ora, iar la formele sporulate 3-4 ore.
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Figura 4.3. Curba de multiplicare a bacteriilor intr-un mediu limitat
(adaptata dupa Talaro, 2023).

» Faza exponentiala sau logaritmica este precedata de o fazd de accelerare in
care celulele bacteriene incep sa se Tnmulteasca din ce in ce mai repede. Celulele se
divid constant prin fuziune binard, deci in progresie logaritmica, raportul dintre
numarul bacteriilor si timp fiind liniar. Aceastd ratd intensa de multiplicare este
posibild doar in vitro, in vivo ea fiind mult franatd de mecanismele apararii
antiinfectioase. Durata acestei perioade este dependenta de aceleasi conditii de
mediu ca si faza precedentd dar si de specie. Astfel E.coli are un timp de generatie
de aproximativ 10 minute iar Mycobacterium tuberculosis peste 25 ore.
Sensibilitatea la antibiotice a microbilor raméne crescuta. Compozitia mediului de
culturd se modifica pana la sfarsitul acestei faze pe de o parte datoritd consumului
principiilor nutritive iar pe de altd parte, acumularii de metabolifi. Faza de inmultire
logaritmica este urmata de o perioada de incetinire dupa care se instaleaza

* Faza stationara. Multiplicarea bacteriilor in progresie logaritmica nu mai este
posibild, rata de inmultire scade treptat pana cand bacteriile trec in faza stationara.
Numarul bacteriilor ramane constant, de unde s-ar putea deduce cd numarul
bacteriilor care se nasc este egal cu cel al bacteriilor care mor. In realitate, insa,
numarul bacteriilor raimane constant deoarece ele nici nu se inmultesc si nici nu mor.
In aceastd faza, celulele nu mai cresc, ci are loc o activitate metabolica endogena,
prin care celula isi sintetizeaza rezerve de energie si produsi intermediari necesari
mentinerii in viata in noile conditii. Incetarea multiplicarii in faza stationara se
datoreaza in principal epuizarii unui factor nutritiv esential din mediu, numit factor
limitant si acumuldrii unor produsi toxici cum sunt, de pilda, acizii organici care,
prin sciderea pH-ul mediului, limiteazi multiplicarea bacteriilor. In acesta faza scade
sensibilitatea tulpinilor la chimioterapice.
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Data fiind schimbarea conditiilor de viatd ale bacteriilor, acestea vor prezenta
modificari ale morfologiei si fiziologiei lor, atat unele fatd de celelalte, cat si
comparativ cu faza exponentiala.

In faza stationard celulele contin cantititi mari de polizaharide si lipide,
substante pe care nu le gasim 1n faza de multiplicare exponentiald. La inceputul fazei
stationare, unele specii bacteriene produc anumiti metaboliti secundari cu distributie
taxonomica foarte riguroasa. Acesti metaboliti includ antibiotice, colicine si
exotoxine.

Initierea sporogenezei la bacteriile sporulate se petrece la sfarsitul fazei
exponentiale sau la inceputul fazei stationare. Durata fazei stationare este Tn general
de cateva ore.

* Faza de declin care dureazd mai multe zile se caracterizeazad prin scaderea
numarului de bacterii, remarcandu-se o divergentd intre curba care ilustreaza
numarul total de bacterii si cea care reprezintd bacteriile vii. Ea se datoreaza scaderii
substantelor nutritive si acumularii de substante toxice pentru bacterii. La acesti
factori se adauga la unele specii bacteriene proprietatea de autoliza cu eliberarea
continutului citoplasmatic in mediu. Modificarile morfologice sunt pregnante atat in
ceea ce priveste forma, dimensiunile cét si caracterele tinctoriale. In timp mor toate
bacteriile, cu exceptia celor sporulate, si cultura se autosterilizeaza.

Cultivarea bacteriilor in mediu limitat este utilizatd in laboratoarele de
bacteriologie medicald, pentru stabilirea diagnosticului unei infectii bacteriene,
caracterele culturale sunt deosebit de importante in identificarea bacteriilor.

4.4.2. Curba de crestere si inmultire a bacteriilor in culturi continui

Cand se urmareste obtinerea unei mase mari microbiene sau a unor produsi
bacterieni pentru cercetare, preparare de vaccinuri, diversele industrii (farmaceutica,
alimentara etc.), cultivarea bacteriilor se face in sisteme deschise, in care mediul de
culturd este permanent inlocuit cu mediu proaspat, indepartandu-se in acelasi timp
masa nou formatd de bacterii. Bacteriile vor fi mereu in faza logaritmica, curba de
inmultire avind un aspect liniar. In acest fel se obtin culturile continui, pentru
realizarea carora este necesar un chimiostat sau un turbidistat.

4.4.3. Inmultirea bacteriilor in organism

Urmarind curba de multiplicare a bacteriilor intr-un mediu limitat, putem deduce
ca dupa patrunderea Tn organism a unui numar mic de microbi, se poate produce o
infectie. Un astfel de exemplu este meningita, in care meningococul se Tnmulteste
foarte rapid punand viata pacientului in pericol daca nu se intervine cu un tratament
antiinfectios.
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Tabelul 4.2. Timpul de generatie a unor bacterii in vivo si in vitro

Microorganism in vitro in vivo

E. coli si Staphylococcus 20-30 minute 4-6 ore
Salmonella typhimurium 30 minute 5-12 ore
Mycobacterium tuberculosis 24 ore cateva zile
Mycobacterium leprae nu se cultiva 2 saptamani
Treponema pallidum nu se cultiva 30 de ore

Pe de alta parte, insd, nu toate bacteriile se divid repede. Baciul tuberculos, de
pilda, a carui timp de generatie este de 24 de ore, se va inmulti lent si va produce o
infectie cu evolutie insidioasa, cronica.

In organism, cresterea si multiplicarea bacteriilor este diferiti de multiplicarea
in vitro, fiind stresata de necesitati nutritive (prin competitie cu flora normald) si prin
mecanismele de apdrare antiinfectioasa. Conditiile pe care microorganismele le
intdlnesc in organism le selecteazd pe acelea care cresc in anumite limite de
temperaturd, osmolaritate si pH.

Agentii infectiosi pe care 11 gasim numai in organismele infectate vor supravietui
in vitro numai in condifiile de temperaturd, osmolaritate si pH apropiate
organismului nostru.

Microorganismele care au si alt habitat decat omul cresc in limite mai largi,
necesitdtile nutritive ale unui microb reflectand, in general, habitatul lui. Astfel,
gonococii, care traiesc aproape numai in organismul uman, au pretentii nutritive mai
mari necesitind pentru cultivarea in vitro medii speciale, pe cand E. coli,
Pseudomonas aeruginosa si alte specii, care supravietuiesc frecvent in mediul
inconjurator, numai medii minimale.

La aspectele mentionate se adauga habitatul in organism al agentilor infectiosi.
Astfel, bacteriile cu habitat extracelular sunt expuse actiunii anticorpilor,
complementului, fagocitozei, spre deosebire de bacteriile ce se inmultesc intracelular
si care sunt protejate de actiunea acestor factorii si scapa uneori supravegherii
imunologice.

Bacteriile dezvolta mecanisme adaptative care sa ocoleasca barierele ce se opun
inmultirii lor. Precizam ca si in conditiile in care multiplicarea bacteriilor este oprita,
simpla lor prezen{d in organism poate constitui un permanent stimul imunologic cu
urmari benefice sau dimpotriva, daunatoare.

La nivelul organismului uman, atat bacteriile, cat si fungii pot exista ca celule
unice, plutitoare libere (planctonice) sau sub forma unor grupuri de celule numite
biofilme. Biofilmul microbian consta dintr-un consortiu structurat de celule
microbiene inconjurat de o matrice polimerici auto-produsi. In plus fatid de
microorganisme, matricea de biofilm poate contine, de asemenea, elemente
provenite de la gazda, cum ar fi fibrind, trombocite sau imunoglobuline. Infectiile
cauzate de biofilme pot fi monomicrobiene sau polimicrobiene.
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Se considera ca doua treimi dintre bolile umane implica formarea de biofilme.
Bacteriile Gram-pozitive, Gram-negative, fungii si protozoarele pot dezvolta
asemenea biofilme pe suprafata dispozitivelor medicale. Pseudomonas,
Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella si Serratia sunt cele mai
raspandite specii de bacterii care creeazd biofilme pe echipamentul medical.
Dezvoltarea biofilmelor este o activitate dinamica, proces care progreseaza prin faze
distincte: atasare, formarea microcoloniilor, productie de matrice extracelulara,
maturare si dispersie (Figura 4.4).

Antibioticele, dezinfectantele, precum si mecanismele de apdrare ale gazdei sunt
mai putin eficiente impotriva celulelor microbiene care se dezvolta intr-un biofilm,
deoarece sunt diferite din punct de vedere fiziologic de celulele planctonice ale
aceluiasi organism.

Potrivit Centrului pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (CDC), patologia legata
de biofilme este una dintre cele mai mari probleme de sigurantd medicala cu care se
confrunta sistemele de sandtate. Prin urmare, se fac cercetari pentru a intelege mai
bine mecanismele complexe care stau la baza formarii si functionarii acestora.
Utilizarea tehnicilor moderne de microscopie si biologie moleculara, au condus la
imbunatatiri semnificative in tratamentul bolilor provocate de biofilme.

De asemenea, Grupul de Studiu al Biofilmelor din cadrul Societatii Europene de
Microbiologie Clinica si Boli Infectioase (ESGB) sustine ca sunt necesare abordari
noi pentru investigarea infectiilor asociate biofilmelor la gazda umana. Scopul final
al ESGB constda in imbunatdtirea profilaxiei si terapiei infectiilor asociate
biofilmelor. Pentru atingerea acestor obiective este necesard o abordare
multidisciplinara, implicand cercetatori specialisti Tn microbiologie clinica,
moleculard precum si microbiologia mediului.

Free floating

planktonic phase Biofilm

Attachement Dispersion

@

Microcolonies

Extracellular matrix Maturation

Figura 4.4 Etapele formarii biofilmului (adaptat dupa Voinescu, 2024)
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4.5. Influenta factorilor de mediu asupra inmultirii bacteriilor

Unii parametri fizici ai mediului nconjurator influenteaza in mod hotarator
cresterea si multiplicarea microorganismelor.

4.5.1. Temperatura

Temperarura optima de dezvoltare a bacteriilor este cea a habitatului lor natural.
In functie de aceastd temperaturi, bacteriile se impart in psihrofile, care se inmultesc
optim la 20°C dar si sub aceasta temperaturd, mezofile, cu temperatura optima
cuprinsa intre 20-40°C si termofile, care se inmultesc optim la peste 45°C. Bacteriile
mezofile sunt cele patogene deoarece se inmultesc la temperatura organismului, fiind
denumite si bacterii “homeoterme”.

Limitele de temperaturd in care aceste bacterii pot sa creasca sunt insd mai mari
si variaza de la specie la specie. Astfel, gonococul si meningococul nu suporta
variatii mai mari de 1-2°C fatd de temperatura optimd, spre deosebire de
enterobacterii, care cresc 1n limite foarte largi.

Tabelul 4.3. Temperatura optima de multiplicare a bacteriilor

Bacterii Temperatura Temperatura Temperatura
minima C° optima C° maxima C°

psihrofile 0 15-20 30

mezofile 2-25 18-45 30-50

termofile 25-45 peste 55 60>100

Microorganismele sunt sensibile la temperaturile ridicate, aplicatia practica a
acestui aspect fiind sterilizarea.

Temperaturile moderat scazute, ca, de pilda, cea de +4°C din frigidere, nu
distrug bacteriile, dar opresc in general inmultirea lor prelungindu-le viabilitatea. Din
acest motiv, majoritatea produselor biologice sau patologice destinate examenului
bacteriologic se pastreaza in aceste condifii. Totusi, exista tulpini microbiene care se
inmultesc si la temperatura frigiderului ca, de exemplu, tulpinile criogene de
Pseudomonas aeruginosa, ce se nmultesc la 0°C si tulpini din familia
Enterobacteriaceae (E.coli) care se in inmultesc la +5°C. Acest aspect trebuie luat
in calcul de catre medicul bacteriolog, mai ales acolo unde implicatia etiologica a
unui germene ntr-o infectie se bazeaza pe criteriul numeric.

Congelarea. Daca o suspensie bacteriand este supusa inghetului la temperaturi
nu prea mici fata de 0°C, cristalizarea apei determina formarea unor spatii ce contin
solutii concentrate de saruri care nu cristalizeaza decat la temperaturi mult mai joase
(-20°C pentru NaCl de exemplu), cand solutiile devin saturate si pot cristaliza.
Aceste concentratii ridicate de saruri minerale, la care se adauga cristalele de apa,
vor leza structurile bacteriene. Prin inghetare nu vor fi omoréate toate celulele unei
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suspensii, dar inghetul si dezghetul repetat scad foarte mult numarul de bacterii
viabile.

Conservarea prin congelare. Temperatura congelatoarelor casnice (-10°C) nu
este destul de scdzuta pentru a permite conservarea bacteriilor. Temperatura optima
este cea realizata de CO; (-78°C) sau de azotul lichid (-180°C). Conservarea
bacteriilor, a virusurilor prin congelare este favorizatd de adaosul de glicerol sau
dimethilsulfoxid. Acesti agenti chimici induc o solidificare amorfa, vitroasa care
inlocuieste solidificarea prin cristalizare.

4.5.2. pH-ul

Bacteriile se pot dezvolta in limite largi de pH, cele patogene pentru om
dezvoltandu-se optim la un pH de 7,2-7,4. Exista si exceptii ca, de pilda, bacteriile
din genul Brucella care cresc la un pH de 6,0 si vibrionul holeric la pH de 9,0.
Lactobacilii, prezenti in flora vaginala normala se dezvolta chiar si la un pH de 3,9.

Unele bacterii modifica ele Tnsasi prin procesele metabolice pH-ul mediului.
Aceasta modificare poate opri inmultirea lor sau chiar distruge cultura. Din acest
motiv, multe medii au Tn compozitia lor solutii tampon care mentin pH-ul in limite
convenabile.

Modificarea de catre o bacterie a pH-lui unui mediu poate avea valoare deosebita
in identificarea unui microb si poate fi sesizatd prin adaugarea Tn mediu a unui
indicator de pH. Foarte multe bacterii se identifica biochimic prin proprietatea lor de
a fermenta diferite zaharuri. Aceasta capacitate se evidenfiaza tocmai prin
insamantarea unei bacterii pe mai multe medii ce contin fiecare alt zahar si un
indicator de pH. In cazul fermentarii, acidifierea va determina schimbarea culorii
mediului.

4.5.3. Umiditatea

Apa libera este absolut necesara cresterii i multiplicarii microbilor. Necesarul
de apa variaza 1n functie de specie. Astfel, datoritd continutului sdrac in apa a unor
alimente cum sunt gemul de fructe, painea, unele sorturi de cascaval, arahidele etc.,
multiplicarea bacteriilor este practic imposibild, in timp ce mucegaiurile se pot
dezvolta foarte bine chiar si Tn aceste conditii.

Prin liofilizare (desicare brusca la -78°C), care este o metoda de conservare a
microbilor, se extrage practic intreaga apa liberd din celulele bacteriene, ceea ce are
ca urmare cresterea stabilitatii biopolimerilor si incetarea metabolismului. Bacteriile
liofilizate se pastreaza ani de zile.
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4.5.4. Concentratia de bioxid de carbon

Cu toate ca bacteriile de interes medical nu pot folosi bioxidul de carbon ca sursa
de carbon, acesta este absolut necesar reactiilor de carboxilare In biosinteza unor
substante propri celulei bacteriene (aminoacizi, purine, pirimidine etc.). Necesarul
de bioxid de carbon al bacteriilor este diferit. Astfel, unele specii (Neisseria
meningitidis, N. gonorrhoeae) sunt dependente de prezenta lui in concentratii
ridicate pana la 10% 1n atmosfera in care se dezvoltd, pe cand altele ca, de exemplu,
S.aureus se dezvolta la concentratia obisnuita de CO, din atmosfera (0,03%), dar nu
si intr-o atmosfera complet lipsita de CO».

Astazi, incubarea produselor patologice din care se urmadreste izolarea
bacteriilor se efectueaza in termostate cu CO> (6%), deoarece dezvoltarea lor este
superioara celei din termostatele obisnuite.

4.5.5. Ultrasunetele

Ultrasunetele cu o frecventa peste 20.000 de cicli/s sunt bactericide. Bacteriile
si virusurile sunt distruse de ultrasunete intr-un interval de o ora. Ultrasonarea
microorganismelor se foloseste mai putin pentru sterilizare, cat pentru a obtine
diferite componente bacteriene sau virale, cum sunt: enzime, pereti celulari, acizi
nucleici bacterieni in scopul cercetarii acestora. O alta aplicatie practicd a sonicarii
constd in identificarea de bacterii de pe suprafata dispositivelor medicale
(proteze/stenturi, etc.).

4.5.6. Presiunea hidrostaticad

Bacteriile obisnuite sunt rezistente la presiunea atmosferica. Formele vegetative
sufera alterari la 300 de atm si sunt omorate la 600 de atmosfere, presiune intalnita
in oceane la 0 adancime de 6000m.

4.5.7. Presiunea osmoticd

Bacteriile se Tnmultesc optim pe medii izotonice, rezistenta lor la variatiile
presiunii osmotice fiind incomparabil mai mare decat cea a celulelor organismelor
superioare. Aceasta rezisten{a se datoreaza peretelui celular.

Intr-un mediu puternic hiperton, bacteriile vor pierde apa din citoplasma si vor
muri. Acest fenomen se numeste plasmoliza.

Daca presiunea osmotica a mediului este foarte scazutd, apa va patrunde in
celula, care se va umfla devenind turgescentd. Moartea bacteriei se produce prin
plasmoptiza.

Cresterea presiunii osmotice a unui mediu prin adaos de NaCl sau zaharuri st
la baza conservdrii unor alimente.
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Existd insd bacterii osmofile, dintre care cele halofile sunt capabile sd se
inmulteascd 1n solutii hipersaline (bacteriile din genul Staphylococcus si
Enterococcus). Pe baza acestei proprietdti se prepara unele medii de Tmbogatire si
selective asa cum este mediul hiperclorurat Chapmann pentru stafilococi. Acesta
contine 7,5g NaCl la 100 ml de mediu, spre deosebire de mediile obisnuite care
contin doar 5g/I1. Dintre bacteriile osmofile mentionam si pe cele zaharofile, care sunt
capabile sa se inmulteascd pe medii cu continut mare de glucide (6g%). Acest aspect
este important pentru unele medicamente, ca de pilda, siropurile care, in ciuda
continutului ridicat de zaharoza, se pot altera in urma contamindrii cu aceste bacterii.

4.5.8. Electricitatea

Electricitatea sub formd de curenti galvanici, curenti de joasd sau inaltd
frecventd nu afecteaza bacteriile. Dacad Tnsa curentul electric este trecut printr-un
mediu lichid, bacteriile pot fi afectate sub actiunea unor ioni sau produsi chimici
rezultati in urma electrolizei.

4.5.9. Radiatiile

4.5.9.1. Razele neionizante

Razele ultraviolete. Puterea bactericida a razelor luminoase devine perceptibila
la o lungime de unda de 330nm, crescind pe masurd scaderii lungimii de unda a
luminii UV. Timpul necesar distrugerii microorganismelor depinde de intensitatea
luminii, distanta de sursa de emisie si mediul Tn care se gasesc microorganismele.
Mecanismul bactericid al razelor UV constd in inducerea formarii in celula
bacteriana a unor dimeri de timind care interfereaza replicarea ADN. Alterarile altor
elemente structurale bacteriene sunt neglijabile.

Fotoreactivarea. Modificarile induse in celulele bacteriene prin razele UV sunt
reversibile, eficienta sterilizarii prin aceste raze nefiind prea performanta. Astfel,
daca se expune o cultura bacteriana care a fost iradiata cu raze UV la lumina vizibila,
o parte din dimerii de timina se vor disocia si bacteriile aparent omorate 1si reiau
activitatea metabolica si inmultirea. Aceasta poate depasi de sute de ori activitatea
initiala a culturii neiradiate.

In scop practic lampile cu vapori de mercur se folosesc pentru a reduce numarul
de bacterii existente in aer in salile de operatie, in laboratoare, Tn Tncaperi 1n care sunt
addpostite animale de exprienta etc.

Efectul bactericid al razelor solare se datoreaza continutului in raze UV (300-
400nm). In conditii naturale efectul bactericid al luminii solare este mai mare in tarile
sudice unde continutul in raze UV este mare. Semple si Greig au aratat in India
(1909) ca bacilii tifici expusi pe lenjerie alba la soare sunt distrusi in doua ore, pe
cand la intuneric 151 pastreaza viabiliatea peste 6 zile.
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S-a observat insa cd expunerea la lumina puternica solara poate omori bacteriile
substante necesare metabolismului bacterian cum sunt riboflavina si porfirinele.
Astfel, expunerea la lumina solara a fiolelor in care se afla BCG1 va avea ca urmare
pierderea viabilitdtii si deci a eficientei vaccinului.

Sensibilizarea fotodinamica. Razele luminoase vizibile au o actiune bactericida
slaba, care poate 1nsa fi crescuta pana la nivelul actiunii razelor UV daca sunt trecute
prin coloranti fluorescenti ca, de pilda, eozina, rosu bengal etc.

4.5.9.2.  Radiatiile ionizante

Mecanismul bactericid al acestor raze consta in formarea in celula a unor radicali
cu viata scurtd si protoni. Acesti produsi vor altera bazele azotate si legaturile dintre
ele. Efectul bactericid al razelor ionizante depinde de cantitatea de energie absorbita,
temperaturd, presiunea partiald a oxigenului, confinutul in substante organice,
prezenta unor substante protectoare ca alcoolii alifatici sau substante bogate in
grupari sulthidrilice, specia microorganismului §i continutul in apa. Sporii sunt in
general mai rezisten{i decat formele vegetative ale bacteriilor, exceptie fiind o
bacterie nesporulatd, Micrococcus radiodurans, care este cel mai rezistent
microorganism la radiatii. El rezista la doze de 200 de ori mai mari decat restul
bacteriilor datorita faptului cd este echipat cu mecanisme deosebit de eficiente de
reparare a alterarilor acizilor nucleici.

4.6. Metode de cultivare a bacteriilor

Cunoasterea necesitatilor nutritive ale bacteriilor este foarte importanta n
bacteriologia medicald, deoarece sta la baza prepararii mediilor de cultura destinate
izolarii diverselor specii bacteriene din produsele biologice sau patologice.

La inceputurile dezvoltarii bacteriologiei, prepararea mediilor a fost artizanala,
numerosi bacteriologi intrand in istoria microbiologiei prin mediile pe care le-au
preparat si care le poarta si astdzi numele. Astfel, amintim, de exemplu, mediul
Loeffler pentru cultivarea bacilului difteric, mediul Lowenstein-Jensen pentru
bacilul lui Koch, mediul selectiv Wilson-Blair, etc.

Prin cercetarea necesitatilor nutritive ale diferitelor specii s-au realizat medii
adecvate pentru aproape toate bacteriile de interes medical, speciile necultivabile
fiind foarte putine, ca de pilda, Mycobacterium leprae si unele spirochete printre care
Treponema pallidum.

Cultivarea bacteriilor in scop diagnostic pune 1n esenta doua probleme:

* alegerea unui mediu de culturda optim, care sd permita izolarea tuturor
bacteriilor care ar putea fi prezente in produsul de examinat si

* obtinerea bacteriilor 1n culturi pure, pentru a putea fi identificate.
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4.6.1. Conditii generale pentru cultivarea bacteriilor

Un mediu de cultura uzual trebuie sa contind apa, substanfe organice, minerale,
oligoelemente si factori de crestere. Pentru satisfacerea acestor necesitati se
utilizeaza diferite substraturi biologice nutritive complexe care au in compozitia lor
aceste ingredinente. A se vedea informatiile din indreptarul de lucrari practice.

Cultivarea microbilor pe medii lichide. Mediile lichide se folosesc cel mai
adesea pentru inmultirea unor microbi care se gasesc in numar mic Tntr-un anumit
produs. Cel mai simplu mediu folosit in laboratorul de bacteriologie este bulionul
care se prepara din decoct de carne de vaca, peptona si clorurd de sodiu. Cultivarea
unui produs pe medii lichide are dezavantajul cd nu permite Tnsa obtinerea unei
culturi pure.

Caracterele culturale ale microbilor pe medii lichide difera. Astfel, bacteriile
apartinand familiei Enterobacteriaceae tulburd uniform mediul, altele, ca de pilda
bacteriile strict aerobe (Pseudomonas, Nocardia) formeaza pelicule la suprafata
mediului. Altele formeaza agregate care se dezvolta sub forma de grunji ce se depun
pe peretele eprubetei sau la fundul mediului (Streptococcus). Unele bacterii secreta
in mediu pigmenti difuzibili ca de exemplu bacilul piocianic (P.aeruginosa).

Cultivarea bacteriilor pe medii solide. Introducerea mediilor de cultura solide a
insemnat un progres urias in tehnicile de diagnostic, deoarece permite dezvoltarea
distincta a microbilor, sub forma de colonii izolate. O colonie bacteriand este o
micropopulatie ce rezulta din inmulfirea unui singur microb pe un mediu, vizibila in
general cu ochiul liber.
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Figura 4.5. Caractere culturale ale bacteriilor pe medii solide
(adaptatd dupa Popovici, 2019)
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5. GENETICA BACTERIANA

Ereditatea este insugirea generald biologica a tuturor vietuitoarelor de a
transmite caracterele specifice speciei la urmasi iar variabilitatea, aparifia unor
caractere diferite de cele ale genitorilor.

Dintre cele doua laturi ale geneticii bacteriene, variabilitatea este cea care
intereseazd medicina in mod deosebit. Modificarea zestrei ereditare la bacterii da
nastere unor tulpini bacteriene noi care, prin virulenta si rezistenta la chimioterapice,
se adapteaza mai bine conditiilor de mediu si Tnlocuiesc bacteriile mai putin
adaptabile. Un exemplu foarte sugestiv in acest sens il reprezintda modificarea
etiologiei infectiilor asociate asistentei medicale (IAAM). Astfel, agentii etiologici
ai hospitalismului clasic ca, de pilda, bacteriile din genurile Clostridium si
Streptococcus, se intalnesc astazi extrem de rar, ei fiind Tnlocuiti cu agentii etiologici
ai hospitalismului modern care sunt tulpini multirezistente la antibiotice ce apartin
speciilor  Staphylococus  aureus,  Pseudomonas  aeruginosa,  familiei
Enterobacteriaceae etc.

Pentru a infelege mecanismele variabilitdfii, vom schita, pe scurt, bazele
structurii, replicarii si functionalitdtii materialul genetic la bacterii.

5.1. Suportul material al ereditatii

Totalitatea caracterelor unei bacterii sunt determinate genetic, informatiile fiind
codificate de ADN. Exprimarea manifestd a acestor caractere constituie fenotipul
unei tulpini, iar informatiile care le codifica genotipul.

Genetica moleculara, in general, a avut ca punct de pornire studiul bacteriilor si
bacteriofagilor.

In anul 1892 August Weisman sustinea, deja, ci esenta eredititii constd in
transmiterea la descendenfi a unei substante nucleare cu structurd moleculara
specifica. Cunoasterea precisd a substantei care pastreaza si transmite caracterele
ereditare a parcurs un drum lung, care a inceput in anul 1928 prin experientele
bacteriologului englez Fred Griffith.

Griffith a pornit de la observatia ca pneumococul de tip S, virulent, capsulat,
injectat la soarecele alb produce la acesta septicemie mortala, in timp ce injectarea
pneumococului de tip R, nevirulent, necapsulat, sau a pneumococului de tip S
capsulat omorat prin cdldura raméne fara efect. Injectand insa un amestec dintr-o
tulpina de pneumococ de tip R necapsulat, nevirulent, viu si o tulpina de pneumococ
de tip S, capsulat, omorat prin cdldura, la soarece, acesta a dezvoltat o septicemie
mortald. Prin hemocultura s-a izolat pneumococ viu, de tip S, capsulat. Griffith a tras
concluzia cd pneumococul viu de tip R necapsulat a preluat un “principiu
transformant” de la pneumococul de tip S omorat, principiu ce 1i permite sinteza
factorului de virulenta - capsula.
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Precizarea naturii acestui principiu transformant este meritul unui colectiv
format din Avery, Mc Leod si Mc Carty, care in anul 1944 au extras diferite substante
din pneumococul virulent (polizaharid capsular, lipide, proteine, acizi nucleici) si au
aratat ca transformarea pneumococului de tip R se face numai in prezenta acidului
dezoxiribonucleic (ADN) provenit de la pneumococul de tip S.

S = dezoxitiboz
P = acid fosforic
A = adenin

T = timin

G = guanin

C = citozin

Figura 5.1. Structura AND (adaptata dupa Janeway, 2017)

Dovada hotaratoare ca ADN este depozitarul informatiei genetice a fost adusa
dupa descoperirea bacteriofagului de catre Twort si d’Herelle, independent in 1915
si 1917. Atunci s-a demonstrat ca bacteriofagul si injecteaza numai ADN in celula
gazdd si ca acesta singur este capabil sd determine 1n celula gazda sinteza de
bacteriofagi completi, identici cu cei de la care provenea acidul nucleic.

5.1.1. Structura ADN

ADN este format din 2 catene spiralate complementare si de polaritate inversa
(modelul Watson, Crick si Wilkins), fiecare fiind rezultatul polimerizarii intr-o
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anumitd ordine a unitatilor structurale de baza a acizilor nucleici, nucleotidele.
Acestea sunt formate la randul lor dintr-o moleculad de dezoxiriboza, o molecula de
acid ortofosforic si dintr-una din bazele azotate purinice - adenina (A) si guanina (G)
- sau pirimidinice - citozina (C) si timina (T).

Scheletul spiralei este format din acidul ortofosforic si dezoxiriboza de care se
leagd bazele azotate. Complementaritatea celor doud lanturi de nucleotide se
realizeaza prin relatiile sterice ce se stabilesc intre bazele complementare, iar
legaturile prin punti de hidrogen.

Proportia de baze complementare este constanta in cadrul unei specii, raportul
adenina-timina/guanina-citozind (AT/GC) servind drept criteriu taxonomic de baza
in clasificarea moderna a bacteriilor.

5.1.2. Replicarea ADN

Structura dublu spiralatd a ADN permite replicarea lui identica,
semiconservativa. Spirala se deschide ca un fermoar la locul initial al replicarii sub
actiunea unei ADN-giraze. Pe fiecare spirald se va sintetiza o spirald noua,
complementara, cu participarea ADN - polimerazei (I, 11, III) din directia capatului
5' terminal spre capatul 3' terminal.

A se citi Transcriptia, translatia, reglarea activitatii genelor din cursul de
biochimie si genetica medicala.

5.2. Organizarea materialului genetic la bacterii
Genomul bacterian este alcdtuit din repliconi, care sunt formatiuni genetice ce
se pot replica independent. Astfel, se descriu:
* cromozomul bacterian
* elemente genetice extracromozomiale - plasmide
- genomul bacteriofagilor

* elementele genetice transpozabile - fragmentele de insertie (IS)
- transpozonii (Tn).

5.2.1. Cromozomul bacterian

Majoritatea genelor bacteriene se gasesc intr-un cromozom haploid, echivalent
nuclear care codificd informatiile absolut necesare supravietuirii speciei in condifii
normale.

Cromozomul la Escherichia coli este format dintr-o moleculd circulara dublu
spiralata de ADN ce reprezinta 80% din greutatea lui, dintr-o componenta proteica,
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ARN-polimeraza care reprezinta 10%, iar restul de 10% din ARNm si ARNr 1n curs
de sintetizare.

Pe langa dispozitia dublu spiralata spre dreapta a catenelor de ADN (o spira =
10 baze), acestea sufera o suprahelicare spre stanga (o spird suprahelicatd = 15 spire).
Acest mod de organizare denumit “supercoil” sau “supertwist” asigura pe de o parte
“Impachetarea” economicd a ADN si pe de altd parte o configuratie optima activitatii
functionale a ADN (replicare, transcriptie, recombinare). Modelul de impachetare a
nucleului bacterian a fost descris de Pettijohn si Hecht (1973) pentru E. coli si se
pare ca are un caracter general la bacterii.

5.2.2. Formatiunile genetice extracromozomiale

5.2.2.1. Plasmidele

Plasmidele sunt formatiuni genetice autonome, extracromozomiale, libere 1n
citoplasma, reprezentate de molecule circulare de ADN care se replicd independent
de cromozom. Denumirea de plasmide le-a fost datd de Lederberg in 1952, iar
importanta lor practica a fost sesizatd in 1963 de Watanabe, o data cu descoperirea

Bacteriile contin foarte frecvent plasmide, descriindu-se peste 1.000 de tipuri
diferite. Lungimea acestor molecule variaza intre 1-150 mm si greutatea moleculara
intre 2-3 milioane (3x10° pani la 450x10° perechi de baze). Plasmidele mici se
gasesc de obicei intr-o celula bacteriana in 10-40 de copii, pe cand cele mari Tn numar
mai redus de 1-3 copii. In aceeasi celuld nu pot coexista mai multe plasmide inrudite
(cu mecanism comun de control al replicarii), ele fiind incompatibile, spre deosebire
de cele neinrudite (cu mecanism distinct de reglare al replicarii), care sunt
compatibile. Compatibilitatea exprima competitia plasmidelor pentru un anumit situs
de legare in celula bacteriana.

Plasmidele pot fi:

* conjugative, care se pot transfera singure la alte bacterii, ca de exemplu
plasmidele de rezistenta la antibiotice R,

* neconjugative, care nu pot parasi ele Insasi bacteria de origine, ci numai prin
intermediul unui alt plasmid conjugativ sau a unui bacteriofag (de exemplu
plasmidul care codifica secretia de beta-lactamaza la S.aureus)

* episomi, care se pot integra prin recombinare in cromozomul bacterian,
pierzandu-si astfel autonomia de replicare. Un exemplu de episom este factorul de
sex F (plasmidul F sau factorul de fertilitate).

Determinantii genetici esentiali ai plasmidelor codifica informatiile legate de
replicarea lor autonomd, iar cei accesorii caractere fenotipice neesentiale
supravietuirii celulei bacteriene 1n conditii naturale: gene de transfer (tra), de
rezistentd la antibiotice (factorul R), de secretie a colicinelor (factorul col), de
secretie a unor toxine, de metabolizarea unor substraturi, de rezistenta la unii ioni §i
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compusi organometalici etc. Unele plasmide nu au un efect observabil asupra
fenotipului bacteriei si se numesc plasmide criptice.

Pentru medicina importanta este cunoasterea plasmidelor de virulenta si a celor
care confera bacteriilor rezistenta la antibiotice.

Plasmidele de virulenta poartd determinantii genetici ai unor factori de virulenta
la bacterii, ca de exemplu secretia de enterotoxina (termolabild si termostabild) si
factorul de colonizare la Escherichia coli, hemolizina la Staphylococcus aureus,
Enterococccus faecalis si E.coli, exfoliantina la S. aureus, gena de invazivitate la
Shigella etc.

Plasmidele R -de rezistentd la chimioterapice (Factorul R) sunt molecule
circulare de ADN care constau 1n esenta din doud regiuni genetice distincte: genele
care codifica rezistenta la antibiotice “R”, care pot fi unice sau multiple si genele
care confera plasmidului capacitatea de a se transfera “FTR”.

Rezistenta la peste 90% din tulpinile de spital este de naturd plasmidica.
Existenta acestor plasmide se explica prin aglomerarea mai multor gene de rezistenta
R, pe acelasi plasmid, prin fenomenul transpozitiei repetate de material genetic.
Plasmide de rezistentd au fost evidentiate la genurile Escherichia, Salmonella,
Shigella, Proteus, Providencia, Klebsiella, Serratia din familia Enterobacteriaceae,
la genurile Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrio, Yersinia, Pasteurella,
Campylobacter, = Haemophilus,  Neisseria,  Bacteroides,  Staphylococcus,
Streptococcus, Bacillus, Clostridium, si Corynebacterium. Plasmidele prezente la
bacilii gram-negativi sunt mai mari decat cele evidentiate la bacteriile gram-pozitive.

Plasmidul F se mai numeste si plasmid de sex, sau factor de fertilitate si contine,
pe langa alti determinanti genetici, genele de transfer tra. Plasmidul F se poate
transmite altor celule bacteriene prin conjugare. El se poate integra in cromozomul
bacterian putand media transferul de gene cromozomiale de la o celula bacteriana
donor la cea receptor. In functie de prezenta factorului F, bacteriile se impart in:

* bacterii F- lipsite de factorul F, denumite celule femele si care sunt receptoare
de material genetic,

* bacterii F+, masculine, care au factorul F+, autonom, ca plasmid in citoplasma
si care sunt celule donoare,

* bacterii Hfr care au factorul F+ integrat Tn cromozom, de asemenea masculine,

* bacterii F ‘ care au factorul F+ ca plasmid autonom, dupa ce acesta a fost
integrat in cromozom si l-a parasit rupand un fragment ADN din cromozom. §i aceste
celule sunt donoare, deci masculine.

5.2.2.2.  Bacteriofagii

Sunt virusuri care paraziteazd bacteriile. Se cunosc 6 grupe morfologice de
bacteriofagi, cei mai bine studiati fiind bacteriofagii T ai bacilului coli.
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Figura 5.4. Structura bacteriofagului (adaptatd dupa Fields, 2020)

Morfologie. Bacteriofagii sunt formati dintr-un cap hexagonal, un gat si o
prelungire numitd picior (coada). Capul este alcatuit dintr-un invelis proteic
caracteristic virusurilor (capsida) si adaposteste ADN. Coada este un cilindru rigid
invelit Intr-un manson proteic asemandtor miozinei §i se termind cu o placa
hexagonala ce confine o enzima de tipul lizozimului. De placa bazala se prind 6 fibre
cu rol in fixarea bacteriofagului pe suprafata bacteriei.

Atasarea bacteriofagului pe suprafata peretelui bacterian este determinata de
existenta unor receptori de perete, specifici. Aceasta specificitate este de tip
enzimatic si sta la baza lizotipiei. Dupa atasare are loc contractia mangonului proteic
si bacteriofagul isi injecteazd numai ADN in celula bacteriana.

58



1 - atasarea
2 - contractia cozii

ADN fibrele 3 - injectarea ADN
cozi

| W%K @
|

perete celula%

T 2
///7 3

membrana celulara /

cap teaca contractila

Figura 5.5. Patrunderea bacteriofagului in celula bacteriana
(adaptata dupa Fields, 2020).
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Figura 5.6. Ciclul litic al bacteriofagilor (adaptata dupa Fields, 2020).
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Dupa patrunderea genomului fagic in celula bacteriana, acesta va determina
sinteza de noi bacteriofagi identici cu cel de la care a provenit ADN. ADN se replica
prin replicare semiconservativa, iar ribozomii bacterieni vor sintetiza proteinele
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capsidale si ale cozii. Dupa asamblarea noilor virusuri ele vor parasi celula bacteriana
care se lizeaza. Acesta este ciclul litic al bacteriofagilor, iar ei se numesc fagi
virulenti.

Dar nu intotdeauna relatiile bacteriofag-bacterie evolueaza in acest fel. Uneori
genomul bacteriofagului se va integra Tn cromozomul bacterian incadrandu-se si
functional in acesta. In aceasta situatie el nu se mai replicd decat in acelasi timp cu
cromozomul bacterian, deci 1n timpul diviziunii bacteriene si se numeste profag.
Acest ciclu este ciclul lizogen iar bacteriofagii se numesc fagi temperati.

Lizogenia are urmatoarele consecinte pentru bacteria in cauza:

* bacteria lizogenizata este imuna la infectia cu acelasi bacteriofag, dar nu pentru
alti bacteriofagi

fag ADN
Acc:dental fagul se Diviziuni
\ poate circulariza succesive

cromozom
bacterian
CICLUL CICLUL
LITIC LIZOGEN
Liza celulei cu Fagul care s-a c:rcularlzat continu Bf’Cfe" ia lizogend se
eliberarea fagllor fie un c:clu litic, fie un ciclul lizogen inmulteste normal

Bactenofagl sin tetlzatl de
celula bacteriana

\ —

ADN-ul bacteriofagic se integreaza in
genomul bacteriei devenind profag

Figura 5.7. Ciclul lizogen al bacteriofagilor A la E. coli
(adaptatad dupa Fields, 2020).

* profagul codifica el insusi unele caractere pe care le dobandeste astfel bacteria
lizogena. Un exemplu clasic in acest sens este toxigeneza la bacilul difteric care este
codificatd de un profag ce se afld in cromozomul bacterian. Tulpinile de bacili
difterici care nu sunt lizogenizate de acest profag, nu sunt capabile sa secrete toxina
si sunt, deci nepatogene,

* transductia, mecanism de transfer genetic de la o bacterie la alta, mediatd de
bacteriofagi i asupra careia vom reveni la variabilitatea bacteriana.
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5.2.2.3.  Elemente genetice transpozabile

Elementele genetice transpozabile sunt fragmentele de insertie (IS), transpozonii
(Tn) si integronii.

IS si Tn sunt fragmente mici de ADN cu limite structurale bine precizate care se
pot integra repetat In mai multe situsuri dintr-un genom. Existenta lor a fost
presupusa incd in anul 1931 si in anul 1952 de Barbara Mc Clintock care le-a denumit
“gene saltarete” (jumping genes). Descoperirea a fost primita cu mult scepticism si
neincredere la vremea respectiva, dar timpul a dovedit importanta ei, autoarea fiind
onoratd cu premiul Nobel 1n anul 1983.

Integronii reprezinta sisteme de capturd si expresie a genelor sub forma de
casete, elemente mobile capabile sa fie integrate sau excizate printr-un mecanism de
recombinare specifica, mediate de o integrazd. Integronii sunt incapabili de
autoreplicare si sunt purtati pe cromozomi, plasmide, sau pot fi vehiculati printr-un
element transpozabil. In functie de natura genelor care codifica integraza, exista mai
multe clase de integroni.Trei dintre ele (clasele 1, 2 ,3) sunt bine caracterizate si sunt
implicate in diseminarea rezistentei la antibiotice.

5.3. Variabilitatea la bacterii

Bacteriile sunt supuse acelorasi legi ale ereditatii, unitare lumii vii, cu unele
particularitati dictate de organizarea materialului genetic. Astfel, in timpul
diviziunilor succesive (in lipsa unui accident genetic) toti descendentii unei bacterii
sunt identici intre ei si identici cu celula din care provin. Aceasta este descendenta
verticala cu formare de “clone” de indivizi identici, stabilitatea fiind posibila datorita
cromozomului haploid cu set unic de gene.

Variabilitatea la bacterii, laturd a geneticii care are implicatii deosebite in
medicina practica, poate fi explicata prin doua procese fundamentale:

* variatia fenotipica, care reprezintd schimbarea unor insusiri ale bacteriilor, ca
adaptare la conditiile mediului inconjurator, fard sa intervind vreo modificare in
genomul bacterian si

* variatia genotipicd, ce rezulta prin modificarea genomului.

Variabilitatea la bacterii se produce prin: mutatii, transfer de material genetic si
transpozitie.

5.3.1. Mutatia

Modificdrile spontane ale genomului se numesc mutatii si constau din
modificarea secventei de nucleotide dintr-o gena. Ele pot fi punctiforme, inversii,
insertii, deletii $i mutatii secundare.

Mutatiile punctiforme afecteaza un singur nucleotid in cadrul unei gene si sunt
reversibile. Consecintele unei astfel de mutatii pot fi:
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* Tnlocuirea unui codon cu altul, ceea ce se va traduce prin inlocuirea unui
aminoacid cu altul din structura unui polipeptid. Aceastd mutatie se numeste
“mutatie cu sens gresit”,

* aparitia unui codon nonsens. Mutatia nonsens Tmpiedica sinteza Tn continuare
a unui polipeptid.

Insertia si deletia inseamna adaugarea, respectiv pierderea a doud pana la sute
sau chiar mii de nucleotide, procesul fiind ireversibil. Acest tip de mutatie duce la
modificarea importantd a secventei de aminoacizi, fiind denumitd “mutatie cu
schimbare de proiect”.

Mutatiile duc la aparitia unor indivizi cu caractere noi, cum sunt rezistenta la
chimioterapice, structurd antigenica modificata, pierderea unor receptori specifici
pentru bacteriofagi, pierderea capacitafii de sinteza a unui metabolit etc.

Din punct de vedere medical intereseaza in mod deosebit mutatia care st la baza
rezistentei antimicrobiene, care se poate produce dintr-o data, adica “one-step”, sau
in mai multe etape, “multi-step”.

Prin mutatie “one-step” bacteria devine rezistentd brusc “peste noapte” la un
antibiotic, pe cand prin mecanism multi-step se produc mutatii multiple, succesive,
pana ia nastere o mutanta rezistentd la concentratii ridicate de antibiotic. Astfel prima
mutanta va fi putin mai rezistenta decit tulpinile salbatice din care provine, mutanta
a doua mai rezistenta decat mutanta 1 etc.

Dat fiind faptul ca mutatiile naturale sunt rare, este necesar un mijloc care sa
selecteze mutanta pentru ca aceasta sa se transforme intr-o populatie bacteriana cu
proprietati noi.

Rata mutatiei poate fi crescuta Tn mod considerabil prin agenti mutageni, ca, de
pilda, raze X, UV, derivati acridinici, agenti alchilanti etc.

Mutatiile spontane sau induse pot duce la “pierderea” integrala a unui plasmid
printr-o modificare ce produce deficiente ale mecanismului de replicare, astfel incat
plasmidele nu vor mai fi “mostenite” de celulele fiice.

5.3.2. Transferul de material genetic

Organismele superioare se reproduc sexuat. Materialul genetic a 2 indivizi de
sex opus se transmite combinat urmasilor. Bacteriile se inmultesc vegetativ prin
diviziune directd, deci materialul genetic provine de la o singurd celuld. Cu toate
acestea exista si la bacterii mecanisme care permit schimbul de material genetic de
la o bacterie la alta. Dat fiind faptul ca aceste mecanisme nu urmeaza legile sexuale
ale transmiterii caracterelor ereditare, ele se numesc mecanisme parasexuale.
Transmiterea materialului genetic de la celula donor la celula receptor este
unidirectionala si se realizeaza prin transformare, transductie si conjugare.
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5.3.3. Transformarea

Reprezinta transferul de material genetic de la o celula donor la una receptor sub
forma de ADN pur, eliberat fie prin liza celulei donor, fie prin extractie chimica.
Acest proces a fost observat pentru prima oara de catre Griffith, la pneumococi in
1928. ADN-ul pneumococilor virulenti, capabili sa sintetizeze capsula, s-a transferat
la mutante R, nevirulente, acestea din urma dobandind capacitatea de a sintetiza
capsula. Transformarea s-a pus in evidentd ulterior la numeroase alte genuri
(Streptococcus, Haemophilus, Bacillus, Neisseria, Salmonella etc.) si se petrece nu
numai intre tulpinile aceleiasi specii, ci §i Intre specii diferite.

Cr on'(oz om

A G

celula receptoare

ADN liber

Patrunderea ADN in
celula receptoare

a
N \ jiie'

Patrunderea ADN in celula receptoarea
ADN degradat Recombinarea dintre ADN donor si receptor

nerecomblnat
< a

Figura 5.8. Transformarea (adaptata dupa Talaro, 2023)

,,,',

Transformarea genetica este posibild numai daca bacteria receptoare se afla in
stare de competentd, stare care permite inglobarea de ADN strain. Competenta este
o stare fiziologica temporara a bacteriei, care variaza in functie de specie si de faza
de multiplicare in care se afld bacteria. In timpul stirii de competenta se modifica
structura peretelui celular, care devine mai poros, incarcat electropozitiv, favorizand
legarea ADN-lui strain.
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Transformarea depinde in egald masurd si de unele proprietdti ale ADN
transformant, cum sunt structura dublu catenara si o dimensiune minima a moleculei
de 1 x 10° daltoni.

Cu toate ca transformarea s-a descoperit experimental si se practicd astazi pe
scara foarte larga in tehnicile de inginerie genetica, ea se petrece in mod natural 1n
mediile Tn care trdiesc Tmpreund multe specii bacteriene si unde procesul de lizd a
celulelor bacteriene este frecvent, ca de exemplu in colon. Aici se pun in libertate
cantitati mari de ADN care, dacd intalneste celule bacteriene 1n stare de competenta,
va patrunde si se va recombina cu genomul acestora, conferindu-le caractere noi.

Majoritatea bacteriilor nu sunt Tn mod natural capabile de transformare, dar
experimental s-au dezvoltat metode de inducere artificiala a stdrii de competenta
foarte utile ingineriei genetice.

53.3.1.  Transductia

Transductia reprezintd un transfer de gene cromozomiale de la o celuld
bacteriana la alta, mediat de bacteriofagi. Unii bacteriofagi sunt capabili sa transfere
orice gend bacteriana (transductie generalizatd), iar alfii numai anumite gene
(transductia specializata).

Transductia generalizata este mediata de fagii virulenti, litici, care dupa
patrunderea in celula bacteriani se multiplicd si determina liza celulei gazdi. In
timpul lizei celulei bacteriene, cromozomul acesteia se fragmenteaza. Se poate
intdmpla, ocazional, ca un fragment cu o dimensiune apropiata de cea a genomului
fagic sa se integreze in capsida bacteriofagului, in locul genomului fagic. Astfel de
fagi sunt defectivi §i nu se vor mai putea replica, dar pot patrunde in alte celule
bacteriene injectandu-le ADN-ul, ce provine de fapt din genomul celulei donoare.
ADN-ul se va integra in cromozomul celulei receptoare prin recombinare,
conferindu-i acesteia caractere noi, ca, de exemplu, rezistenta la antibiotice,
proprietdti ce tin de patogenitatea bacteriei etc.

Transductia specializata este mediata de fagii temperati. Dupd patrunderea
ADN:-lui bacteriofagului temperat in celula bacteriana, acesta sufera initial un proces
de circularizare dupd care se inserda in cromozom prin recombinare sub forma de
profag. Insertia in cromozom se face pe baza homologiei dintre 10 perechi de baze
ale ADN fagic si bacterian. Profagul devine parte integrantd a cromozomului
bacterian, se va replica o data cu acesta si nu independent, deoarece este supus unui
proces de represie din partea genomului gazda.

Bacteriile care au integrate in cromozomul lor un profag sunt in stare de
lizogenie. In anumite conditii, insd, are loc un proces de derepresie si genomul
bacteriofagic paraseste cromozomul bacterian devenind din nou autonom. Cand
paraseste cromozomul bacterian poate detasa din acesta un fragment de ADN care
va ramane legat de genomul bacteriofagic. Acest bacteriofag nu se va putea inmulti,
fiind defectiv, dar va putea intra 1n alta celula integrandu-se in cromozomul acesteia
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tot sub forma de profag. Fragmentul provenit de la prima celuld bacteriana poate sa
codifice diferite caractere (rezistenta la antibiotice, secretia unor enzime, toxine etc.),
ce se vor manifesta fenotipic la noua bacterie gazda.

Cel mai bine studiat exemplu de transductie specializata este cea mediata de
fagul lambda si gena bacteriana ce codifica degradarea galactozei (lambda-gal).

Transductia specializata nu trebuie sa se confunde cu conversia lizogena. In
acest caz caracterul nou al celulei bacteriene este codificat chiar de genomul
bacteriofagului temperat. Fenomenul a fost descris pentru prima oara la
Corynebacterium diphteriae, toxigeneza fiind tributara prezentei unui fag temperat
in cromozomul bacterian.
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P \ celula
= { \ / donoare
../"\ ~
fagi ADN
‘ ‘ bacterian
Infectarea unei
noi celule
celula
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bacteriofagic genom
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recombinare

Figura 5.9. Transductia generalizata. (adaptatd dupa Talaro, 2023).
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Figura 5.10. Transductia specializatad (adaptatd dupa Talaro, 2023).

Profagul A se afld in cromozom langd gena gal+ care codificd enzimele de
catabolizare a lactozei (a). Fagul A se circularizeaza la un moment dat si rupe din
cromozom gena gal+ (b). Fagul A va infecta o alta celula (c) si se va integra in
cromozom transferand si gena gal+

53.3.2.  Conjugarea

Conjugarea este transferul de material genetic de la o bacterie donoare la una
receptoare printr-un proces de imperechere, ce se realizeaza prin contactul direct
dintre cele doua celule. Prin conjugare se pot transmite plasmide, precum si gene
cromozomiale (prin intermediul factorului F+).

Conjugarea la bacilii gram negativi. Factorul F+ poate fi situate intr-un plasmid,
favorizand transferul acestuia, sau in cromozomul bacterian, facand posibil
transferul unor gene cromozomiale de la o bacterie la alta. Celulele bacteriene care
au factorul F+ integrat in cromozom se numesc Hfr (high fregency of
recombination), deoarece ele pot transfera material genetic cromozomial cu o
frecventd mare, ceea ce duce la recombinarea unor gene din cromozomul bacteriei
donoare cu material genetic al cromozomului celulei receptoare.

Transferul prin conjugare a plasmidelor este condifionat de prezenta in plasmid
a genelor de transfer tra, care sunt responsabile de sinteza sex-pilului si de transferul
plasmidului.

Conjugarea Incepe prin sinteza sex-pilului care va adera de receptori specifici
prezenti pe peretele celular al bacteriei receptoare. Dupa formarea legaturii dintre
celula donor si cea receptor are loc replicarea de transfer a plasmidului. O catena
parentala de ADN va ramane in celula donor, iar a doua va trece in celula receptoare,
pe tiparul lor sintetizindu-se catene complementare.

Din punct de vedere medical importante sunt plasmidele conjugative de
rezistenta - plasmidele R.
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R IS1

Figura 5.11. Plasmid de rezistenta (adaptata dupa Carroll, 2023).

R = determinanti R care codifica rezistenta la antibiotice
IS1 = fragmente de insertie
RTF = gene ce codifica replicarea si transferul plasmidului R

Dintre proprietatile plasmidelor de rezistenta ale bacililor-gram negativi, 3 sunt
de interes medical deosebit :

 frecventa transferarii: frecventa transferului multor plasmide salbatice pe
receptori adecvati este relativ scizutd 10/ cel., si se datoreazi faptului ci plasmidele
tulpinilor salbatice sunt reprimate, adicd produc un represor care inhibd activitatea
propriei gene de transfer. Daca se incubeaza donorii si receptorii impreuna mai multe
ore, numarul de celule recombinante creste;

* spectrul de gazde: plasmidele transferabile R circula intre specii diferite. Acest
transfer are loc si In laborator si in macroorganism. S-a descris astfel transferul de
plasmide de la bacilul coli nepatogen la salmonele sau shigelle. Nu s-a observat Tnsa
transferul plasmidelor de la bacterii gram-negative la cele gram-pozitive;
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Figura 5.12. Transferul prin conjugare al plasmidelor (adaptata dupa Carroll, 2023).

* determinantii de rezistentd “R”: caracteristici pentru plasmidele conjugative
sunt determinantii de rezistentd multipli. La tulpinile izolate din spitale s-au
evidentiat plasmide ce au factori de rezistenta fatd de toate antibioticele uzuale
(ampicilina, cefalosporine, streptomicina, tetraciclina, cloramfenicol, kanamicina,
gentamicina, sulfonamide).

Conjugarea la bacterii gram-pozitive.

S-au descris procese de imperechere si la bacteriile gram-pozitive ca, de pilda,
la genurile Streptococcus, Streptomyces, Clostridium, procesul bazandu-se pe
performanta celulei receptoare.

Celula receptoare produce un peptid cu moleculd mica (GM=1000 daltoni) care
determind sinteza unor substante proteice de agregare de catre celula donoare cu
afinitate pentru unele substante adezive de pe suprafata receptorului. Se produce
astfel o legdtura strnsa intre receptor si donor cu formarea unei punti intercelulare
care permite transferul de material genetic.

53.3.3.  Transpozitia

Transpozifia presupune integrarea intr-un genom al unui element genetic
transpozabil din aceeasi moleculd de ADN sau din alta prezenta in aceeasi celula.
Elementele genetice transpozabile sunt secventele de insertie —IS, transpozonii si
integronii.

Secventele de IS au in jur de 1000 de baze si fac parte in mod normal din
cromozom sau plasmide. Ele sunt prezente in mai multe copii si sunt flancate la cele
2 capete a aceleasi nucleotide, dar in ordine inversatd. Acestea Tnrameaza secventa
ce codifica proteine necesare procesului de transpozitie. IS nu confera ele Tnsasi un
caracter nou celulei, dar pot produce dupa insertia lor modificari in expresia genelor
adiacente inserarii.
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Transpozonii se impart dupa mecanismul de transpozitie in doua clase, I si II.

Transpozonii de clasa I sau retrotranspozoni sunt transcrisi initial in ARN prin
intermediul unei reverstranscriptaze. ARN-ul este recopiat intr-un ADN care se va
insera intr-o altd pozitie in materialul genetic al bacteriei. Reverstranscripataza este
codificata de transpozon.

Transpozonii de clasa Il cuprind familia de transpozoni TnA care se transloca
dupad modelul transpozitiei replicative, adica prin reduplicarea Tn inainte de
translocare. Tn original ramane pe loc, iar copia se insera in noul situs. La proces
participa 2 enzime: transpozaza si rezolvaza.

Integronii sunt elemente transpozabile formate din ADN si care codifica o
recombinaza site-specificd precum si o regiune de recunoastere care permite altor
secvente cu zone similare de recunoastere sd se integreze in integron prin
recombinare. Elementele nou integrate se numesc casete. Integronul poate dobandi
casete ce codifica multirezistenta la antibiotice. Integrarea intr-un plasmid a acestor
integroni vor conferi plasmidului gene de rezistentd la un numdr mare de antibiotice
din cele mai diferite clase.

Aplicatii

Insertia oricarei gene intre doud elemente transpozabile face posibil transferul
el prin recombinare neomologa, Tn aceeasi celuld pe o moleculd de ADN neinrudit
structural.

Astfel, prin transpozifie se pot produce deletii, inversii, transpuneri de
determinanti genetici de pe un plasmid pe altul sau chiar fuzionarea stabila a unor
repliconi completi, de pilda a doud plasmide.

Evolutia rezistentei la antibiotice a bacteriilor nu poate fi conceputa astazi fara
fenomenul de transpozitie.

Studii moleculare au relevat posibilitatea ca genele de rezistentd la antibiotice
sa fi aparut cu mult timp Tnainte, la microorganismele producatoare de antibiotice.
Acesti determinanti genetici au fost mobilizati si au patruns prin mecanismele
transferului genetic la bacteriile importante din punct de vedere clinic.

Mecanismele transpozitiei sunt responsabile de formarea plasmidelor cu
multirezistentd, prin inserarea succesiva pe un plasmid a determinantilor genetici de
rezistenta situati intre doua elemente transpozabile de pe alte plasmide.

Clonarea genelor este o forma deosebita de recombinare nelegitima genetica in
vitro. Astfel, plasmidele usor transmisibile de la o bacterie la alta sunt folosite
frecvent ca vectori pentru transferul si clonarea de material genetic de la o bacterie
la alta sau Intre organisme foarte indepartate din punct de vedere filogenetic. Prin
aceastd tehnica se introduc in genomul bacterian gene care codifica sinteza unor
substante ca, de exemplu, interferoni, insulinia, STH etc., a caror obtinere pe cale
chimica ar fi fie imposibila, fie foarte costisitoare.
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Bacteria preferata a ingineriei genetice este Escherichia coli, care in mod natural
nu este capabild de transformare, dar careia in vitro i s-au introdus in genom cei mai
diversi determinanti genetici provenind de la organisme indepartate filogenetic, cum
sunt omul si animalele.

Diagnosticul molecular reprezintd utilizarea probelor de acizi nucleici 1n
diagnosticul bolilor bolilor infectioase (dg COVID 19: evidentierea prin teste PCR
a ARN viral de SARS —CoV-2), neoplasmelor, bolilor ereditare.

In microbiologie foarte importanti este identificarea genelor de rezistenti cu
ajutorul echipamentelor bazate de tehnici de biologie moleculard, permitand un
tratament antibiotic tintit si rapid.

O altd aplicatie consta in amprenta ADN, care permite diferentierea indivizilor
prin utilizarea unor fragmente minuscule de tesut sau probe de sange.

Terapia cu bacteriofagi reprezintd o alta aplicatie valoroasd a geneticii
bacteriene. Cresterea rezistentei bacteriilor la antibioticele utilizate Tn mod obisnuit
creeaza nevoia de a cauta si dezvolta forme alternative de tratament.

Terapia fagica se potriveste perfect acestei tendinte. Fagii care infecteaza si ucid
bacteriile in mod selectiv putand fi adesea singura optiune terapeutica care salveaza
vieti. Legalizarea completd a acestei metode de tratament ar putea ajuta la rezolvarea
problemei bolilor infectioase multirezistente la scara globala.
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6. CHIMIOTERAPICE ANTIINFECTIOASE

In anul 1909 Paul Ehrlich, in ciutarea “glontelui magic care sd omoare microbul
dar sd nu lezeze organismul”, sintetizeaza salvarsanul, activ asupra tulpinilor de
Treponema pallidum si a altor spirochete. Fleming descoperd in 1929 penicilina,
secretatd de mucegaiul Penicillium notatum, iar de atunci au fost descoperite
nenumadrate substante antimicrobiene, care au dus la o crestere spectaculoasa a ratei
de supravietuire dupa infectii. Din pacate insa, utilizarea antibioticelor in infectiile
bacteriene, a determinat in decurs de 50 de ani, aparitia sub presiune selectiva a
fenomenului de rezistenta.

Ca urmare, producerea de antimicrobiene a devenit o industrie care, fiind in
permanenta concurenta cu aparitia tulpinilor rezistente, cautd produsi noi fata de care
microorganismele sa fie sensibile.

Introducerea unui nou antibiotic in practica medicald este evaluat la 200
milioane de dolari si parcurge mai multe etape care dureaza aproximativ 10 ani.

6.1. C(Clasificare

Substantele antimicrobiene se clasificd dupa mai multe criterii, dintre care de
importantd medicala sunt:

® Actiunea bactericidd sau bacteriostaticd asupra microorganismelor

Un antibiotic bacteriostatic, care opreste doar inmultirea bacteriilor, nu le va
putea elimina din tesuturi fard interventia factorilor rezistentei naturale si dobandite.

In absenta acestor mecanisme, nici antibioticele bactericide nu sunt eficiente,
deoarece intr-o populatie bacteriand exista intotdeauna cateva tulpini cu rezistenta
fenotipica, asa-numitele tulpini persistente (persister) care apar in culturile in vitro
cu o frecventd de 1/10° -1/108. Dupa intreruperea antibioterapiei, aceste tulpini se
vor inmulti si vor produce recidive.

Impartirea antibioticelor in bacteriostatice si bactericide este artificiala,
deoarece actiunea statica sau/si cidd este conditionatd si de concentratia
chimioterapicului, timpul de actiune si specia bacteriana asupra careia actioneaza.

® Spectrul de actiune

Spectrul de actiune al unui antibiotic este reprezentat de totalitatea speciilor
bacteriene sensibile la acel antibiotic.

Spectrul natural cuprinde toate speciile bacteriene sensibile la un chimioterapic
in momentul introducerii sale 1n terapie.

Este foarte important ca medicului practician sd cunoasca spectrul natural al
antibioticelor, deoarece atunci cand nu existd posibilitatea efectudrii antibiogramei
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el va trebui sd aleagd un antibiotic la care microorganismul este in mod natural
sensibil. Prospectul care insoteste antibioticele indica medicului spectrul natural.

Spectrul actual al unui antibiotic cuprinde tulpinile microbiene sensibile la un
anumit antibiotic, la un moment dat, intr-o zona limitatd si depinde in mare masura
de antibioticele utilizate in zona respectiva. Spectrul actual este mai restrans decat
cel natural, deoarece in timpul scurs de la introducerea chimioterapicului in practica
are loc aparitia tulpinilor rezistente.

® Mecanismul de actiune
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Figura 6.1. Mecanismul de actiune al antibioticelor (adaptata dupa Murray, 2021)

6.2. Farmacocinetica

Terapia antibioticd poate fi eficientd numai dacd in focarul infectios se
realizeaza concentratii de antibiotic biologic active asupra germenilor patogeni.

Concentratia minimd inhibitorie (CMI) a unui antibiotic pentru o anumitd
tulpind bacteriand este cea mai micd concentratie care inhiba complet multiplicarea
tulpinii respective.

Concentratia minima bactericida (CMB) a unui antibiotic pentru o tulpina este
concentratia minimd care omoara tulpina. Cu cat CMI sau CMB sunt mai mici fata
de nivelul seric maxim pe care 1l poate atinge un antibiotic, cu atat acesta este mai
actv.

Majoritatea antibioticelor se administreza la intervale fixe de timp, in functie de
perioada de injumatatire a antibioticului. In unele cazuri, timpul de injumatatire este
atat de scurt Tncat este necesara administrarea continua a antibioticului prin perfuzie.
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La administrarea intermitentd a unui antibiotic, concentratia plasmatica depinde
de doza, de intervalul administrarii, de absortia si eliminarea antibioticului. Cu cat
perioada de resorbtie este mai lungd cu atdt concentratia va fi mai mica. Prin
eliminare se inteleg procesele prin care se inactiveazd principiul activ al unui
antibiotic sau se elimind din organism. De obicei eliminarea are loc prin filtrare
glomerulara sau prin secretie tubulard. Mai rar, unele antibiotice se pot elimina prin
intestin, dupd ce urmeazd un ciclu enterohepatic de retrorezorbtie sau sunt
metabolizate 1n ficat prin reactii de oxidare, reducere, hidroliza sau conjugare.

6.3. Efecte nedorite ale administrarii agentilor antimicrobieni

Cu toate ca antibioticele au o actiune selectiva asupra microbilor, ele pot avea
efecte secundare nefavorabile asupra macroorganismului uneori chiar si in doze
terapeutice. Acestea sunt:

e selectia microorganismelor rezistente: administarea agentului antimicrobian
duce la distrugerea germenilor sensibili si proliferarea celor rezistenti, care
se vor multiplica, devenind dominanti, putand fi transmisi si altor indivizi;
pentru prevenirea acestui efect, se recomanda administrarea simultand a mai
multor agenti, deseori cu mod de actiune diferit.

e efecte toxice propriu-zise se datoreaza supradozarii relative sau absolute a
antibioticului si apar mai ales la pacienti cu tulburari ale functiei renale sau
hepatice, la gravide, la sugari, copii etc. Pentru a preveni aparitia acestor
efecte si a evita instalarea efectelor cumulative (de exemplu ototoxicitatea
streptomicinei), este obligatorie stabilirea unei concentratii serice optime si
urmarirea dozei totale de antibotic administrata,

e reactiile alergice reprezintd o problema serioasa a chimioterapiei. Utilizarea
frecventad a antibioticelor sub cele mai diverse forme (unguente, sprayuri etc.)
creste posibilitatea de sensibilizare. Cea mai grava forma de sensibilizare este
cea la penicilind, deoarece poate produce soc anafilactic cu evolutie letala 1n
lipsa unei interventii terapeutice prompte si competente,

e cfectele biologice se refera la modificarea florei normale a organismului,
factor de baza in rezistenta naturald antiinfectioasa. Distrugerea florei
normale duce la inmultirea compensatorie masiva a unor germeni rezistenti
care vor produce infectii postantibioterapie greu de tratat. De pilda, dupa
tratamente intempestive cu antibiotice cu spectru larg, care distrug flora
normald a cavitatii bucale, a tubului digestiv, precum si pe cea vaginald, se
produc infectii, de tipul colitei pseudomembranoasa produse de Clostridium
difficile sau al vaginitei produse de fungi din genul Candida.
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6.4. Rezistenta bacteriilor la antibiotice

Se deosebesc doua tipuri de rezistenta a bacteriilor la antibiotice:

e rezistenta naturald, care este un caracter de specie, determinat genetic, deci
absolut, si

¢ rezistenta dobanditd, care apare la tulpinile unor specii natural sensibile la un
anumit antibiotic. Ea este relativd, deoarece desemneazd rezistenta unei
tulpini la concentratiile de antibiotic utilizate in terapie.

Numarul tulpinilor cu rezistentd dobandita este in continua crestere, in aparitia
acestui fenomen esentiale fiind:

6.4.1. Mecanismele rezistentei dobdndite
Rezistenta la antibiotice se instaleazd prin mecanisme negenetice si genetice.
Mecanismele negenetice, de importantd mai redusa, constau 1n esenta 1n:

® inactivitatea metabolica a celulei bacteriene. O serie de antibiotice actioneaza
numai in faza de multiplicare a bacteriilor. Astfel, de pilda, micobacteriile
supravietuiesc in tesuturi ani de zile inactive din punct de vedere metabolic,
fara a se Tnmulti, rezistand astfel la actiunea antibioticelor bacteriostatice;

¢ lipsa tintei de atac pentru antibiotic. Formele L ale bacteriilor (cele care au
pierdut peretele celular) sunt foarte rezistente la antibioticele care actioneaza
asupra acestei structuri celulare (beta-lactamine).

Mecanismele genetice prin care o celuld bacteriand dobandeste rezistenta sunt
cele ale variabilitatii bacteriene: mutatia si adaosul de material genetic (transformare,
transductie, conjugare si transpozitie).

O celuld bacteriana poate deveni rezistenta la un antibiotic printr-o singura
mutatie (one-step mutation). Astfel rezistenta la streptomicina poate fi dobandita prin
alterarea unei proteine ribozomale, iar schimbarea unui singur aminoacid din
dehidropteroat-sintetaza, enzima necesard sintezei de acid folic, scade afinitatea
bacteriei pentru sulfamide. Rezistenta se poate instala si prin mutatii succesive
(multistep), ca, de exemplu, rezistenta la penicilind a gonococului.

Mecanismul cel mai frecvent prin care se instaleaza rezistenta la antibiotice este
transferul plasmidelor de rezistentd (sau plasmide R) de la o bacterie la alta.
Plasmidele R pot contine determinanti genetici care codificd rezistenta la unul sau
mai multe antibiotice ce apartin unor familii diferite, deci cu structura diferita.

Plasmidele pot trece barierele de specie, astfel cd aceleasi gene de rezistentd R
se regasesc la bacterii ce apartin unor specii diferite. De exemplu, plasmidul TEM-
1, cel mai frecvent plasmid ce codifica sinteza beta-lactamazei la enterobacterii, este
regasit la Neisseria gonorrhoeae (gonococ) si H. influenzae.

Numarul factorilor R de pe un plasmid de rezistentd se poate Inmulti prin
intermediul transpozonilor (“gene saltdrete”) deoarece acestia se pot integra atat in
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cromozom precum si in plasmide. Unii “supergermeni” izolati in spitale pot avea
pana la 15 factori de rezistentd R. Stabilitatea lor este mai mare daca se integreaza in
cromozom, diseminarea lor depinzand deci de rapiditatea multiplicarii bacteriene.
Translocarea transpozonilor este posibild din cromozom 1n plasmide si chiar de la
plasmidele netransmisibile le cele transmisibile, ceea ce permite o diseminare foarte
rapida a genelor de rezistentd printre bacterii.

6.4.2. Suportul biochimic al rezistentei

Caracterele noi pe care le dobandeste celula bacteriand rezistenta, mecanismele
biochimice prin care eludeaza actiunea antibioticului sunt in prinicipiu urmatoarele:

e transformarea tintelor moleculare sensibile 1n tinte rezistente. Acest
mecanism presupune o modificare la nivelul structurii de care se ataseaza
antibioticul, astfel incat accesul antibioticului sd nu mai aiba loc. Un
asemenea exemplu il constituie PBP-urile pentru beta-lactamine, ribozomii
pentru macrolide sau modificarea unei subunitdti a ADN-girazei (locul de
actiune al quinolonelor), care asigura rezistenta la aceste antibiotice.

® scaderea concentratiei antibioticului In celula bacteriana se realizeaza prin

o scaderea permeablitdtii peretelui celular si a membranei
citoplasmatice, sinteza de catre bacterie a unui numar crescut de
situsuri de combinare cu antibioticul, sinteza unor metaboliti
antagonisti, folosirea unei cai metabolice care ocoleste substanta
inhibata de antibiotic si un eflux activ de antibiotic,

o realizarea unui eflux activ prin proteine transportoare, situate in
membrana citoplasmatica, ce realizeaza un eflux superior influxului
de antibiotic (asigura rezistenta enterobacteriilor la tetracicline si
quinolone),

o impermeabilitatea (descrisd 1n cazul tulpinilor de P.aeruginosa
carbapenem-rezistente),

® inactivarea chimioterapicului prin producerea unor enzime inhibitoare.
Astfel de enzime sunt de pilda, beta-lactamazele care hidrolizeaza inelul
beta-lactamic al penicilinelor si cefalosporinelor, aminoglicozidazele cu
actiune pe  aminoglicozide  (streptomicind,  gentamicind  etc.),
acetiltransferaza care inactiveazd cloramfenicolul etc. Secretia lor este
codificata in general de plasmide R.

6.4.3. Transformarea unei tulpini intr-o populatie rezistentda

Intr-o populatie de bacterii sensibile existi intotdeauna un numir redus de
tulpini rezistente. Inlocuirea populatiei sensibile cu una rezistenti se realizeaza prin
selectie. De pilda, daca intestinul gros este populat de E.coli sensibil la tetraciclina
si in populatia respectivd existd o singurd tulpind rezistenta la tetraciclind,

75



administrarea acestui antibiotic va elimina Intreaga populatie, cu exceptia tulpinii
respective. Aceasta, nemaifiind supusa competitiei, se va imulti In mod compensator
si va inlocui populatia disparuta.

Tulpinile rezistente se pot transmite de la purtdtorul tulpinii la un alt organism
prin contact direct. Purtatorii cei mai frecventi de tulpini cu multirezistenta fac parte
din personalul medical din spitale. Datoritd utilizarii antibioticelor se formeaza
cantitati mari de aerosoli Tncarcati cu aceste substante, pe care personalul medical le
inhaleaza zilnic. In acest fel tulpinile sensibile de Staphylococcus aureus, de
exemplu, din faringele si vestibulul nazal al unei persoane vor disparea, dar vor
persista cele cateva tulpini rezistente ce vor repopula faringele.

Germenii multi- drog rezistenti (MDR) sau supergemenii sunt microorganisme
(in principal bacterii) care au devenit rezistente la mai multe clase de agenti
antimicrobieni. Din aceasta categorie fac parte:

¢ tulpinile de S.aureus meticilino-rezistent (MRS A), S.epidermidis meticilino-
rezistent (MRSE), rezistente la numerosi agenti antistafilococici; tratamentul
infectiilor produse de acesti germeni poate fi facut cu vancomicind, sau cu
unul din agentii nou introdusi 1n terapie (Quinopristin/Dalfopristin,
Linezolid) ; tulpinile numite VISA (S.aureus intermediar rezistent la
vancomicind) au dezvoltat rezistentd la dozele uzuale de vancomicina,
necesitand doze mult mai mari 1n terapie

e tulpinile VRE (Enterococcus rezistent la vancomicind) — rezistente la
majoritatea agentilor antimicrobieni, incluzdnd vancomicina, sunt cauza
frecventd a infectiilor nosocomiale ale tractului urinar

e tulpini multirezistente de M. tuberculosis (MDR-TB), sunt considerate a fi
cauze frecvente ale deceselor in lume

e tulpini MDR de Gram negative (Enterobacterales, P.aeruginosa,
Acinetobacter spp., etc.)

e tulpini de S.pneumoniae si H. influenzae rezistente la beta-lactamine,
devenite apoi MDR.
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6.5. Principalele clase de agenti terapeutici antibacterieni

6.5.1. Inhibitori ai sintezei peretelui celular
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Figura 6.2. Nivelul la care actioneaza inhibitorii sintezei peretelui cellular
(adaptata dupa Carroll, 2023)

6.5.1.1. Beta-lactaminele

Structura. Beta-lactaminele reprezintd un grup mare de antibiotice, care
cuprinde penicilinele, cefalosporinele si alte antibiotice care au in structura lor inelul
beta-lactamic.

Mecanism de actiune. Beta-lactaminele inhiba sinteza peretelui celular prin
legarea lor de enzimele care intervin in faza finala a acestui proces (PBPs - penicillin
binding proteins).

Inhibitia acestor enzime Tmpiedicad legarea transversald a lanturilor de
polizaharide cu acumularea consecutivd a subunititilor de mureina. Acestea, la
randul lor, activeaza un sistem enzimatic autolitic care va duce la liza celulei
bacteriane.

Toxicitatea. Beta-lactaminele sunt netoxice, dar produc frecvent alergii. Astfel,
administrarea penicilinei la pacienti sensibilizati duce la declansarea fenomenelor
alergice de tip I, a cdror intensitate poate merge pand la soc anafilactic cu edem
glotic, bradicardie si moarte. Este cu desdvarsire contraindicatd administrarea
penicilinei In conditii ambulatorii la persoane la care nu s-a testat sensibilitatea la
penicilind sau interpretarea testului nu este sigurd, deoarece in cazul declansarii
socului anafilactic, este necesara o interventie prompta, calificatd care, in general, nu
este posibild decat in conditii oferite de spital.

S-a remarcat de asemenea un efect neurotoxic la administrarea unor doze foarte
mari de beta-lactamine.
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Rezistenta bacteriilor la beta-lactamine. Principalul mecanism prin care se
instaleaza rezistenta la beta-lactamine este secretia de beta-lactamaze, care vor
inactiva antibioticul inainte de legarea sa de peretele bacterian. Genele care codifica
sinteza acestor enzime pot fi prezente atit in cromozom cit si in plasmide. Exista
peste 200 beta-lactamaze diferite, unele sunt specifice pentru peniciline
(penicilinaze), cefalosporine (cefalosporinaze), sau carbapeneme (carbapenemaze),
in timp ce altele au un spectru larg de activitate, inclusiv unele capabile sd inactiveze
majoritatea antibioticelor B-lactamice. Beta-lactamazele sunt Tmpartite in patru clase,
delaAlaD.

® clasa A este detectatd la o varietate larga de bacterii: Pseudomonas si
Enterobacterales, si este reprezentata de:
= penicilinaze SHV si TEM,
= [B-lactamaze cu spectru extins (BLSE) sunt B-lactamaze cu
activitate impotriva tuturor penicilinelor si cefalosporinelor
(inclusive cele cu spectru larg), rezultate in urma unor mutatii
simple punctiforme ale genelor care codifica aceste enziyme,
= Klebsiella pneumoniae carbapenemaza (KPC): asigura
rezistentd la toate B-lactaminele si poate fi identificata doar
prin metode moleculare de detectare a genelor de rezistenta.
o Carbapenemazele din clasa B sunt repreezentate de metallo-p3-
lactamaze (necesita zinc pentru a fi active) si sunt larg distribuite in
bacteriile gram-negative; nu pot fi detectate eficient prin metodele
= cea mai frecvent intdlnitd: New Delhi metallo-f-lactamaza
[NDM]-dupa locul de origine
= organismele care le produc sunt rezistente la majoritatea
antibioticelor B-lactamice.
o Carbapenemazele din clasa D au fost descrise in principal la
Acinetobacter si codifica rezistenta la toate antibioticele B-lactamice;

Alte mecanisme prin care bacteriile devin rezistente la beta-lactamine sunt
scaderea permeabilitatii invelisurilor bacteriene si modificarea tintei antibioticului Tn
asa fel Tncat acesta sd nu se mai poatd lega de structurile bacteriene respective.
Mecanismul este foarte important, deoarece modificarea proteinelor de care se leaga
beta-lactaminele de peretele celular (PBP) confera tulpinii respective rezistenta la
toate beta-lactaminele. Acest tip de rezistenta se intalneste la tulpinile de stafilococi
din spital, deci cu mare potential nosocomial. Depistarea acestor stafilococi se face

.....

semnifica rezistenta la toate beta-lactaminele.

Penicilinele sunt produse de mucegaiul Penicillium notatum si Penicillium
chrysogenum avand in structura lor un nucleu comun, acidul 5-aminopenicilanic.
Prin inlocuirea sau adaosul unor radicali se obtin penicilinele semisintetice cu
spectru mai larg si stabile fata de penicilinaze.
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Peniciline naturale: Benzyl penicilina, Penicilina G potasica, sodicd, Procain
Penicilina (Efitard), Benzantin penicilina (Moldamin, Retarpen) administrate
parenteral si Ospen cu administrare orala.

Spectru de actiune:

® coci si bacilli gram pozitivi: stafilococi, streptococci, enterococi, bacilli din
genul Bacillus
coci gram negativ: gonococ, meningococ

e germeni anaerobi (deasupra diafragmului): Clostridium, Bacteroides,
Actinomyces

e gspirochete: Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi

Penicilinele naturale au avut un impact enorm asupra tratamentul infectiilor, dar
in timp au dovedit unele dezavantaje cum sunt:

¢ administrate oral sunt inactivate sub actiunea sucului gastric
sensibilitate la penicilinaze
® lipsa de activitate asupra bacililor gram negativi

Aceste dezavantaje au fost corectate de Penicilinele semsintetice. Dintre acestea

mentionam:

e peniciline rezistente la penicilinazd — Oxacilina, Meticilina. Nafcilina.
Acestea au un spectru ingust ce cuprinde numai coci gram pozirivi:
stafilococi, streptococi;

e aminopeniciline:  Ampicilind  (administrare  orald, intravenoasa,
intramusculard) amoxicilind (administrare orald). Spectrul de actiune
cuprinde:

o bacterii gram-pozitive: stafilococi, streptococi, enterococi, listerii,
bacilul carbunos, etc.
o bacterii gram-negative: enterobacterii
e peniciline cu spectru larg:
o carboxypeniciline (Carbenicillina, Ticarcillind administrare orala,
intravenoasa). Spectrul cuprinde:
= bacterii gram-negative: enterobacterii, bacilul piocianic,
bacterii anaerobe
o ureidopeniciline (Piperacilina, Mezlocilind). Spectrul cuprinde
= bacterii gram-pozitive: streptococi viridans, enterococi
e Dbacterii gram-negative: enterobacterii, bacil piocianic
® germeni anaerobi
Inhibitori ai beta-lactamazelor: cresc activitatea antibacteriana a penicilinelor,

doar atunci cand rezistenta bacteriana este rezultat al producerii de beta-lactamaze.
Dintre inhibitorii beta - lactamazelor mentionam:

¢ acidul clavulanic
o utilizat cu amoxicilind = Augmentin, Amoksiklav
o utilizat cu ticarcilind = Timentin
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¢ sulbactam
o utilizat cu ampicilind = Unasyn
® tazobactam
o utilizat cu piperacilina = Tazocin, Zosyn

Cefalosporine. Cefalosporinele sunt antibiotice beta-lactamice, ce au ca parte
activd acidul 7-amino-cefalosporanic si care se extrag din mucegaiul
Cephalosporium acremonium.

Cefalosporinele se clasifica in mai multe generatii, ceea ce le deosebeste fiind
spectrul de actiune. Aceastd Tmpartire este arbitrard pentru cd existd o diferentd in
ceea ce priveste spectrul lor chiar in cadrul aceleiasi generatii.

Ele au acelasi mecanism de actiune ca si penicilinele, avand, 1nsa, un spectru
mai larg, o rezistentd mai bund fatd de actiunea beta-lactamazelor si proprietdti
farmacokinetice superioare. Majoritatea cefalosporinelor sunt cu administrare
parenterald Tnsa au aparut si preparate cu administrare orald. Toate cefalosporinele
traverseaza placenta. Bariera hemato-encefalicd o traverseaza numai cefalosporinele
de generatia a 3-a si a 4-a fiind optiunea terapeuticd la copiii cu meningitd cu
Haemophilus influezae. Eliminarea cefalosporinelor se face pe cale renald, prin
filtrare glomerulard si secretie tubulard. Exceptie face Ceftriaxona, care se elimina
pe cale biliara, aspect important la pacientii cu insuficienta renala.

Tabelul 6.1. Clasificarea cefalosporinelor

Generatia I |Generatia II |Cefamicine|Generatia |Generatia |Generatia |Cefalosporine
cu spectru  |cu spectru  |cu spectru |11 v v cu siderofori
ingust largit largit cu spectru |cu spectru |cu spectru |(exemple)
(exemple) |[(exemple) |(exemple) |(larg extins extins
(exemple) |(exemple) |(inclusiv

MRSA

(exemple)
Cefalexin, |Cefaclor, Cefotetan, |Cefixim, Cefepime |Ceftobiprol|Cefiderocol
Cefalotin, |Cefuroxim |[Cefoxitin |Cefotaxim, |Cefpirom |Ceftaroline
Cefazolin, Ceftriaxon,
Cephapirin, Ceftazidim
Cefradin

Spectrul de actiune. Se poate spune, in general, ca fiecare noud generatie este
mai eficienta decat precedenta asupra bacililor gram negativi.

Cefalosporinele de prima generatie (cu spectru ingust) sunt active asupra

cocilor gram pozitivi (stafilococi, streptococi) cu exceptia stafilococilor meticilino-
rezistenti si a enterococilor. Activitatea lor pe flora gram negativa este modesta. Se
administreaza in infectii ale pielii sau profilactic inainte de interventii chirurgicale.
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Cefalosporinele de generatia a doua (cu spectru largit) Sunt mai putin active pe
cocii gram pozitivi, dar active pe bacilii gram negativi ca, de pilda, Escherichia coli,
Klebsiella, Proteus dar NU pe Pseudomonas aeruginosa. Se administreaza mai ales
in infectii de tract respirator superior si inferior, sinuzite, otite si in chirurgia
colorectala fiind active pe bacilii gram negativi anaerobi (Bacteroides).

Cefamicinele au o activitate similard cu cefalosporinele cu spectru largit, dar
sunt mai putin susceptibile la B-lactamaze.

Cefalosporinele de generatia a treia au un spectru larg care cuprinde bacterii
gram pozitive si gram negative. Cele de generatia a patra au un spectru si mai extins,
inclusive pe Gram negativi secretori de cefalosporinaze, iar genmeratia a cincea,
inclusiv pe MRSA.

Cefiderocol este o cefalosporina noua, care nu se Tncadreaza oficial Tn niciuna
dintre cele 5 generatii traditionale, dar care depaseste spectrul obisnuit al generatiilor
clasice, prin asocierea cu un siderofor, care are o afinitate mare pe ionii de Fe,
strategie exploatata pentru a livra antibioticul direct in celula bacteriana, sporindu-i
eficienta si patrunderea chiar si in interiorul bacteriilor rezistente.

Cefalosporinele de generatia a patra au spectru extins, cu actiune asupra cocilor
gram pozitivi asemanatoare cu cea din generatia Intdi si asupra bacteriilor gram
negative (inclusiv Pseudomonas aeruginosa) fiind totodata mai rezistente la actiunea
BLSE. Se administreaza in infectiile asemanatoare cu cefalosporinele de generatia a
treia.

Ceftobiprolul, reprezintd o cefalosporina noud, de generatia a cincea, cu spectru
extins, recent introdusd in terapie, cu o puternica activitate bactericidd mai ales
asupra: tulpinilor de MRSA, S.pneumoniae rezistent la penicilind, Pseudomonas
aeruginosa. Calea de administrare este intravenoasa, dar ar putea fi disponibil si sub
forma orala.

Cefalosporinele cu spectru extins ofera avantajul unei stabilitati crescute la -
lactamaze. Din pacate, bacteriile gram-negative au dezvoltat rapid rezistentd la
majoritatea cefalosporinelor si cefamicinelor (in principal prin productie de B-
lactamazd), ceea ce a compromis semnificativ utilizarea acestor agenti.

Alte clase de B-lactamine: Carbapenemele (imipenem, meropenem, ertapenem,
doripenem) sunt antibiotice cu spectru larg, active impotriva majoritatii bacteriilor
gram-pozitive si gram-negative aerobe si anaerobe. Exceptie fac: MRSA,
Enterococcus faecium si anumite specii de bacili gram-negativi (Burkholderia,
Stenotrophomonas, unele Pseudomonas).

De asemenea, noile combinatii de carbapeneme cu inhibitori (imipenem
relebactam, meropenem vaborbactam), pot fi luate in considerare ca optiuni
terapeutice pentru bacteriile Gram negative extensiv rezistente (XDR)

Monobactamii (aztreonam) sunt antibiotice cu spectru ingust, active doar
impotriva bacteriilor aerobe gram-negative. Bacteriile anaerobe si cele gram-
pozitive sunt rezistente la monobactami. Aztreonam avibactam este o combinatie de
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monobactami cu inhibitori, recent introdusa, care se dovedeste a fi de asemenea o
optiune terapeutica utila pentru infectiile cauzate de bacterii gram negative
carbapenem rezistente producatoare de metallo-B-lactamaze (MBL).

6.5.1.2.  Glicopeptidele

Sunt polipeptide cu moleculd mare, fiind reprezentate de vancomicina,
teicoplanind si daptomicina si se obtin din Streptomyces orientalis. Au un spectru de
actiune Tngust fiind active numai asupra bacteriilor gram-pozitive.

Rezistenta bacteriilor la glicopeptide se transmite prin intermediul plasmidelor
conjugative si este destul de rard. S-au semnalat tulpini rezistente de enterococi,
listerii, leuconostoc etc.

Rezistenta intrinseca se intalneste la unele specii de enterococi (E. gallinarum,
E. casseliflavus). Pe de alta parte, E. faecium si E. faecalis au dobandit rezistenta la
vancomicind. Genele care conferd aceasta rezistentd (in principal vanA si vanB), sunt
adesea localizate pe plasmide si au compromis semnificativ utilitatea vancomicinei
in tratamentul infectiilor cu enterococi.

Vancomicina se administreazd in general parenteral. Mecanism de actiune:

¢ interfereaza elongatia peptidoglicanului, fiind bactericide in faza de
multiplicare a bacteriilor,
afectarea permeabilitatii membranei citoplasmatice,

e afectarea sintezei de ARN bacterian.

Spectrul de actiune este ingust, fiind activa pe majoritatea bacteriilor gram

pozitive:

e tulpinile de Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Clostridium
difficile, Streptococcus viridians sunt foarte sensibile,

e tulpinile de Staphylococcus aureus si Staphylococcus epidermidis, sunt In
majoritate sensibile, dar vancomicina actioneaza inclusiv pe tulpinile MRSA,

e tulpinile de streptococi anaerobi sau microaerofili, bacilul difteric, bacilul
carbunos,

e FEnterococcus faecalis este inhibat de niveluri serice de vancomicina obtinute
cu doze uzuale; dar multe tulpini de enterococi sunt rezistente la
vancomicina. Rezistenta este datd de plasmidele de rezistentd ce poartd o
gend VanA ce codifici o proteind cu structurd modificata la nivelul
membranei citoplasmatice.

Bacteriile gram negative sunt rezistente in mod natural la vancomicind, deoarece
acestea au molecula prea mare pentru a putea patrunde prin membrana externd a
peretelui celular.

Administrarea lor este indicatd 1n infectiile produse de bacterii gram-pozitive
rezistente la beta-lactamine, precum si la pacientii alergici la peniciline. Sunt indicate
in:
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¢ infectii stafilococice severe: endocardite, septicemii, pneumonii, meningite,
determinate de tulpini meticilino-rezistente sau survenite la bolnavii alergici
la beta- lactamine,

¢ endocardita cu: S. epidermidis pe cord protezat, (cand vancomicina se

asociazd cu rimfapicina si un aminoglicozid), Enterococcus faecalis (se
indica asocierea cu un aminoglicozid),

e colita pseudomembranoasa cu Clostridium difficile (se administreaza pe cale

orala timp de 5-7 zile).

Teicoplanina este un antibiotic macromolecular cu structurd chimica complexa
glicopeptidica apropiatad de cea a vancomicinei.

Spectru de actiune. Este bactericid asupra bacteriilor gram pozitive cum sunt
S.pneumoniae, S. pyogenes si alti streptococi, Enterococcus faecalis, S. epidermidis,
S.aureus (tulpini MSSA si MRSA), Corynebacterium J.K., Listeria, Clostridium,
Propionibacterium acnes si de 2-3 ori mai activa decat vancomicina.

Indicatii terapeutice:

e infectii ale pielii si tesuturilor moi, tractului urinar, tractului respirator
inferior, oaselor si articulatiilor, septicemii, endocardite si peritonite 1n
conexiune cu dializa peritoneald continud,

¢ infectii potential severe cu germeni gram pozitivi (stafilococice) la care
terapia cu peniciline si cefalosporine a esuat,

e profilaxia antimicrobiand in chirurgia ortopedicd cu risc de infectie cu
germeni gram pozitivi.

Oritavancinul — este un glicopeptid, un derivat semisintetic de vancomicina.
Acopera spectrul bacteriilor gram pozitive, incluzand tulpinile de MRSA. Se
administreaza intravenos, timpul de injumatatire fiind foarte lung. Este eficient in
infectiile tegumentare, ale tesuturilor moi, precum si in bacteriemii/septicemii,
inclusiv in cele produse de enterococi vancomicino-rezistenti.

Telavancinul. Este un derivat de vancomicina, apartinand tot clasei lipo-
glicopeptidelor, cu mecanism dublu de actiune, atat prin inhibarea sintezei peretelui
celular, cat si prin efect direct asupra functiilor membranei bacteriene. Posedd un
timp de injumatatire relativ lung. Se studiaza administrarea lui in pneumonii
nosocomiale, precum si in infectii tegumentare sau ale tesuturilor moi.

Dalbavancinul - face parte din cea de-a 2-a generatie de lipoglicopeptide, fiind
un derivat de teicoplanina. Are efecte bactericide prin inhibarea sintezei peretelui
celular. Este un preparat cu timp de injumatatire extraordinar de lung (8,5 zile),
administrandu-se intr-o singurd doza saptamanal. Se elimind pe cale renald si non-
renala, iar efectele secundare predominante sunt de tip gastrointestinal. Este eficient
in infectiile tegumentare, ale tesuturilor moi, precum si in bacteriemiile/septicemiile
post-cateterizare centrald sau periferica.

Daptomicina. Este un antibiotic inrudit clinic cu glicopeptidele. Inhiba sinteza
peretelui bacterian, avand efect bactericid. Este indicat in infectii stafilococice si
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enterococice. Unele tulpini de enterococi pot fi rezistente. Se elimina in proportie de
50% pe cale renala. La concentratii mari are efect oto-si nefrotoxic important.

Glicopeptidele sunt in general alergene, nefrotoxice (tranzitoriu si reversibil),
ototoxice (cu pierderea definitiva a auzului la niveluri serice mari). Pot produce
efecte la locul de administrare cum sunt eritemul, durerea, abcesul si tromboflebitele.

6.5.1.3. Bacitracina

Bacitracina este un antibiotic cu structura polipeptidica care din cauza toxicitatii
ridicate se utilizeazd doar in aplicatii locale in infectiile cutanate. Este activd numai
pe bacteriile gram-pozitive prin mecanisme multiple: impiedica sinteza peretelui
celular prin inhibitia unei enzime ce transportad precursorii peptidoglicanului,
altereaza membrana celulara si perturba transcriptia ARN.

6.5.1.4. Isoniazida, cicloserina si etionamida

Aceste chimioterapice se utilizeazd 1n tratamentul tuberculozei. Cicloserina
inhiba doua enzime care catalizeaza sinteza peretelui celular, iar etionamida si
izoniazida interferd multiplicarea micobacteriilor la mai multe nivele. Rezistenta se
instaleaza prin scdderea permeabilitatii peretelui celular si modificarea moleculelor
tinta.

Cycloserina este eficientda asupra bacilului tuberculos si asupra unor
mycobacterii atipice. Ea se asociaza in mod obligatoriu cu alte chimioterapice
antituberculoase.

Isoniazida are efect bactericid atat extra cat si intracelular si trece de bariera
hemato-encefalicd. Dezavantajul este instalarea rapidd a rezistentei fata de acest
chimioterapic si efectele secundare cum sunt reactiile alergice, hepato si
neurotoxicitatea.

Etionamida este un tuberculostatic cu indicatii In formele acute si grave de
tuberculoza rezistenta la tratament.

6.5.2. Agenti tensioactivi ce lezeaza membrane citoplasmatica

Polimixinele. Polimixina B si colistinul (polimixina E) sunt antibiotice cu o
structurd ciclica polipeptidica cu actiune bactericida si asupra bacteriilor in faza de
latenta.

Mecanism de actiune: Grupdrile amino libere actioneaza asupra membranei
celulare asemandtor detergentilor cationici, distrugand structurile fosfolipidice ale
acesteia.
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Sunt active numai pe bacilii si cocobacilii aerobi gram-negativi (inclusiv pe
Pseudomonas) cu exceptia speciilor de Proteus, Morganella, Providencia, Serratia.
Germenii gram-pozitivi sunt rezistenti.

Datorita nefrotoxicitatii crescute, utilizarea sistemica a fost abandonata tn multe
tari, prescrierea colistinului fiind justificatd doar 1n cazul tulpinilor multirezistente
(MDR) sau extensiv rezistente (XDR) si numai in lipsa altor antibiotice cu actiune
similara.

Se administreaza local, in otite externe, infectii oculare si cutanate. La pacientii
cu mucoviscidozd, administrarea de polimixina sub forma de inhalatii poate aména
colonizarea pulmonard cu Pseudomonas aeruginosa. Nu se asociazd cu
aminoglicozidele (efect aditiv).

Din pacate, rezistenta la colistin devine din ce in ce mai raspandita, ducand la
aparitia unor microorganisme rezistente la aproape toate antibioticele (XDR).

6.5.3. Inhibitori ai sintezei proteice

6.5.3.1.  Aminoglicozidele

Aminoglicozidele se extrag din speciile Micromonospora si Streptomyces. Ele
contin in molecula lor streptidind sau 2-dezoxistreptidina. Prin addugarea unor
radicali diferiti se obtin preparate semisintetice.

Aminoglicozide se clasifica in 3 generatii:

e generatia I cuprinde aminoglicozide de biosinteza cum sunt: streptomicina,
neomicina, kanamicina, tobramicina, spectinomicina produse de
Streptomyces spp.

e generatia II: cuprinde aminoglicozide de biosinteza cum sunt: gentamicina,
tobramicina, sisomicina produse de Micromonospora spp.

e generatia III cuprinde aminoglicozide de semisinteza cum sunt amikacina,
netilmicina etc.

Mecanism de actiune. Aminoglicozidele sunt bactericide prin blocarea legarii
formylmethionyl-tRNA de ribozomi, impiedicand practic initierea sintezei lanturilor
polipeptidice si determind, de asemenea, o decodificare incorecta a informatiei de pe
ARNm, prin legarea lor ireversibila de ribozomi.

Spectrul de actiune cuprinde mai ales:

® Francisella tularensis — streptomicina, gentamicina

e bacili gram-negativi (inclusiv Pseudomonas, cu exceptia Kanamicinei), dar si
unele bacterii gram-pozitive (Staphylococcus spp.).

® Neisseria gonorrhoeae rezistent la penicilind. Uretritele gonococice se trateaza
cu spectinomicina, aminoglicozid cu spectru foarte ingust, activi numai pe
gonococ.
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Mycobacterium tuberculosis. Streptomicina este antibioticul de prima linie in
tratamentul tuberculozei. Kanamicina si amikacina sunt antituberculoase din linia a
doua, utilizate doar pentru tratamentul tuberculozei rezistente la medicamentele din
prima linie. Toate aminoglicozidele sunt active fatd de bacilii tuberculosi, dar din
cauza toxicitatii unui tratament indelungat se utilizeaza doar streptomicina.

e Enterococcus este natural rezistent la aminoglicozide (rezistentd de nivel scazut)
datoritd unui transport ineficient al acestor antibiotice prin membrana
citoplasmaticd. Pentru tratamentul infectiilor produse de enterococi se
recomanda asocierea gentamicinei cu penicilina, ampicilina sau vancomicina.

e Streptococii si flora bacteriand anaeroba sunt in mod natural rezistente la
aminoglicozide. Datorita spectrului larg de actiune, sunt utilizate mai putin
pentru tratamentul infectiilor comunitare, si mai des in infectiile sistemice si
infectiile nosocomiale.

Pot fi administrate sub forma de monoterapie sau in asociere cu alte antibiotice
care le potenteazda efectul (beta-lactamine, glicopeptide, rifampicina,
fluorochinolone).

Toxicitatea aminoglicozidelor. Antibioticele acestei familii sunt:

¢ nefrotoxice, dozele terapeutice fiind practic egale cu cele toxice.
Monitorizarea functie renale (diureza, ureea, creatinina serica, clearance-ul
creatininei) este obligatorie la 2-4 zile; nefrotoxicitatea este de obicei
reversibild dupd intreruperea tratamentului.

e ototoxice (cu afectarea componentei cohleare si vestibulare); ototoxicitatea
este frecvent ireversibila.

Rezistenta la aminoglicozide. Cel mai frecvent mecanism prin care bacteriile
devin rezistente este secretia unor enzime (acetilaze, fosforilaze,
nucleotidiltransferaze) care altereaza structura aminoglicozidelor. Sinteza lor este
codificatd de plasmide transferabile de la o specie la alta. La acest mecanism se mai
adaugd scdderea permeabilitatii peretelui celular, alterarea mecanismului de
transport prin membrana citoplasmaticd si modificarea unor molecule tintd de pe
ribozomi astfel incat legarea antibioticului este impiedicata.

6.5.3.2. Tetraciclinele

Tetraciclinele au o structura ciclica cu posibilitdti multiple de atasare a unor
radicali diferiti.

Mecanism de actiune. Sunt antibiotice bacteriostatice, care inhibd sinteza
proteica prin blocarea atasarii moleculelor de aminoacyl-tRNA de ribozomi. Acest
efect nu se exercitd numai asupra celulei bacteriene, ci si asupra celulei de tip
eucariot. Tetraciclinele se absorb optim pe cale digestiva si se elimind pe cale renala.
Sunt antibiotice cu penetrare intracelulara.
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Principalii reprezentanti ai acestei familii sunt tetraciclina, oxitetraciclina,
clortetraciclina, dimetilclortetraciclina, doxiciclina, minociclina, vibramicina etc.

Spectru de actiune §i utilizare: au un spectru foarte larg, care cuprinde practic
toate bacteriile, inclusiv micoplasmele si bacteriile cu habitat intracelular (chlamydii
si rickettsii). Sunt indicate Tn pneumoniile pneumococice, tifos exantematic,
tularemie, psitacoza, brucelozd, holera, antrax, gonoree. Mai pot fi utilizate si in
tratarea infectiei cu Helicobacter pylori (1a bolnavii cu ulcer gastric).

Utilizarea lor se restrange 1nsa din cauza rezistentei tot mai crescute a bacteriilor
fata de aceste antibiotice.

Toxicitatea. Administrarea tetraciclinelor duce la o perturbare a florei normale
a intestinului favorizand dezvoltarea in exces a unor bacterii (S.aureus) sau fungi
(Candida) cu producerea consecutivad a unui sindrom diareic greu de tratat.

Tetraciclinele perturba metabolismul osos, motiv pentru care nu se
administreaza la gravide si la copii. La copii se acumuleazd in oase si dinti,
determinand astfel afectarea smaltului dentar, a pigmentatiei dentare. De asemenea
nu se administreaza la pacienti cu insuficienta hepatica si renala.

La nivelul SNC produc (mai ales minocyclina) asa numitul sindrom
,Pseudotumor cerebri” (sindrom fals de hipertensiune craniana).

Rezistenta la tetracicline este foarte raspandita. Celulele bacteriene devin
rezistente la actiunea tetraciclinelor prin 3 mecanisme:

e enzimatic - modificarea enzimatica a nucleului tetraciclinelor (printr-o
reactie de acetilare) — enzime inactivatoare.

e eflux - mecanism de aparare a organismului, care "respinge" substantele
toxice sau antibioticele. O gena codeaza o proteina care activeaza ,,pompa’”
de tetraciclina (mutatia purinelor).

e protectie ribozomald; o gena activeaza o proteind, care poate avea diverse
efecte 1n functie de gena cum sunt blocarea legarii tetraciclinei de ribozomi

Glycylcyclinele reprezinta o subclasa a Tetraciclinelor. Exponentul acestora este
Tigecyclina, derivat semisintetic al Minocyclinei, activa pe bacterii gram-pozitive
si gram-negative rezistente la Tetracicline. Sunt refractare la ambele mecanisme de
rezistenta: eflux si protectie ribozomala.

Spectru de actiune coci gram pozitivi (inclusiv MRSA si MRSE), enterococci
(Enterococcus faecalis si Enterococcus faecium) rezistenti la vancomicind (VRE),
bacili  gram-negativi  non-fermentativi:  Acinetobacter =~ baumannii  §i
Stenotrophomonas maltophilia, germeni anaerobi.

Indicatii

¢ infectii cutanate complicate ale tesuturilor moi cauzate de: E. coli, E. faecalis,

S. aureus meticilinio-sensibil (MSSA) si meticilinio-rezistent (MRSA), S.
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agalactiae, S. anginosus, S. intermedius, si S. constellatus, S. pyogenes, si B.
fragilis.

infectii intra-abdominale complicate, cauzate de C. freundii, E. cloacae, E.
coli, K. oxytoca, K. pneumoniae, E. faecalis, S. aureus, S. anginosus, S.
intermedius, $i S. constellatus, B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. uniformis,
B. vulgatus, C. perfringens.

Reactiile adverse sunt asemanatoare tetraciclinelor.

6.5.3.3.  Oxazolidone- reprezentant linezolid.

Este un antibiotic de sinteza, descoperit in 1987 care actioneaza pe bacterii gram
pozitive rezistente dar nu este eficient pe bacterii gram negative.

Mecanism de actiune: inhiba sinteza proteica prin stoparea unirii subunitatilor
308 si 50S cu formarea 70S. Linezolid-ul se leaga de subunitatea 50S in apropierea
peptidyltransferazei si a situsului de legare al Cloramfenicolului. Astfel opreste
interactiunea cu subunitatea 30S.

Rezistenta la acest chimioterapic se instaleaza prin:

modificarea fintei ceea ce are ca urmare scaderea afinitatii linezolidului
pentru subunitatea ribozomala 50S,

mecanism de rezistenta non-ribozomal prin efluxul (cresterea sau scaderea)
antibioticului din celula.

Nu s-a remarcat existenta unei rezistente incrucisate intre Linezolid si beta-
lactamine, glicopeptide, lincosamide, quinolone, rifampicina, streptogramine,
tetracicline, cloramfenicol.

Spectru de actiune cuprinde:

bacterii aerobe gram pozitive cum sunt MRSA, MRSE, S. haemolyticus, S.
lugdunensis, E. faecium rezistent la Vancomicinda, E. faecalis. E.
casseliflavus, E. gallinarum, S. pneumoniae rezistent la Penicilina, S.
pyogenes, S. intermedius, S. agalactiae, streptococi beta-hemolitici grup C si
G, S. pneumoniae (inclusiv tulpini rezistente la penicilind), Corynebacterium
Jeikeium, L. monocytogenes,

bacterii aerobe gram negative: Pasteurella canis, Pasteurella multocida,
bacterii anaerobe gram pozitive: C. perfringens, Peptostreptococcus
anaerobius, Peptosterptococcus,

bacterii anaerobe gram negative: Bacteroides fragilis, Prevotella sp.,
Chlamydia pneumonia,

Mycobacterium tuberculosis.

Reactii adverse: cefalee, candidozd, oboseald, febra, frison, dureri la locul
injectiei, flebita, tromboflebitd, anemie, eozinofilie, leucopenie, neutropenie,
trombocitopenie, ameteala, insomnie, parestezii, alterarea gustului (gust metalic),
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vedere incetosatd, hipo- hipertensiune, dureri abdominale, greturi, varsaturi,
tulburari de tranzit, gura uscata, glosita, stomatita, sete marcata.

6.5.3.4.  Cloramfenicolul

Structura. Cloramfenicolul contine un nucleu nitrobenzenic de care se leaga un
radical in pozitia para.

Mecanismul de actiune consta in blocarea producerii legaturilor peptidice intre
aminoacizi. Are acelasi efect si asupra celulei eucariote, fiind deci toxic si pentru
aceasta.

Absortia este optima 1n tubul digestiv, administrarea obisnuita fiind cea orala.
In anumite situatii se poate administra si pe cale sistemici. Cloramfenicolul
traverseaza bariera hematoencefalica si are penetratie intracelulara buna. Este
inactivat prin conjugare in ficat si eliminat pe cale renala.

Spectrul de actiune este foarte larg, cuprinzand bacterii gram-pozitive, gram-
negative, aerobe si anaerobe, inclusiv bacteriile cu habitat intracelular, cum sunt
chlamydiile si rickettsiile.

Toxicitatea. Cloramfenicolul este un antibiotic imunodepresor, foarte toxic, a
carui administrare trebuie evitatd. Este contraindicat la gravide, sugari si copii. El
actioneaza asupra maduvei osoase datoritd structurii sale nitrobenzenice, putand
produce aplazie medulara. Toxicitatea se manifesta sub 2 forme:

e toxicitatea dependentda de doza, dupa administrare indelungata de
cloramfenicol,
® toxicitatea prin mecanism alergic, care duce la anemie aplastica ireversibila.

Rezistenta la cloramfenicol. Este codificatd de plasmide si consta in sinteza unei
acetiltransferaze intracelulare care impiedica legarea cloramfenicolului de
moleculele tintd de pe ribozomi.

6.5.3.5. Macrolidele

Structura. Macrolidele sunt antibiotice cu structura ciclicd si se obtin din
Streptomyces eritreus.

Cel mai frecvent utilizat macrolid este Eritromicina. Din aceasta clasa mai fac
parte: Midecamcina, Roxitromicina, Josamicina, Troleamdomiciena, Claritromicina,
Miocamicina, Rokitamicina, Diritromicina, Fluritromicina etc.

Mecanism de actiune. Macrolidele se leagd de ribozomi blocand translocarea
lantului peptidic in timpul sintezei sale. Sunt antibiotice bacteriostatice si bactericide
in functie de doza. Absorbtia are loc pe cale digestiva. Distributia lor este foarte buna
deoarece ele penetreaza si intracelular. Eliminarea are loc pe cale biliarad si doar o
mica parte prin urina. Sunt antibiotice relativ netoxice.
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Spectru de actiune: Eritomicina este activa pe cocii gram-pozitivi aerobi si
anaerobi, spirochete si inlocuieste penicilina la pacientii alergici. Se administreaza
si 1n infectiile produse de Legionella pneumophila si Campylobacter jejuni. La
pacientii la care este contraindicatd tetraciclina (copii, gravide) se utilizeazd in
tratamentul infectiilor chlamydiene.

Dintre macrolidele introduse relativ recent in practica medicala, roxitromicina,
claritromicina si azitromicina, au o activitate antibacteriand superioara eritromicinei,
azitromicina fiind folositd in dozd unica in tratamentul infectiilor chlamydiene.

Rezistenta bacteriilor la macrolide, in special la eritromicind, este in crestere si
se transmite prin plasmide.

6.5.3.6. Lincosamidele

Sunt reprezentate de lincomicind si clindamicina. Ele se leagd de ribozomii
celulelor procariote, Tmpiedicand formarea legaturii peptidice. Actiunea lor este
bacteriostatica.

Clindamicina nu traverseaza bariera hematoencefalica insa difuzeaza foarte bine
in tesutul osos, fiind indicatd in tratamentul osteomielitelor stafilococice. Este
metabolizata in ficat si se elimina pe cale digestiva.

Spectrul de actiune este asemandtor eritromicinei, dar este mai activa pe
bacteriile anaerobe gram-pozitive (Clostridium) si gram-negative (genul
Bacteroides).

Clindamicina nu este toxicd, dar administrarea dozelor mari distruge flora
intestinalda cu producerea unei colite pseudomembranoase cu Clostridium difficile,
bacterie natural rezistentd la clindamicina. Este utilizatd 1n infectii severe cu
anaerobi: sistemice si respiratorii, infectii severe ale pielii si tesuturilor moi,
septicemii, infectii intraabdominale (peritonita, abces intraabdominal), infectii
pelvine si ale tractului genital la femei, infectii cronice osoase/articulare produse de
streptococi/stafilococi.

6.5.3.7.  Streptogramine

Structurd. Streptograminele sunt antibiotice naturale fiind unica clasd a carei
reprezentanti contin in mod natural cel putin 2 componenti cu structurd diferita dar
cu actiune sinergicd. Acesti componenti sunt Streptograminele de grup A si B.

Din grupul Streptograminelor A face parte Pristinamicina IIA si Prostinamicina
IA iar din Grupul B Pristinamicina IIA si Virginamicina.

Streptograminele semisintetice care sunt mai eficiente mentionam Quinupristina
si Dalfopristina cu administrare parenterala.
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Mecanism de actiune. Streptograminele inhiba sinteza proteica la nivel
ribozomal atasandu-se de acestia pe situsuri diferite. Rezistenta se instaleaza prin
secretia de enzime inactivatoare si eflux de antibiotic.

Spectru de actiune cuprinde bacterii gram pozitive (S. pneumoniae, S. aureus,
E. faecium), unele bacterii gram negative (N.gonorrhoeae,, Branhamella
catharralis, H. influenzae, Mycoplasma, Legionella.) si germeni anaerobi.

Se administreaza in infectii ORL, bronhopneumonii, infectii ale pielii cu MRSA,
infectii osteoarticulare, prevenirea endocarditei bacteriene 1n caz de alergie la beta-
lactamine.

Efecte adverse sunt dureri musculare, aritmii, ocazional diaree, colita
pseudomembranoasd si alergii. Nu este contraindicatd in sarcina.

6.5.3.8.  Acidul fusidic

Structurd. Este un chimioterapic cu structurd sterolica care blocheaza sinteza
proteica prin legarea sa de factorul de elongatie al lantului polipeptidic, de guanozin-
fosfat si de ribozomi.

Se poate administra pe cale orald si intravenos avand o penetrare buna in
tesuturi, inclusiv 1n tesutul osos. Se metabolizeaza in ficat si este eliminat prin bila.

Spectrul de actiune cuprinde mai ales cocii gram-pozitivi, fiind indicat in
infectiile cu stafilococi rezistenti la beta-lactamine. Se recomanda asocierea cu alte
antibiotice pentru a preveni instalarea rezistentei.

Se administreaza in osteomielite, septicemii, endocardite, fibroza chistica,
pneumonii, infectii cutanate si ale tesuturilor moi, plagi chirurgicale sau traumatice
infectate. Este un antibiotic ,,antistafilococic de rezerva”, fiind utilizat pentru
infectiile produse de stafilococi meti-R, 1n asociere cu alte antibiotice
antistafilococice active (dupa antibiograma).

Rezistenta se instaleaza prin mutatii cromozomiale.
6.5.4. Inhibitori ai sintezei acizilor nucleici

6.5.4.1.  Rifamicinele

Rifamicinele sunt derivati semisintetici al rifamicinei B care se obtine din
Streptomyces mediterranei. Ele se leagd de ARN-polimeraza ADN-dependenta
blocand sinteza de ARN, avand actiune bacteriostatica si bactericida.

Spectru de actiune este larg, cuprinzand bacterii gram pozitive si gram negative.
Este un agent important in tratamentul infectiilor cu M. tuberculosis dar si cu alte
micobacterii atipice.

Activ pe tulpini de MRSA, se utilizeaza uneori ca alternativa de tratament in
combinatie cu trimetoprim-sulfometoxazol pentru eradicarea purtdtorilor nazali.
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Rezistenta la acest chimioterapic se instaleaza relativ repede. Utilizat in
monoterapie, face ca bacteriile sa dobandeasca rapid rezistenta.

6.5.4.2.  Quinolonele

Sunt chimioterapice de sinteza ce blocheaza ADN-giraza care raspunde de
suprahelicarea ADN.

Din grupul quinolonelor de primad generatie, fac parte: acidul nalidixic
(Negramul), acid oxolinic si cinoxacinul. Prima quinolond, negramul, s-a folosit mult
in tratamentul infectiilor urinare, datoritd activitatii sale asupra bacililor gram-
negativi. In prezent se utilizeazi mai rar datoritd toxicititii sale pe de o parte si
aparitiei tulpinilor rezistente pe de alta parte.

Din grupul quinolonelor de a doua generatie fac parte fluororquinolonele
(Ciprofloxacinul, Norfloxacinul etc.).

Spectru de actiune cuprinde coci gram pozitivi (inclusiv. MRSA, VRE,
Streptococcus pneumoniae rezistent la penicilind) si gram negativi, din ordinul
Enterobacterales, precum si Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa (inclusiv MDR nosocomiale
gram negative), germeni anaerobi (Moxifloxacin), Chlamydia, Mycoplasme.

Moxifloxacina este o quinolond cu spectru extins, cu activitate Tmbunatatita
impotriva bacteriilor gram-pozitive (in special streptococi si enterococi). Activitatea
impotriva bacililor gram-negativi este similara cu cea a ciprofloxacinei si a altor
quinolone inrudite.

Rezistenta se instaleazd prin modificarea tintei si cresterea efluxului de
chimioterapic.

Unul din factorii importanti implicati in dobandirea rezistentei este faptul ca
fluoroquinolonele sunt dintre cele mai utilizate clase de antibiotic in tratamentul
ambulatoriu deoarece au spectru larg de actiune, biodisponibilitate orala, timp de
injumatatire lung si o tolerantd buna

6.5.4.3.  Sulfamidele

Sulfamidele se aseamana structural cu acidul paraaminobenzoic, grupul para-
amino fiind esential pentru activitatea sulfamidelor.

Mecanismul de actiune al sulfamidelor este competitiv. Atunci cand ele se
gdsesc in mediu in cantitati superioare acidului paraaminobenzoic, necesar sintezei
de acid folic, 1l vor inlocui pe acesta in metabolismul bacterian blocand astfel sinteza
de acid folic si implicit pe cea de ADN. Sulfamidele sunt chimioterapice
bacteriostatice. Bacteriile care nu sintetizeazd acid folic ci 1l iau din mediul
inconjurator sunt in mod natural rezistente la sulfamide.
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Sulfamidele se administreazd pe cale orala, se metabolizeazd in ficat si se
elimind prin urind. Ele se utilizeaza mai ales in infectiile urinare, spectrul lor de
actiune cuprinzand bacilii gram-negativi (cu exceptia bacilului piocianic). Cele mai
cunoscute  sulfamide sunt Sulfanilamida, Sulfamethoxazol, Sulfurazol,
Ftalilsulfatiazol etc.

Rezistenta la sulfamide este foarte raspandita.

Sulfamidele sunt lipsite in general de efecte toxice, dar pot da alergii cutanate si
ocazional depresii medulare.

Biseptol rezultd din combinarea sulfametoxazolului cu trimetoprimului, avand
actiune sinergica care depaseste cu mult suma actiunii ambelor substante. Are
spectru de actiune larg: coci, bacili gram pozitivi si negativi, fiind folosit in afara de
infectiile urinare, in infectii respiratorii si sistemice. Ca efecte secundare poate
produce neutropenie.

Sulfonele sunt substante inrudite sulfamidelor. Dintre ele amintim Dapsona
folosita in tratamentul leprei.

6.6. Utilizarea chimioterapicelor antiinfectioase

Chimioterapicul antiinfectios ideal ar trebui sd aiba urmatoarele calitati:

toxicitate selectiva pentru celula bacteriana,
spectru larg de actiune,

activitate bactericida,

sa fie lipsit de toxicitate pentru macroorganism,
timp lung de Tnjumatatire,

penetratie optima in tesuturi.

Tratamentul corect trebuie sd tind cont de:

* particularitdtile agentului infectios
practician trebuie sa cunoasca sensibilitatea naturald a microbului respectiv si sd fie
informat asupra procentajului de tulpini care au dobandit rezistentd la antibiotice.
Spre exemplu, Escherichia coli este Tn mod natural sensibila la Ampicilina, dar
statisticile efectuate pe antibiogramele din diferite laboratoare aratd cd 80% din
tulpinile izolate au devenit rezistente. In consecintd, se evitd administrarea acestui
antibiotic n infectii urinare;

b) semnificatia germenilor izolati din produsele patologice. 1zolarea din zone
normal sterile a oricdrui microb are o semnificatie patologica. Implicatia etiologica
a unui germene conditionat patogen izolat dintr-un produs natural contaminat este
discutabila si trebuie interpretata cu prudenta. Astfel, dupa un tratament prelungit cu
antibiotice pe cale orald se modifica flora faringelui predominand specii selectate
cum ar fi, Pseudomonas sau Enterobacter. In acest caz nu se va interveni in niciun
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caz cu antibiotice, ci dimpotriva se vor evita pentru a crea conditii reinstalarii florei
normale.
* proprietatile chimioterapicului
mecanismul de actiune,
absorbtia, distributia, metabolizarea si calea de eliminare,
spectrul de actiune,
calea de administrare, dozarea chimioterapicului si infectiile in care se
utilizeaza,
® toxicitatea,
e costul tratamentului.

* starea pacientului

Dat fiind cd o mare parte din agentii antiinfectiosi au si efecte toxice, trebuie
cunoscute eventualele suferinte hepatice si renale, precum si statusul imunologic al
pacientului.

Terapia combinata. Prin utilizarea concomitentd a doud sau mai multor
antibiotice se obtine o largire a spectrului de actiune, necesara in infectii cu germeni
cu rezistentd diferitd. De asemenea, se intarzie instalarea rezistentei la antibiotice a
tulpinilor (ca de exemplu in tuberculoza).

Trebuie tinut insd cont de faptul cd doud antibiotice administrate concomitent
pot actiona in mod diferit:

* indiferent, atunci cand actiunea lor nu se influenteaza reciproc;

* aditiv, cand activitatea lor este mai puternic antibacteriand decat suma
activitatii lor individuale (trimetoprim +sulfametoxazol);

* sinergic atunci cand combinatiile de doua antibiotice au o activitate bactericida
imbunatatita comparativ cu activitatea fiecdrui antibiotic luat individual;

* antagonic, cand efectul antibacterian este mai mic. In general, antagonice
sunt antibioticele bacteriostatice cu cele bactericide in faza de replicare a bacteriilor.

Administrarea necontrolatd si inutild de antibiotice va duce la perturbarea
ecologica a florei bacteriene normale, factor esential in apdrarea naturala
antiinfectioasd pe de o parte si inlocuirea acesteia, prin selectie, cu tulpini cu
rezistenta multipla.

Daca aparitia rezistentei la antibiotice este un fenomen genetic natural care nu
poate fi impiedicat, selectia tulpinilor multirezistente, transformarea lor In populatii
rezistente si raspandirea lor poate fi intarziati de medic. In acest scop, rezistenta
tulpinilor bacteriene izolate trebuie monitorizata pe plan local si national, iar
informatiile prelucrate sunt puse permanent la dispozitia personalului medical, astfel
incat cei care prescriu antibioticele sa fie informati asupra rezistentei dobandite a
germenilor din zona lor geografica si sa aiba posibilitatea alegerii corecte a agentilor
antiinfectiosi terapeutici.
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Chimioterapia antifungica si antivirald vor fi tratate in capitolele de micologie
si virusologie.

6.7.

Terapia empirica

In anumite situatii clinicianul este nevoit sa initieze tratamentul empiric, inainte
ca rezultatele de laborator sa fie disponibile. O serie de factori vor trebui luati in
considerare Tnaintea prescrierii antibioticului:

alergiile (daca pacientul este alergic, nu este de dorit administrarea unui
antibiotic pentru care exista istoric de alergie),

varsta, sarcina (anumite antibiotice sunt contraindicate la extremele de varsta
sau in timpul sarcinii),

pacient spitalizat sau in ambulatoriu (existd antibiotice care pot fi
administrate doar pe cale intravenoasd, deci nu pot fi prescrise in
ambulatoriu),

valabilitatea antibioticului,

sediul infectiei; daca este vorba despre o infectie urinara va trebui administrat
un antibiotic care se concentreaza in urind, pentru tratarea unui abces cerebral
clinicianul va selecta un antibiotic care are proprietatea de a strabate bariera
hemato- encefalica, etc,

alte medicamente (pot reactiona Incrucisat cu unele antibiotice),

alte probleme medicale (unele antibiotice pot exercita efecte adverse: nefro,
hepatotoxicitate),

statusul imun al pacientului (in cazul pacientilor neutropenici sau
imunocompromisi este preferabila utilizarea antibioticelor cu efect bactericid
in defavoarea celor bacteriostatice),

costul (ori de cate ori e posibil, clinicianul va prescrie antibioticul cel ieftin
si cu spectrul cel mai ingust).
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7. PATOGENITATEA MICROBIANA

7.1. (Clasificarea microorganismelor dupa patogenitate

Intre organismul uman §i microorganisme (bacterii, virusuri, fungi, protozoare)
se stabilesc relatii care pot fi de comensalism, mutualism si parazitism.

Comensalismul este o asociatie in care un microorganism foloseste ca mediu
de viatd un alt organism fara sa-l prejudicieze. Omul este gazda unei flore comensale
foarte bogate, prezenta pe piele, mucoase, tract digestiv etc. si care alcatuieste flora
normala.

Mutualismul este o relatie care se stabileste in beneficiul ambilor parteneri ai
asociatiei. De exemplu, intre bacilii lactici si gazda umana existd un beneficiu
reciproc: vaginul ofera conditii de viata bacililor lactici, iar acestia la randul lor
acidifica mediul, Tmpiedicand dezvoltarea altor microorganisme.

Parazitismul este o relatie care se stabileste in mod cert in beneficiul
microorganismului si Tn detrimentul gazdei umane. Din aceastd categorie fac parte
microorganismele patogene.

Microorganismele nu se pot clasifica Tnsd rigid, din punct de vedere al
patogenitdtii, deoarece in anumite conditii acelasi microorganism stabileste relatii
diferite cu gazda umana.

La un capat al clasificarii in functie de patogenitate se afla microorganismele
nepatogene care traiesc in mediul Tnconjurdtor si nu gasesc conditii prielnice de
dezvoltare Tn gazda umana, iar la celalalt capat se afla microorganismele patogene
care produc intotdeauna Tmbolnaviri cu penetratie mare in populatie (Salmonella
typhi, Yersinia pestis etc.) sau imbolnaviri cu consecinte grave (Streptococcus
pyogenes, Treponema pallidum).

Intre aceste doud extreme se afld flora conditionat patogena care, de regula,
provine din flora normala a organismului si care produce infectii doar in anumite
conditii, ca de exemplu, in scdderea rezistentei antiinfectioase a organismului (in
stress, dupa viroze, dupa tratament imunodepresor, in SIDA etc.) si In cazul 1n care
colonizeaza zone anatomice sterile (septicemii, meningite).

Flora accidental patogend provine din flora comensald a organismului, dar
necesitd conditii deosebite de Tnmulfire, chiar daca patrunde in zone anatomice
sterile. Astfel, streptococii viridans se gasesc in mod normal in faringe si ajung in
circulatie dupa extractii dentare sau chiar si dupa periaje energice ale dintilor. La
omul sdnatos, mecanismele rezistentei naturale antiinfectioase Tnlaturd streptococii
in cateva ore de la patrunderea lor in sange, pe cand la cei cu vicii valvulare, la care
existd depozite de fibrind pe endocard, streptococii se vor inmulfi producand
endocardita lentd maligna. Sunt cunoscute, de asemenea, esecurile din chirurgia
ortopedica si cardiacd datoritd patrunderii, In timpul operatiei, a tulpinilor de
Staphylococcus epidermidis, principalul comensal al pielii. Flora conditionat
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patogena si cea accidental patogena alcatuiesc flora oportunistd, care profitd in orice
imprejurare de vulnerabilitatea gazdei umane.

De-a lungul timpului ponderea germenilor 1n etiologia infectiilor s-a modificat
incontinuu. Pana la descoperirea rolului microbilor n producerea acestora, patologia
infectioasa a fost dominata clar de bacteriile inalt patogene care au generat de-a
lungul secolelor epidemii grave. Astazi, etiologia infectiilor este dominata de flora
conditionat patogena. In ultimul deceniu, microbiologia clinici are o noud problema
legatd de diagnosticul microbiologic al infectiilor care apar la bolnavii cu SIDA.
Infectiile, la acesti bolnavi cu imunitatea compromisd, sunt produse de
microorganisme conditionat patogene, accidental patogene si uneori chiar si de
microorganisme care pana in prezent nu au fost deloc s-au foarte rar izolate in
infectii.

7.2. Flora normala a organismului

In timpul vietii intrauterine, organismul este steril, fiind ferit de contaminarea
ascendentd prin membranele fetale, iar placenta este impermeabila pentru
majoritatea microorganismelor, cu exceptia unor virusuri (virusul rubeolic,
citomegalic etc.), bacterii (Treponema pallidum) si paraziti (Toxoplasma gondi).
Prima intélnire a organismului uman cu microorganismele mediului inconjurator se
produce in momentul nasterii, cand fatul vine in contact cu flora vaginala si cutanata
a mamei.

Dupa nastere, organismul este supus unei contamindri continue. Unele din
speciile cu care organismul vine in contact dispar foarte repede, iar altele colonizeaza
pielea si suprafetele organismului ce vin in contact cu exteriorul, constituind flora
normald a organismului. Organismul uman este populat de foarte multe specii
bacteriene si de un numar mai mic de virusuri, fungi si protozoare.

Flora normala a organismului depinde de o serie de factori, cum sunt: varsta,
regimul alimentar, statusul hormonal, starea de sanatate, conditiile de igiena
colectiva si personala.

Zonele organismului populate in mod normal cu microorganisme sunt: pielea,
tractul respirator superior (vestibul nazal, faringe), tubul digestiv (cavitatea bucala si
intestinul gros), tractul urinar (partea anterioara a uretrei) si vaginul.

In zonele intens colonizate, ca, de pilda, in intestinul gros, numarul de bacterii
este de 1 x 10'*/ml, pe cand in zonele cu florda mai redusa, cum sunt pielea, vaginul,
numirul lor nu depiseste in mod normal 1 x 10%/ml.

In afard de aceste zone, microorganisme mai pot aparea in numar mic si in mod
pasager in restul tractului respirator, digestiv si 1n uter, fiind rapid indepartate de
mijloacele de apdrare ale organismului. Sangele, lichidul cefalorahidian, lichidele
sinoviale, din seroase, tesuturile profunde sunt sterile. Prezenta microbilor in aceste
zone are intotdeauna o semnificatie patologica.
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7.2.1. Flora normala a pielii

Pielea este populatd de multe specii bacteriene, densitatea acestora fiind mai
mare in zonele umede, cum sunt axila, zona perineald, zonele interdigitale si scalpul.
Specia cel mai des Intalnitd, care reprezintd 90% din flora cutanatd aerobd este
Staphylococcus epidermidis. In regiunile umede se poate intalni si S. aureus. In afara
de speciile mentionate, pe piele se mai gasesc bacili difterimorfi anaerobi, ca, de
pilda, Propionibacterium acnes. Acestia din urma sunt prezenti in foliculii pilosi,
transpiratie, glandele sebacee, se inmultesc mai ales in pubertate si contribuie la
producerea acneei juvenile. La 20% din populatie se izoleaza de pe piele Clostridium
perfringens. In mod pasager se evidentiaza in patul periunghial si pe scalp specii de
Candida.

7.2.2. Flora normald a cavitdtii bucale si a vestibului nazal

Speciile ce colonizeaza aceste zone anatomice sunt, in general, streptococi,
stafilococi, bacili difterimorfi, coci gram-negativi si mai rar ciuperci. Unele din
aceste specii, ca, de exemplu, S.aureus, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Candida, sunt condifionat patogene.

Densitatea florei microbiene este foarte mare in cavitatea bucala, fiind apreciata
la 10! celule bacteriene la un g de tesut. Suprafetele dintilor si santurile gingivale
sunt sediul unei bogate flore anaerobe.

Placa dentara este un film format din celule bacteriene ancorate Intr-o matrice
polizahardica secretata de acestea. Daca igiena cavitatii bucale este deficitard, placa
se ingroasd si sub actiunea unor specii ca Streptococcus mutans se produc cariile
dentare. In cavitatea bucala pot coexista si protozoare, ca, de exemplu, Trichomonas
tenax.

Flora faringiand este reprezentatd de streptococi viridans si ocazional de
streptococi beta-hemolitici (specie patogend), la care se adauga difterimorfi, neisserii
hemolitice, stafilococi etc.

Tractul respirator inferior este steril, dar din plamanul persoanelor sanatoase s-
a izolat Pneumocystis jirovecii. Acest parazit nu are semnificatie patologica la aceste
persoane, dar poate da pneumonii grave la persoanele imunocompromise, cum sunt
bolnavii de SIDA.

7.2.3. Flora normala a tubului digestiv

Stomacul contine doar ocazional flora bacteriana acidotoleranta (unii lactobacili
si streptococi) data fiind aciditatea gastrica pronuntatd. De pe mucoasa gastricad se
izoleaza frecvent Helicobacter pylori, care ar putea constitui cauza unor gastrite si a
ulcerului duodenal. La persoane la care se administreaza o medicatie ce schimba pH-
ul continutului gastric, flora normala sufera modificari.

98



Partea incipientd a intestinului subtire contine un numar redus de microbi, care
creste vertiginos spre ileon unde se vor gasi streptococi, lactobacili, enterobacterii,
specii de Bacteroides etc.

Intestinul gros este cea mai populata zond cu microbi a organismului. Aici, peste
90% din flord este anaerobd, reprezentatd mai ales de bacili apartinind genului
Bacteroides, insotita de enterobacterii care sunt facultativ anaerobe, la care se adauga
protozoare nepatogene, ca, de pilda Entamoeba coli. Tratamentul cu antibiotice
altereaza rapid echilibrul care se stabileste intre aceste specii cu inmultirea
consecutiva a unor specii mai rezistente la antibiotice cum sunt Clostridium difficile,

eqe oy

de evolutie spre colitd pseudomembranoasa.

7.2.4. Flora normald a tractului urogenital

Uretra anterioara este populata la ambele sexe cu flord asemanatoare celei de pe
piele: S. epidermidis, Enterococcus faecalis, difterimorfi etc.

Flora vaginala variaza in functie de varsta. Astfel, pana la pubertate flora
vaginald contine specii prezente pe piele, iar dupd pubertate pand la menopauza
vaginul este populat cu o varietate foarte mare de bacterii, predominante fiind
speciile de Lactobacillus (bacili Doderlein). Dintre speciile prezente mentionam:
stafilococi coagulazo-negativi, streptococi (mai ales din grupul B), enterococi,
Gardnerella vaginalis, micoplasme, Mobiluncus etc. Ocazional pot fi prezente si
specii de Candida.

7.3. Rolul florei normale

Flora normald joaca un rol important atat in mentinerea starii de sanatate cat si
in producerea unor infectii. Astfel:

* este un factor important in apararea antiinfectioasa naturald

Prin prezenta lor, microorganismele induc sinteza de anticorpi care, datorita
faptului ca reactioneaza incrucisat si cu alte specii microbiene, participa la apararea
antiinfectioasa a organismului. De asemenea, deprima inmultirea florei patogene
prin mecanisme competitive pentru un substrat nutritiv, pentru aceiasi receptori
celulari si producerea de bacteriocine.

* contribuie la nutritia si metabolismul organismului

Flora normala (specii de Bacteroides si E. coli) sintetizeaza in intestin unele
vitamine, cum sunt vitamina K si vitamine din grupul B. De asemenea, intervine in
circuitul hepato-entero-hepatic al unor substante cum sunt hormonii steroizi si
sarurile biliare.

* constituie sursa majoritatii infectiilor oportuniste
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Medicul practician intalneste mai frecvent infectii produse de microorganisme
ce fac parte din “flora normald” decat infectii produse de flora patogena provenita
din mediul extern al organismului. Astfel, speciile de Bacteroides de pilda, rezidente
ale intesinului gros, daca patrund in zone sterile ale organismului, produc abcese.
Staphylococcus epidermidis, cea mai importantd specie a florei normale a pielii, are
proprietatea de a se atasa in mod nespecific de catetere de plastic, producand
septicemii. De asemenea, E. coli, prezent 1n flora intestinald este cel mai frecvent
agent etiologic al infectiilor urinare. Aceste infectii cu germeni comensali si
conditionat patogeni sunt favorizate de admnistrarea necontrolatd a antibioticelor.

Termenul de microbiom (din grecescul micro ,,mic” si bios ,,viata”) a fost
folosit pentru prima data in 1952 pentru a desemna microorganismele identificate
intr-un anumit mediu. In 1988 definitia a fost actualizata: ,,0 comunitate microbiana
caracteristica care ocupa un habitat rezonabil bine definit, care are proprietati fizico-
chimice distincte”. Prin urmare, termenul nu se refera numai la microorganismele
implicate, ci include si teatrul lor de activitate”, avand ca rezultat formarea unor nise
ecologice specifice.

In 2020, s-a propus o noua definitie a microbiomului completati cu doui
propozitii explicative. Microbiomul formeaza un micro-ecosistem dinamic si
interactiv predispus la schimbare in timp si dimensiuni, integrat in macro-
ecosisteme, inclusiv gazda eucariota, cu rol crucial pentru functionarea si sdnatatea
microbiomului. Microbiota reprezintd ansamblul de microorganisme apartinand
unor regnuri diferite: Procariote (bacterii), Eucariote (protozoare, ciuperci), teatrul
lor de activitate include structuri microbiene, metaboliti, elemente genetice mobile
(transpozoni, fagi si virusuri) si resturi de ADN-ul incorporate in conditiile de mediu
ale habitatului.

Proiectul Genomului Uman a reprezentat un efort international de 13 ani (1990-
2003), care a identificat secventele celor aproximativ 3 miliarde de nucleotide care
compun cele 23.000 de gene codificatoare de proteine din acidul dezoxiribonucleic
(ADN) uman. A fost urmat de Proiectul Microbiomului Uman, un studiu
multinational de 5 ani, cu scopul de a analiza compozitia geneticd a populatiilor
microbiene care trdiesc In organismul si pe suprafetele tegumentare ale adultitlor
sandtosi (microbiomul). Se estimeaza cd celulele bacteriene depasesc ca numar
celulele umane ale gazdei, cu un raport de 10:1. Populatia bacteriana contribuie cu
cel putin 300 de ori mai multe gene unice. Acest proiect a fost lansat in 2007,
incluzand colectarea de specimene din nas, gura, piele, intestin si vagin de la
voluntari adulti sdnatosi. Microbii au fost identificati prin secventiere. S-a constatat
o variatie semnificativa in compozitia speciilor si a genelor la nivel individual si in
diferite locuri ale corpului, cu cea mai mare diversitate taxonomica si genetica fiind
intestinul.

Majoritatea indivizilor impartasesc un microbiom central, definit ca numar de
specii prezente Intr-o anumitd zond la 95% sau mai multi indivizi. Cel mai mare
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numar de specii comune este prezent in cavitatea bucald, nas, intestin si piele, iar
cele mai putine specii comune se gasesc in vagin. Acest microbiom central asigura
functii esentiale care trebuie mentinute pentru activitdtile metabolice si imunologice
normale. Restul populatiei microbiene formeaza microbiomul secundar, cu un
numar redus de microorganisme din variate specii si care nu sunt larg distribuite intre
indivizi, cu functii de asemenea extrem de importante. La indivizi sdnatosi pot exista
variatiile interpersonale ale microbiomului, atata timp cat functiile necesare sunt
indeplinite.

Gazda oferda loc de colonizare, nutrienti si 0o anumitd protectie impotriva
speciilor nedorite (raspunsuri imune inndscute). Microorganismele ofera functiile
metabolice necesare, stimuleazd imunitatea Tnnascutd si reglatoare si previn
colonizarea cu agenti patogeni nedoriti.

Compozitia microbiotei este influentata de:

-igiena personald (utilizarea sdpunului, deodorantelor, apei de gura,
exfoliantelor),

-consumul de apa de fantina /versus apa clorinata de oras,

-0 dietd cu mai multe sau mai putine fibre, zaharuri sau grasimi poate selecta
diferite bacterii intestinale,

-utilizarea antibioticelor cu spectru larg, duce la selectia bacteriilor rezistente,
avand rol in dereglarea microbiomului si pierderea functiilor esentiale.

Dacd microbiomul normal caracterizeazd sanatatea, atunci modificarile
microbiomului pot semnala aparitia bolii. Perturbarea florei normale (disbioza) poate
conduce la aparitia bolilor prin eliminarea organismelor necesare sau prin permiterea
dezvoltarii bacteriilor patogene. In urma expunerii la antibiotice si a suprimarii florei
normale intestinale, C. difficile poate prolifera si produce enterotoxine, ducand la
inflamatia colonului (colitad asociata antibioticelor).

Este posibil ca 1n viitor metodele noi de diagnostic sa determine prezenta sau
absenta unui produs specific al unei gene (proteomicd) sau a unei functii metabolice
(metabolomica). In viitorul apropiat, analiza microbiomului unei persoane cu
proceduri de secventiere a ADN-ului mai rapide si mai ieftine, ar putea deveni un
test diagnostic de rutina, pentru a prezice si trata o gama larga de boli.

101



8. FACTORII DE PATOGENITATE AI BACTERIILOR

Patogenitatea este un proces complex si multifactorial, care cuprinde totalitatea
mecanismelor biochimice prin care microorganismele produc infectii. In timp ce
unele microorganisme (patogene) produc in mod obisnuit infectii la indivizii
neimunizati, dar cu rezistenfa naturald intacta, altele (oportuniste) produc infectii
doar la indivizi cu barierele apararii naturale compromise.

Virulenta este gradul de patogenitate a unei tulpini Tn cadrul speciei. Spre
deosebire de patogenitate, care este un caracter de specie, virulenta este un caracter
de tulpina. De exemplu, in cadrul speciei Corynebacterium diphteriae exista specii
toxigene virulente si netoxigene, deci nepatogene. Chiar si intre tulpinile toxigene
exista o diferenta in ceea ce priveste cantitatea de toxina secretata.

Daca am imparti bacteriile dupa capacitatea de invazie a organismului, la o
extremitate s-ar afla bacteriile toxigene, care se multiplicd discret la poarta de
intrare, iar toxina, secretata si apoi vehiculata de sange in organsim, este responsabila
de aparitia bolii (cazul bacilului difteric si tetanic, care produc infectia prin
multiplicarea lor la poarta de intrare, fard a invada organismul, sau a bacilului
botulinic, care isi secreta toxina n conservele alimentare).

La cealalta extremitate se afla bacteriile invazive pentru care atasarea constituie
un prim pas in penetrarea mai adancd a tesuturilor sterile. Ajunse aici, se vor
multiplica, vor secreta diversi factori de patogenitate, rezultatul fiind infectia (bacilul
carbunos, pneumococul etc.).

La aceste doua categorii se adauga bacteriile sensibilizante, care prin infectie
sensibilizeaza organismul. Acesta va raspunde prin reactii imunopatologice ce 1i sunt
nocive si genereaza leziuni (bacilul tuberculos).

O bacterie poate fi in acelasi timp invaziva, toxigena si sensibilizanta, ca, de
exemplu, Streptococcus pyogenes, dotat cu enzime invazive, cu capacitatea de a
secreta eritrotoxina (responsabila de aparifia scarlatinei) si de a produce prin
mecanism alergic cardita reumatismald, reumatismul poliarticular acut,
glomerulonefrita acuta etc.

Pentru a produce o infectie, microorgansimele trebuie sa parcurga, in general
(dar nu i1n mod obligatoriu), urmatoarele etape:

* atasarea si patrunderea in organismul gazda;

* invadarea locald sau generald a organismului;

* multiplicarea in organismul gazda si secretia unor factori de patogenitate.
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8.1. Factori de patrundere si aderenta

Organismul uman are multiple posibilititi prin care se opune patrunderii
agentilor infectiosi. Totusi, o serie de microorganisme reusesc sd evite aceste
bariere sau profita de situatii deosebite care le permit patrunderea in organism.

Astfel, o leziune traumatica care intrerupe integritatea pielii, principala
bariera externd antiinfectioasa, creeaza conditii de patrundere pentru germeni care se
gasesc in mod normal pe tegumente (S. aureus, Pseudomonas aeruginosa).

Unele microorganisme patrund prin intepaturile unor insecte (Plasmodium
vivax, Borrelia burgerdorfi, Yersinia pestis) sau prin mugcatura unui animal (virusul
rabic), iar altele sunt introduse in organism in timpul unor acte medicale, cum sunt
injectiile, transfuziile (virusurile hepatitice, HIV etc.), operatii pe cordul deschis
(S.epidermidis) etc.

Leptospirele, care sunt bacterii spiralate, pot patrunde chiar si prin pielea
intacta datoritda unor miscari de Tnsurubare.

Alte cidi de patrundere pentru agentii infectiosi sunt calea digestiva,
respiratorie, urogenitald si conjunctivald. Ele sunt prevazute cu diverse mecanisme
de clearance a particulelor straine (lacrimi, mucus, miscdrile cililor vibratili etc.) care
se opun aderentei microbilor. Microorganismele care reusesc sa patrunda pe aceste
cai dispun de mecanisme speciale de aderenta, ce depdsesc mecanismele rezistentei
naturale.

Prima relatie care se stabileste Tntre microorganismul infectant si gazda sa este
atasarea microorganismului de suprafata celulelor.

Aderenta microbilor de organismul gazda presupune prezenta unei sau mai
multor adezine microbiene prezente pe peretele bacterian i un receptor pe celula
eucariotd. Adezinele bacteriene sunt fimbriile si adezinele nefimbiale.

8.1.1. Fimbriile

Fimbriile sunt oligomeri proteici care apar ca apendici filamentosi la suprafata
celulei bacteriene.

* fimbriile de tip 1, sau pilii comuni, sunt prezente la multe specii de
Enterobacterales.

fimbriile P sunt prezente pe tulpinile de Escherichia coli pielonefritogene.
* fimbriile S s-au evidentiat la tulpinile de E.coli implicate in meningite

* fimbriile K88 si K89 se gasesc la tulpinile de E.coli enterotoxigene ce produc
diaree.

fimbriile ce contin N-metilfenilalanina au fost evidentiate la o serie de genuri
de bacterii gram-negative, cum sunt Pseudomonas (bacilul piocianic), Neisseria
(gonococ si meningococ), Bacteroides, Vibro etc.
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8.1.2. Adezine nefimbriale

La unele microorganisme s-au pus in evidentd componente nefimbriale care
asigurd functia de adezine. Astfel, Salmonella typhimurium si Bordetella pertussis
au la suprafata lor o hemaglutinina care le asigura atasarea de celulele tinta.

Capsula unor microbi faciliteaza uneori atasarea bacteriilor de celulele gazda pe
langa faptul cd este un factor de inhibifie a inglobarii microbilor de catre fagocite.

Pe de altd parte, unele substante din organism pot facilita la randul lor aderenta
bacteriilor. Astfel, fibronectina, o glicoproteina plasmatica ce se gaseste si in spatiul
extracelular, are proprietatea de a adera la suprafetele mucoase. Unele bacterii care
patrund in organism adera la randul lor de fibronectind si prin intermediul ei, de
suprafata celulelor epiteliale. Astfel de microorganisme sunt Streptococcus pyogenes
(streptococul beta-hemlolitic de grup A), Staphylococcus aureus, Treponema
pallidum, situsul lor de legare fiind Tnsa diferit.

8.2. Factori de invazie microbiana

Diseminarea bacteriilor in organsim se poate face pe mai multe cai:

* din aproape in aproape, prin intermediul unor exoenzime $i a unor elemente
structurale ale bacteriilor;

* prin endocitoza si translocare;
* pe cale sanguind sau/si limfatica.

8.2.1. Exoenzime

Bacteriile secretda numerose exoenzime dintre care o parte, agresinele,
faciliteaza invazia in tesuturi. Astfel:

¢ hialuronidaza, sau factorul de difuziune este o enzima ce hidrolizeaza acidul
hialuronic din substanta fundamentala a tesutului conjunctiv permitand patrunderea
prin tesut a unor bacterii (Streptococcus pyogenes, S.aureus $i Clostridium welchii);

* coagulaza, enzima asemanatoare trombinei este produsa de toate tulpinile de
S.aureus. Ea protejeaza stafilococii, pe de o parte prin formarea unor bariere de
fibrind 1n jurul stafilococilor si a leziunilor produse de acestia, iar pe de alta parte
prin inactivarea unor substante bactericide prezente in serul sanguin;

 fibrinolizina secretata, de exemplu, de Streptococcus pyogenes si S.aureus
favorizeaza difuzarea infectiei prin liza fibrinei ce se formeaza in jurul leziunilor
produse de bacteriile respective;

* enzimele hidrolitice (lipaze, proteaze, nucleaze) sunt secretate de toate
speciile bacteriene indiferent de patogenitatea lor.
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* enzimele citolitice eum sunt hemolizinele si leucocidinele. Astfel, de pilda,
Streptococcus pyogenes secreta streptolizina O cu actiune litica asupra hematiilor ce
provin de la diverse specii animale.

Pe langad exoenzimele amintite, un rol important il au unele componentele de
invelis ale bacteriilor ca, de pilda, capsula (Streptococcus pneumoniae, Bacillus
anthracis), unele proteine de suprafata (proteina M a streptococului betahemolitic
de grup A) etc. Aceste componente protejeazd bacteriile de inglobare de catre
fagocite.

8.2.2. Endocitoza si translocarea

Unele bacterii au un habitat extracelular, fiind astfel mai accesibile
mecanismelor de aparare antiinfectioasa a organismului, pe cand altele se Tnmultesc
in interiorul celulelor, avand deci un habitat intracelular. Dintre acestea o parte au
un habitat facultativ intracelular (bacilul Koch, Brucella etc.) iar altele un habitat
obligatoriu intracelular (Chlamydia trachmomatis).

Habitatul intracelular plaseaza bacteriile intr-un mediu bogat in substante
nutritive, le scuteste de competitia cu alte microorgansime si in acelasi timp le
protejeaza de raspunsul imun. Cele mai invazive bacterii sunt cele cu habitat
intracelular deoarece supravietuirea lor in diverse celule si mai ales in fagocite,
favorizeaza diseminarea lor in organism.

Patrunderea bacteriilor in celula gazda se face prin endocitozda. O serie de
bacterii patrund in celule doar temporar, pentru a fi apoi ejectate. Acest proces se
numeste translocare.

Microorgansimele cel mai bine studiate ce invadeaza celulele organismului
gazda prin translocare sunt cele din genul Salmonella, Shigella, Yersinia,
Escherichia coli si Bordetella.

8.3. Toxine bacteriene

Toxinele bacteriene sunt substante solubile cu efect toxic asupra organismului.
Ele se impart in exotoxine, pe care bacteriile le secretd in mediul Inconjurator ca un
produs al metabolismului propriu, si endotoxine, care fac parte din structura
peretelui celular la bacteriile gram-negative si sunt eliberate in mediu numai dupa
moartea bacteriei.

8.3.1. Exotoxine

Exotoxinele bacteriene sunt proteine biologic active cu o toxicitate de regula
foarte ridicata. Unele dintre ele sunt cele mai puternice otravuri cunoscute.
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Exotoxinele sunt puternic imunogene $i se transformd prin invechire si sub
actiunea formolului in derivati imunogeni, dar netoxici, numite anatoxine. Fiind
netoxice, dar imunogene, anatoxinele constituie baza vaccinarii impotriva bolilor
produse de bacterii toxigene (tetanos, difterie).

Unele bacterii, ca, de pilda, bacilul difteric, tetanic, botulinic, holeric, au ca
singur factor de patogenitate toxigeneza, iar tabloul clinic este caracteristic toxinei
respective.

Exotoxinele bacteriene sunt formate din doua domenii functionale polipeptidice
legate prin punti disulfurice, fragmentul A si B. Fragmentul B nu este toxic dar
asigurd atasarea toxinei de receptorii specifici de pe membrana citoplasmatica a
celulei tinta facilitand patrunderea in celuld a fragmentului A care este toxic. Dupa
actiunea lor, exotoxinele se impart in:

* toxine care blocheazd sinteza proteinelor celulare (toxina difterica),

* neurotoxine; din aceasta categorie fac parte cele mai puternice exotoxine,
exotoxina tetanica (provoacd paralizia spastica a musculaturii striate survenind
moartea) si exotoxina botulinicad (produce paralizia flasca a musculaturii netede);

* toxine ce modificd metabolismul celulei; aceste toxine nu duc la moartea
celulei, ci la modificarea unei functii ale acesteia (toxina holerica, toxina termolabila
a E.coli, toxina produsa de Bordetella pertussis etc.).

8.3.2. Endotoxine

Endotoxina este lipopolizahardul (LPZ) din membrana externd a peretelui
celular al bacteriilor gram-negative si joaca un rol important Tn patogenia infectiilor
produse de aceste microorgansime. Se compune din 3 unitati: un glicofosfolipid ce
se numeste lipidul A, o parte numitd core formata din zaharuri, etanolamina si acid
fosforic si antigenul O, un lant lung, de zaharide, mai putin obisnuite, specific de
specie. Partea activa este lipidul A, celelalte avand rol de carrier.

Efectele endotoxinei nu sunt specifice speciei, ci sunt identice indiferent de la
ce bacterii gram negative provine. Ea se elibereazd numai dupa distrugerea
bacteriilor. In cantitati mici produce “reactii de alarmi” benefice organismului. In
cantitati mari, Tnsa, produce socul endotoxic ce poate evolua fatal.

Reactiile de alarma

* febra. Endotoxina actioneaza ca un pirogen atunci cand in tesuturi apare un
numar suficient de mare de bacterii gram-negative care sa le permitd contactul cu
circulatia sanguind. Endotoxina determind reactia febrila prin actiunea ei asupra
macrofagelor care vor secreta pirogeni endogeni (interleukina I, Tumor Necrosis
Factor);

* activarea complementului-pe cale alternativd, ceea ce favorizeaza liza
bacteriilor si chemotaxia fagocitelor in focarul infectios;
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* activarea macrofagelor. Sub actiunea endotoxinei, macrofagele vor secreta
enzime lizozomale in cantitati crescute, intensificandu-si fagocitoza;

* stimularea limfocitelor B. Interleukina I secretatd de macrofagele activate de
endotoxind induce proliferarea limfocitelor B. Din acest considerent, endotoxina este
consideratd un imunomodelator.

Socul endotoxic. Reactiile descrise anterior fac parte din rezistenta
antiinfectioasd. In situatia cAnd depasesc anumite limite, ele devin foarte nocive
organismului. Acest aspect se intdlneste uneori in septicemiile cu bacili gram-
negativi, cand 1n organism se elibereaza cantitati mari de endotoxinad si se produce
socul endotoxic. Acesta se caracterizeaza prin hipotensiune, coagulare intravasculara
diseminatd, evolutia fiind grava. Socul endotoxic poate aparea si in cazul
administrarii unor perfuzii in care endotoxina provine de la bacili gram negativi
omorati prin sterilizare. Deci, perfuziile trebuie sa fie lipsite total de germeni pentru
a exclude posibilitatea existentei endotoxinei.
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9. REZISTENTA ANTIINFECTIOASA NATURALA

Mediul inconjurator contine o infinitate de agenti infectiosi, omul fiind supus
unei contamindri permanente. Cu toate acestea, la individul sandtos, infectiile se
produc rar, sunt de obicei de duratd limitata si dispar fard sechele, datorita
mecanismelor rezistentei antiinfectioase.

Rezistenfa antiinfectfioasd este suma tuturor mecanismelor care protejeaza
organismul de infectii si cuprinde:

® Rezistenta antiinfectioasa naturala, comund tuturor indivizilor unei specii,
neconditionatd de un contact anterior cu un agent infectios si care este
reprezentatd de totalitatea mecanismelor constitufionale inndscute care se
opun penetrarii si dezvoltarii mterebilor-patogenilor 1n organism. Cuprinde
factorii genetici, barierele externe, mecanismele de recunoastere a agentilor
infectiosi, factorii umorali si celulari.

® Rezistenta dobdndita sau imunitatea antiinfectioasa se dezvolta pe parcursul
vietii, ca urmare a contaminarii continue cu diversi agenti infectiosi si care
depinde, deci, de experienta individuala a fiecaruia.

9.1. Factorii genetici

Rezistenta antiinfectioasa de specie. Fiecare specie este genetic rezistentd la
anumiti agenti etiologici infectiosi. Astfel, de pilda, omul este rezistent fata de
virusul Carré, agentul etiologic al jigodiei la céine, la virusul hepatitei cainilor sau la
pesta aviara. Pe de alta parte, omul este singura specie care face Tn mod natural
infectia sifilitica, Treponema pallidum nefiind patogena pentru alte specii animale.

Rezistenta genetica antiinfectioasa de specie este absoluta. Ea se explica prin
conditiile improprii pe care un organism le ofera microorganismului fata de care este
rezistent si prin lipsa receptorilor celulari specifici pentru agentul infectios respectiv.

Rezistenfa individuald. In cadrul aceleiasi specii, rezistenta antiinfectioasa
prezinta variatii de rasd si individuale. Este cunoscut faptul cd in timpul unor
epidemii, ca, de pilda, in cele de poliomielita, unii indivizi fac forme grave de boala
infectioasa, cu sechele, al{ii forme fruste iar majoritatea infectii clinic inaparente. De
asemenea, in timp ce existd purtatori sdnatosi de streptococ beta-hemolitic de grup
A, infectiile streptococice pot produce in functie de rezistenta individuala, infectii
faringiene banale sau complicatii alergice severe.

Relatia dintre factorii genetici si sensibilitatea la diversi agenti infectiosi este
deosebit de importanta, infectiile constituind de-a lungul timpului factorul cel mai
puternic al selectiei naturale. S-au evidentiat o serie de gene care sunt responsabile
de susceptibilitatea la anumite infectii cum sunt cele cu HIV, virusul hepatitei B,
tuberculoza, lepra etc.
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Tabelul 9.1. Particularitdtile rezistentei naturale si a rezistentei dobandite

Caracteristici Sistemul imun inndscut Sistemul imun adaptativ
Receptori Codificati genetic Codificati de gene rezultate in
urma rearanjdarii somatice
Distributie Nu este clonala, celulele Clonala, fiecare celula fiind
apartinand aceleiasi clase purtdtoarea unui anumit receptor
fiind egale
Recunoaste Tipare moleculare asociate | Detalii moleculare ale
mai multor agenti infectiosi | proteinelor (peptide),
- PAMPs zaharidelor
Discriminarea Este perfecta Imperfecta, deoarece depinde de
self/nonself experienta imunologica a
fiecaruia
Timp de actiune | Imediat, minute, ore Zile, saptamani
Raspuns Molecule stimulatoare (B7) | Expansiune clonald: anticorpi si
Citokine (IL-1pB, IL-6) LT sensibilizate
Chemokine (IL-8) Citokine: 1L-2, IL-4, yYINF

9.2. Barierele anatomice

Integritatea anatomica a organismului este unul din factorii esentiali Tn apararea
antiinfectioasa naturala.

Pielea §i mucoasele.Tegumentele si mucoasele constituie bariere mecanice
eficiente in prevenirea patrunderii microbilor in organism.

Pielea intactd este impermeabild prin structura ei pentru majoritatea
microorgansimelor, cu unele exceptii, ca, de exemplu, leptospirele, virusurile
papilloma si dermatofitii. Orice leziune a pielii poate constitui punctul de plecare a
unei infectii. Astfel, bacilul piocianic, rezident al florei cutanate normale, infecteaza
aproape Intotdeauna plagile arse.

Acizii grasi liberi produsi de glandele sebacee si de unele specii microbiene de
pe suprafata pielii, acidul lactic, rezultat al metabolismului local, pH-ul scazut (5-6)
si uscaciunea relativa a pielii creeazd conditii nefavorabile dezvoltarii majoritatii
microorganismelor, cu exceptia germenilor din genurile Staphylococcus,
Corynebacterium, Proprionibacterium etc. si conferd pielii proprietafi
autosterilizante. Pe suprafata pielii sunt prezente o serie de substante antimicrobiene,
mai ales peptide care sunt secretate ca precursori si care sub actiunea unor proteaze
devin defensine si catelicidine active si au asupra bacteriilor o actiune asemanatoare
dezinfectantelor. Proprietatea autosterilizantd a pielii curate este superioara celei
murdare. Descuamarea continua a stratului cornos este, de asemenea, o modalitate
de indepartare a florei bacteriene de pe piele.

109



Sub epiderm sunt prezente celulele Langerhans (celule dendritice imature), care
fagociteaza microbii, si migreazd pana la primul ganglion limfatic unde initiaza
raspunsul imun dobandit (sau adaptativ).

Mucoasele, structuri ce delimiteaza suprafetele interne ale organismului,
gazduiesc un mare numar de microorganisme si se opun patrunderii acestora in
organism, nu atat prin rezistenta mecanica, cat prin secretiile cu proprietati
antibacteriene. Astfel, mucusul cervical, lichidul prostatic, lacrimile sau alte secretii
au proprietdti bactericide ce se datoreaza unor substante, dintre care aminitim
lizozimul, activ mai ales pe flora gram-pozitiva si lactoferina, proteina chelatoare ce
spoliaza mediul de fierul necesar multiplicarii bacteriene. Sub membrana bazald a
mucoaselor se afla tesutul limfatic atasat mucoaselor - MALT — (mucosal-associated
lymphoid tissue) care preia antigenele microbiene si declangseaza astfel un raspuns
imun adaptativ.

Pe suprafata mucoaselor mai este prezenta IgA - secretor care impiedica atagarea
bacteriilor de celule prin fixarea si blocarea unor receptori pentru bacterii, inhiba
mobilitatea bacteriand, aglutineaza unele microorganisme sau neutralizeaza toxinele
lor.

Tractul respirator este prevazut cu mecanisme de clearence microbian foarte
eficiente. Mucoasa respiratorie este lubrefiatd cu un strat de mucus. Acesta are
proprietati tensioactive si surfactante inhiband fixarea bacteriilor de celulele
epiteliale.

Microorganismele inhalate 1n particule de praf sau picaturi mai mari decat 5 p
adera de mucoasa tractului respirator superior si sunt readuse prin miscarile cililor
vibratili in faringele posterior, de unde sunt fie expectorate, fie inghitite. La miscarile
cililor se mai adauga tusea si stranutul, ambele foarte eficiente in eliminarea
diverselor impuritati din caile respiratorii. Particulele mai mici de 5 p ajung pana in
tractul respirator inferior, unde sunt fagocitate de macrofagele alveolare. Fumul de
tigara sau alti poluanti, precum si unele bacterii si virusuri (B. pertussis, v. gripal)
blocheaza acest clearence, prin paralizia cililor, favorizind producerea unei
pneumonii secundare. Intubatia sau traheostomia scad eficienta rezistentei naturale
in caile respiratorii. La nivelul alveolelor pulmonare este prezent surfactantul A si
D, glicoproteine opsonizante cu rol in potentarea fagocitozei.

Tubul digestiv. Microorganismele sunt supuse deja in cavitatea bucala actiunii
salivei care, prin continutul de lizozim, lezeaza peretele celular si membrana
citoplasmaticd a unor bacterii gram-pozitive. La aceasta se adauga actiunea unor
anticorpi care se pot gasi in saliva.

In stomac, flora bacteriana suferd o reducere drastici sub actiunea acidului
clorhidric din sucul gastric (pH=1,5). In perioadele de vard creste numarul de
toxiinfectii alimentare deoarece consumul de lichide este mare si sucul gastric se
dilueaza. Cresterea consecutivd a pH-ului permite trecerea microbilor de bariera
gastrica si inmultirea lor eficientd in intestin.
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Tripsina si celelalte enzime din sucul pancreatic au actiune bactericidd prin
hidroliza proteinelor din peretele celular si membrana celulara, iar bila interfereaza
functiile vitale ale membranei celulare avand si o actiune neutralizantd asupra unor
toxine bacteriene.

Tractul genito — urinar. Urina este in mod normal sterila. pH-ul acid si curgerea
urinii asigura o spalare permanenta a cdilor urinare.

Infectiile urinare sunt mai rare la barbati, deoarece uretra este lungda (20cm)
limitand accesul microbilor in vezica urinard, spre deosebire de uretra feminina
(5cm) care permite mai usor colonizarea vezicii. Rinichii secreta o glicoproteina,
proteina Tamm-Horsfall, care este excretatd prin urina si are proprietatea de a fixa
bacteriile ca un burete, impiedicandu-le sa se fixeze de uroteliu.

Staza urinard cauzatd prin reflux, hipertrofie de prostatd sau calculoza renala
favorizeaza inmultirea microbilor si deci infectia.

Vaginul este protejat partial de pH-ul acid rezultat In urma metabolizarii
glicogenului de catre bacilii lactici si care este impropriu dezvoltdrii unui numar
mare de specii microbiene.

Lichidul seminal contine spermina, o poliaminad dependenta de pH si care inhiba
cresterea florei gram pozitive.

Tabelul 9.2. Bariere externe ale rezistentei naturale
Sediu Mecanisme de protectie
Piele ¢ barierd mecanica;
e secretia de acizi grasi;
e prezenta de peptide cu activitate antibacteriana (defensine,

catelicidine)
Cavitate ® enzime
bucala e calprotectina: cation chelator bivalent ce restrictioneaza

nutritia microbiana

e alfa si beta defensine: peptide ce produc liza osmotica a celu-
lelor bacteriene prin formarea de pori in membrana citoplasmatica
¢ lizozimul: desface legaturile dintre acidul N-acetil muramic si
N-acetil glucozamind din peptidoglican, fiind activ pe bacteriile
gram pozitive

e peroxidaza: oxideaza enzimele glicolitice ale bacteriilor

e anticorpii din saliva;

e actiunea de spalare a salivei;

Aparat ® miscarea firelor de par din vestibulul nazal care capteaza
respirator microbii;

® enzimele si capacitatea surfactantd a mucusului;

e miscarile cililor vibratili;

e macrofagele alveolare
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Tract e pH-ul gastric (1 - 2;)
digestiv e enzimele §i anticorpii din mucus;

e miscarile peristaltice;

e flora intestinului gros;
Ochi e lizozimul din lacrimi;

e actiunea de spalare a lacrimilor;
Ureche e actiunea antimicrobiana a cerumenului;
Aparat e pH-ul vaginal, flora locala;
genitourinar | @ pH-ul urinii;

e actiunea de spalare a urinii.

Majoritatea limfocitelor T si B sunt implicate in imunitatea dobanditd. Exista
insd o subpopulatie de limfocite T intraepiteliale si limfocite B1 care se gasesc in
epiderm si in epiteliul mucoaselor. Ele au mai degraba un rol efector in cadrul
imunitatii inndscute decat in imunitatea adaptativa.

Limfocitele T intraepiteliale, cunoscute sub numele de limfocite Ty9, se gasesc
mai ales in piele si mucoase si au o diversitate restransa de receptori, cu care recunosc
tiparele moleculare comune asociate germenilor patogeni (PAMPs). Ele secreta
citokine, potenteaza fagocitoza si distrug celule infectate.

Limfocitele B-1 se gasesc mai ales in cavitatea peritoneald unde recunosc
germeni ce au trecut de peretele intestinal. Limfocitele B1 produc IgM circulanti ce
constituie anticorpii naturali. Ambele subpopulatii joacd rol de santineld a
mucoaselor in apdrarea naturald.

Flora normala. Flora normala are o serie de functii fiziologice, printre care
prevenirea colonizarii organismului cu flord patogend. Mecanismele prin care flora
normald se opune multipicarii florei patogene sunt:

e competitia pentru acelasi receptor celular,

e competitia pentru un substrat nutritiv,

* secretia unor produsi secundari toxici,

e stimularea sistemului imun, care va produce anticorpi naturali, ce vor
reactiona incrucisat cu antigenele florei patogene.

Administrarea abuziva de antibiotice va distruge echilibrul dintre speciile florei
normale si unele specii conditionat patogene sau patogene, lipsind organismul de un
mecanism antiinfectios important. Astfel, tratamentul oral indelungat cu antibiotice
va avea ca urmare aparifia diareei prin dezvoltarea necontrolatd a unei singure specii
ca, de pilda, S.aureus, Candida albicans, Clostridium difficile etc. care fac parte din
flora normala si care se mentin la individul sanatos in anumite limite tocmai datorita
antagonismului bacterian.

Asa cum am vazut, organismul este apdrat fatad de unele infectii prin zestrea sa
ereditara, care nu permite dezvoltarea anumitor germeni. Organsimul se opune Ea
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patrunderii germenilor la care este sensibil, prin bariere externe anatomice i chimice
la care se adauga flora normala a organismului. Daca totusi germenii au reusit sa
strabata aceste bariere si ajung 1n zonele interne sterile ale organismului, intervin
receptori PRR (Pattern Recognition Receptors) care recunosc tipare de suprafata,
comune multor bacterii, virusuri si fungi care se numesc PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns). Ca urmare se secreta o serie de citokine, se activeaza
complementul si se declanseaza inflamatia. In focarul inflamator se vor acumula
PMN, celule dendritice si macrofage, care vor fagocita agentii infectiosi si vor initia
apoi raspunsul imun dobandit. Bineinteles cd existd germeni care au dezvoltat
strategii ce ocolesc mecanismele rezistentei naturale si care dau infectii la indivizii
neimunizati.

Cu toate ca mecanismele rezistentei naturale sunt distincte de cele ale rezistentei
dobandite, ele nu pot fi separate deoarece se intrica si actioneaza sinergic. Raspunsul
imun nespecific este “triggerul” raspunsului imun dobandit. De asemenea raspunsul
imun natural nu este atat de “nespecific” cum a fost descris initial. Sistemul imun
infectiosi pdtrunsi in organism si este cel care ia decizia de a raspunde sau nu la o
stimulare externa.

9.3. Mecanisme de recunoastere moleculare a agentilor infectiosi
in cadrul rezistentei antiinfectioase innascute

9.3.1. Molecule de suprafata comune asociate agentilor infectiosi-PAMPs

Daca un microorganism trece de stratul protector al barierelor anatomice, el
intdlneste mecanismele de apdrare nespecifice inndscute, umorale si celulare,
prezente in lipsa unui contact anterior cu agentul infectios respectiv.

Sistemul rezistentei naturale recunoaste molecule de suprafata care sunt:
e comune multor agenti infectiosi (bacterii, virusuri, fungi)

® neschimbate in cursul evolutiei filogenetice

e neexprimate de tesuturile gazdei

Aceste tipare moleculare comune asociate germenilor se numesc PAMPs -
Pathogen Associated Molecular Patterns. Majoritatea celulelor sunt capabile sa
recunoascd aceste tipare structurale si s-a demonstrat si existenta unor receptori
solubili plasmatici cu rol de opsonine ce pot activa complementul dupa unirea cu
PAMPs. Se apreciazi ci sistemul imun fnndscut recunoaste in jur de 10° PAMPs.
Cele mai importante PAMPs pe care le prezinta agentii infectiosi sunt:

e Lipopolizaharidul de perete al bacteriilor gram negative
® Lipoproteine bacteriene

e Porinele
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® Peptidoglicanul bacteriilor gram pozitive

® Acizii teichoici si lipoteichoici

e Lipoarabinomanani prezenti 1in peretele celular al bacteriilor
acidoalcoolorezistente

e Zaharide scurte care au la capat fructoza sau manoza

* Flagelina din flagelii bacterieni

e Acizi nucleici virali si bacterieni

¢ N-formilmetionina, aminoacid ce intra in alcatuirea proteinelor bacteriene

e Acizi lipoteichoici, glicolipide si zimozan la fungi

¢ Fosforilcolina din membranele celulare bacteriene

9.3.2. Receptorii de recunoastere a moleculelor de suprafatd- PRR

Agentii microbieni care exprima aceste tipare pot fi recunoscuti si eliminati de
celule care utilizeaza sisteme neschimbate, bine conservate de recunoastere
(patternurile de recunoastere) .

Pentru a recunoaste PAMPs de pe suprafata germenilor pe majoritatea celulelor
sunt prezenti receptori corepunzatori ce se numesc PRR — Pattern-Recognition-
Receptor. PRR constituie o clasa de proteine care se exprima la suprafata celulelor
ca raspuns la prezenta PAMPs sau in prezenta unor semnale venite de la celulele
propri aflate in suferinta (DAMPs — Danger Associated Molecules Patterns).

PAMPs

AN

PAMPS
Lt PRR

(receptori celulari pentru PAMPSs)

v
ﬁ"f

PRR A
solubili
activarea complementului Fagocitoz

Secretia de citokine mediatoare ale inflamatiei

Activarea celulelor imune ce intalnesc PAMP

Figura 9.3.1 Relatia PAMPS cu PRR (adaptatd dupa Janeway, 2017)
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Celulele purtdtoare a acestor PRR sunt, mai ales, celulele dendritice,
macrofagele, celulele endoteliale, celulele epiteliale ale mucoaselor si limfocitele.
Acesti receptori sunt codificati de gene ce se mostenesc si nu depind de un contact
prealabil cu moleculele de suprafatd recunoscute. PRR au fost impartiti in 3 clase
largi in functie de expresia, localizarea si functia lor.

9.3.2.1.  PRR situati pe sistemul membranar

Atasarea de PAMPs-uri are ca rezultat secretia unor citokine cu rol esential in
initierea atat a raspunsului imun natural precum si a raspunsului imun dobandit.

Familia receptorilor Toll-like. Numele vine de la asemdnarea cu o proteina
prezenta la Drosophyla melanogaster nesesard embriogenezei acestei insecte
(Christiane Niisslein-Volhard, premiul Nobel 1995). Receptorii Toll-like pot fi
situati pe membrana citoplasmatica si pe sistemul membranar intracelular
(endozomi). Pana in prezent se cunosc 13 receptori Toll-like (TLR). Separat, sau in
combinatie au rol major In apararea antiinfectioasa Tnnascutd si declansarea
raspunsului imun specific.

a.TRL situati pe membrana citoplasmatica a celulelor fagocitare si a altor
celule

TLR-2: recunoaste peptidoglicanul, lipoproteine bacteriene, acizi lipoteichoici
si porine

TLR-4: recunoaste LPZ de perete, manani de la fungi, invelisuri virale,
fosfolipide parazitare

TLR-5: recunoaste flagelina

TLR-1 impreund cu TLR-2 recunosc lipopeptide si glicozilfosfatinozitolul de pe
suprafata parazitilor

TLR-2 tmpreund cu TLR-6 se leaga de acidul lipoteichoic, peptidoglycan
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Figura 9.3.2 TLR de suprafata si endozomali ai macrofagelor, PMN si celulelor
dendritice (adaptatd dupa Mihaescu, 2021)

TLR care se leagd de PAMPS provenite din peretele celular al bacteriilor
stimuleaza secretia de citokine inflamatoare cum sunt IL-1, IL-6, IL-8, TNFa si IL-
12.

b.TLR situati pe membrana sistemului membranar intracelular (endozomi)
TLR-3: leagd ARN viral dublu catenar
TLR-7: leaga ARN viral monocatenar cu continut ridicat de guanina/uracil

TLR-8: leagd ARN viral monocatenar

TLR-9: leaga secvente de dinucleotide nemetilate de citozind-guanind din
genomul bacteriilor si virusurilor

Toll-like receptorii care se leagd de componente virale vor declansa secretia de
interferoni care opresc replicarea virala.

c. PRR care favorizeaza fagocitoza (endocitari)

Receptorii endocitari sunt situati pe suprafata macrofagelor, PMN si celulelor
dendritice si favorizeaza fagocitoza prin atasarea microorganismelor purtitoare a
PAMPs corespondente de aceste celule.
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Receptorii pentru manoza: recunosc manoza sau fructoza prezentd pe suprafata
microbiana. Sunt importanti Tn activarea complementului.

Receptori de tip "scavanger”: recunosc componente de suprafatd ale peretelui
celular ca, de pilda, LPZ, peptidoglicanul si acizii teichoici. Recunosc deasemenea
celule lezate si infectate

9.3.2.2.  PRR citoplasmatici

Proteinele NOD sunt proteine citoplasmatice care recunosc componente ale
peptidoglicanului.

9.3.2.3.  PRR solubili prezenti in plasmad

PRR care se gasesc liberi in plasma se leaga de suprafata germenilor si activeaza
complementul. Un astfel de receptor este MBL — o lectina sericd (mannan-binding
lectin), sintetizata de ficat in cadrul raspunsului de faza acutd si care este capabila sa
activeze complementul, deci sa declanseze inflamatia.

Opsonine: molecule solubile care se leagd cu un capdt de bacterie si cu un capat
de celula fagocitara

¢ Proteinele de fazd acutd: MBL (manose binding lectin) si proteina C-reactiva
® Proteinele cdii de activare a complementului (C3b)
® Proteinele surfactante din alveolele pulmonare SP-A si SP-D

e Receptori pentru N-formilmetionina a caror legare de bacterii potenteaza
mobilitatea si chemotaxia fagocitelor

9.4. Mecanismele umorale ale rezistentei naturale

In esentd, patrunderea microbilor in tesuturi duce la activarea complementului,
ceea ce are ca urmare liza celulelor microbiene, pe de o parte, si declansarea
raspunsului inflamator infectios, pe de altd parte. Cascada de activare a
complementului va antrena eliberarea unor mediatori chimici (citokine, proteinele
de faza acuta, mediatori rezultati din degranularea mastocitelor etc.) care participa
direct in procesul inflamator si vor atrage in focarul infectios fagocitele. Acestea vor
inlatura microorganismele invadatoare prin fagocitoza.

9.4.1. Cascada de activare a complementului

Complementul este un sistem seric de peste 30 de proteine enzime care, ca si
sistemul coagularii si fibrinolizei, se activeaza in cascada sub actiunea unui trigger,
rezultatul final fiind bacterioliza si declansarea inflamatiei.
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Desemnarea componentelor sistemului complement este ingreunatda de
numerotarea nelogica in ordinea descoperirii lor si nu Tn ordinea in care se activeaza.
Componentele majore sunt notate cu C1-C9. Cand o componenta se activeaza, ea se
descompune in 2 subunitdfi notate cu literele a si b. De exemplu, factorul C3 se
transforma prin activare intr-un peptid cu GM mica, notat C3a si unul mai mare,
notat C3b. In cazul in care un produs intermediar activat se inactiveaza, va fi precedat
de litera i, de pilda iC3b.

Activarea complementului se poate petrece pe trei cdi cu punct de plecare diferit,
dar care converg spre aceiasi produsi finali:

e calea alternativa, mai veche din punct de vedere filogenetic care se activeaza
in absenta anticorpilor specifici

e calealectinica, care este activatd de prezenta manozei la suprafata bacteriilor,
si face parte ca si calea alternativa din rezistenta antiinfectioasa naturala, si

e calea clasicd, a carei activare presupune prezenta anticorpilor specifici (IgG
si IgM), deci un contact prealabil cu agentsl—-etielogie—microorganismul
respectiv.

Indiferent de calea de activare, momentul esential in activarea complementului
este descompunerea C3 in C3a §i C3b sub actiunea C3-convertazei si stabilizarea
acesteia prin atasarea de o suprafatd. Dupa descompunerea C3, calea este comuna
celor trei mecanisme de activare, rezultatul fiind formarea complexului de atac al
membranei (CAM).

Calea alternativi. In plasma normali C3 este supus permanent unei activari
spontane discrete prin clivarea in C3a si C3b. C3b se combina cu factorul B rezultand
C3bB. Acesta la randul sau este supus actiunii factorului D care va transforma C3bB
in C3bBb si Ba.
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Figura 9.4 Schema generala activarii complementului
(adaptata dupa Schaechter, 2021).

C3bBb este C3-convertaza caii alternative. Aceasta convertaza, rezultata, deci,
in mod fiziologic ar putea cliva cantitati mari de C3 printr-un feedback pozitiv,
asemanator unui cerc vicios, daca nu ar exista mecanisme foarte riguroase de reglare,
prin factorii H si I, ce impiedica activarea spontana a unor cantitati mari de C3.

In prezenta unor polizaharide de pe suprafata bacteriilor, a endotoxinei si a
acizilor theicoici, C3bBb rezultat in urma clivarii fiziologice se leaga de suprafata
bacteriilor fiind protejat astfel de inactivare. La stabilizarea C3bBb participa si o
proteind plasmatica, properdina.

Calea lectinica este activata de lectine serice (MLB-manan-binding-lectin),
capabile sa se lege de molecule de manoza de pe suprafata microbiand. Acestor
lectine 1i se asociazd 2 proteaze, MASP1 si MASP2, enzime ce seamdnd cu
componentele Clr si Cls ale caii clasice. Dupa fixarea MBL de moleculele de
manoza de pe suprafata microbiana, cele doua proteaze se ataseazda de MBL si
cliveazd C4 in C4a si C4b, si C2 in C2a si C2b. C4bC2a este convertaza caii lectinice
(similara caii clasice).
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Deci, activarea complementului pe calea alternativa si lectinica este rezultatul
stabilizarii C3bBb (a C3-convertazei) ce poate fi determinatd, printre altele, de
prezenta bacteriilor.

Activarea complementului pe calea clasica se produce de reguld in prezenta
complexelor antigen-anticorp, deci in urma unui raspuns imunitar. Astfel, bacteriile
cu care organismul a mai venit In contact, patrund in organism si Tntalnesc anticorpii
corespunzatori cu care vor forma complexe antigen anticorp.

convertaza cdii clasice

C3
C4bZa

>

complex
ag-ac

activare

Clgrs ——— C1_qrs

[T
c4 Y C4b c2

C4a
Figura 9.5. Schema activarii complementului pe cale clasica
(adaptata dupa Roitt, 2017)

Cate o moleculd de Clq, Cls si doua molecule de Clr formeaza unitatea de
recunoastere care se va lega de complexul antigen-anticorp. Unitatea de recunostere
va cliva C2 si C4 in C2a, C2b si C4a, C4b. C4b2a va forma C3 convertaza caii
clasice, care va cliva C3 in C3a si C3b, piesa esentiala 1n reactiile urmatoare.

Formarea complexului de atac al membranei. Indiferent pe ce cale s-a activat
complementul, reactiile urmatoare sunt comune celor trei cai. C3 convertaza se
combind cu C3b formand C5 convertaza (C3b2BbP pentru calea alternativa si
C3b4b2a pentru calea clasica si lectinicd). C5 se va descompune n C5a si C5b. C5b
se fixeaza pe suprafata celulei pe suprafata careia se afla antigenul - deci in cazul
nostru pe suprafata bacteriei. De C5b se vor lega in continuare C6,7,8 care impreuna
cu mai multe molecule de C9, care polimerizeaza, formeaza un complex de atac al
membranei ce perforeazd membrana celulard cu liza consecutiva a celulei bacteriene.
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Figura 9.6. Schema formarii complexului de atac al membrane
(adaptatd dpa Roitt, 2017).

Rolul biologic al complementului

Activarea complementului genereaza o serie de efecte biologice de o importanta
deosebita 1n rezistenta antiinfectioasa:

* declansarea inflamatiei. Activarea complementului aduce dupad sine
declansarea reactiei inflamatorii prin produsii intermediari rezultati pe parcursul
activarii. Astfel, C5a este un puternic factor chemotactic si chemokinetic pentru
PMN pe care le va aduce in focarul infectios. C3a si C5a sunt anafilatoxine care vor
duce la o degranulare fiziologica a mastocitelor cu eliberarea unor mediatori chimici
vasoactivi;

 citoliza. Celulele pe care s-a fixat complementul si care in mod fiziologic
sunt celulele straine organismului (bacteriile, in cazul de fatd) sunt lizate sub actiunea
complexului de atac al membranei. In cazuri patologice, complementul se poate fixa
de celulele proprii organismului producand distrugerea acestora;

* opsonizarea. Fagocitele au pe suprafata lor receptori pentru C3b. Astfel,
microbii de care s-a fixat C3b vor adera de celulele fagocitare fiind fagocitati mai
eficient.

Deficientele ereditare ale unor componente ale complementului scad capacitatea
de aparare antiinfectioasd a organismului. Astfel, un deficit de Clq, Clr, Cls, C4,
C2 se asociaza cu o susceptibilitate crescutd pentru infectii cu germeni piogeni. O
deficientd de C3 duce la perturbarea activarii complementului pe ambele cai. La
indivizi cu deficientd de C3 opsonizarea este slaba, eficienta fagocitozei redusa,
evolutia infectiilor putand fi fatala. Deficienta de properdina favorizeaza infectiile
cu germeni piogeni, remarcandu-se 1n special aparifia infectiilor meningococice cu
evolutie fulminanta. Deficiente ale factorilor C5, C6, C7, C8 si C9 cresc
susceptibilitatea pentru infectiile diseminate cu neisserii.
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9.4.2. Mediatorii inflamatiei

9.4.2.1. Citokine

Citokinele sunt peptide, asemandtoare hormonilor, cu proprietati
imunomodulatoare, produse de celulele care raspund invaziei microbiene. Ele sunt
mesageri chimici care permit comunicarea intre celulele sistemului imun, dar si
comunicarea cu celulele din afara acestui sistem. Cele care actioneaza chiar asupra
celulelor care le produc sunt denumite autocrine, cele cu efect pe celulele invecinate
paracrine, iar cele cu efect pe celule la distantd endocrine. Exista multe celule
producatoare de citokine, dar cele mai importante sunt macrofagele si limfocitele.
Din punct de vedere functional distingem 3 categorii de citokine:

e citokinele raspunsului imun innascut,
e citokinele raspunsului imun dobandit si
e citokinele care intervin in hematopoeza.

Citokine care intervin in reglarea raspunsului imun inndscut sunt secretate de
macrofage, celule dendritice, LT, NK, celule endoteliale si celulele epiteliilor
mucoaselor ca raspuns la stimularea acestora de catre PAMPs. Dintre acestea
mentiondm:

e [L-1. are rol in producerea febrei, cresterea permeabilitatii vasculare, induce

explozia respiratorie in macrofage si PMN

e [L-6: declanseaza 1n ficat sinteza proteinelor de faza acuta.

e [L-8: secretata de macrofage la stimularea acestora de IL-1, favorizeaza
migrarea leucocitelor din sange spre locul inflamatiei

® TNFa - principala citokind in inflamatia acuta
o este un puternic factor chemotactic pentru PMN, contribuind astfel la
formarea puroiului in focarul infectios
= favorizeaza agregarea $i activarea PMN si eliberarea
enzimelor proteolitice din celulele mezenchimale, deci sunt
producatoare de leziuni tisulare. In exces produce complicatii
sistemice - soc
= induce raspunsul de faza acuta

= cauzeazd simptomele generale ale infectiei: febra,
somnolenta, starea de disconfort, durerea musculara.

e ]L-12 mediaza raspunsul imun natural la germeni cu habitat intracelular. Induce
mecanismele imunitatii mediate cellular.

Chemokinele sunt citokine cu GM mica care au rolul de a atrage leucocitele in
focarul infectios si se impart in doua categorii:

e Chemokine o, din care fac parte IL-8, factorul trombocitar 4, IFN-y, factorul de
activare a macrofagelor si care atrag in focar mai ales PMN neutrofile si
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¢ Chemokinele B, care atrag monocitele, LT, PMN eozinofile si bazofile si celulele
NK.

Citokinele raspunsului imun dobandit le vom descrie la imunitatea dobandita.

9.4.2.2.  Interferonii

Interferonii sunt proteine care joacd un rol important in apararea antiinfectioasa
naturala, constituind prima linie de aparare in infectiile virale. Ele sunt secretate de
celulele infectate cu un virus, sau de prezenta in celule a unor substante cu rol de
inductori de interferoni. Chiar dacd interferonii secretati nu reusesc sa salveze celula,
ei se vor atasa de suprafata celulelor invecinate, protejandu-le pe acestea de infectia
virala. Se cunosc 2 tipuri de interferoni:

Interferoni de tip I (glicoproteine GM 20 kD) care mediaza rezistenta fata de
virusuri

o IFN-a, - 13 subtipuri, secretat de macrofage si PMN ca urmare a
infectiei celulelor respective cu un virus sau dupa stimulare cu diverse
componente bacteriene (endotoxina b.gr.-) etc.;

o IFN-B, secretat de fibroblasti in aceleasi conditii;
Interferonii de tip II:

o IFN-y sau interferonul imun secretat de limfocitele T dupa stimularea
acestora cu un antigen fatd de care limfocitele au fost sensibilizate
anterior si de limfocitele NK avand activitate antivirald, antimitotica
si imunomodulatoare.

Interferonii nu sunt specifici pentru virusul care le-a indus sinteza ci pentru
celula producatoare si specia organismului. Astfel, interferonii produsi de un animal
nu vor fi activi asupra celulelor umane.

In prezent se produce industrial o mare varietate de interferoni umani prin
metodele ingineriei genetice. Ei sunt utilizati cu rezultate bune in diverse infectii
(hepatita B, C, infectie herpetica, SIDA) si in diverse afectiuni proliferative cum sunt
leucemiile, limfoamele, sindromul Kaposi, etc.

9.4.2.3.  Rdspunsul de fazd acutd

Este o reactie generalizata, nespecifica a organismului, stimulata de infectie,
inflamatie, leziuni tisulare si inconstant de procese proliferative, fiind mediata de
citokine dintre care mai importante sunt IL-1, IL-6, TNFa, PGE1 (prostaglandina
E1) si interferoni.

Febra este cel mai evident semn al raspunsului de fazad acutd si este rezultatul
actiunii IL-1, TNFa si alfa interferonului care actioneaza impreuna asupra centrului
termoreglarii din hipotalamus. La aceasta se adauga cresterea PMN in sangele

123



periferic. Se remarcd scaderea fierului si zincului in ser, necesare multiplicarii
bacteriilor.

Proteinele serice a caror concentratie creste in timpul raspunsului de faza acuta
sunt: componente ale complementului, proteinele coagularii, proteinele de transport,
inhibitori ai proteazelor ce favorizeaza fagocitoza si stimuleaza migratia leucocitara.

O proteina de faza acuta este proteina C-reactivd (CRP), produsa de celula
hepatica stimulata de IL-1. In 24-48 ore de la debutul inflamatiei acute concentratia
serica a CRP creste de mii de ori. CRP se poate lega de polizaharidele unui numar
mare de bacterii si fungi. Prin activarea consecutivd a complementului, pe cale
alternativa, se faciliteaza Tndepartarea acestor microorgansime prin bacterioliza si
fagocitoza.

9.4.2.4.  Opsoninele si opsonizarea

Opsoninele sunt substante care adera de suprafata unui microorganism facandu-
1 accesibil fagocitozei. Exista opsonine nespecifice si specifice. C3b, de pilda,
opsonind nespecifica care se produce in timpul activarii complementului se leaga
covalent de microbi. Acest complex, microb-C3b, se leaga de glicoprotein-receptorul
pentru C3b prezent pe membrana fagocitelor (CR1). Fiind legat de fagocit, microbul
va fi fagocitat eficient.

Alt exemplu de opsonina nespecifica este fibronectina, o glicoproteina cu functii
de opsonina fata de bacteriile gram-pozitive. Ea se gaseste la suprafata mucoaselor,
impiedicand, prin proprietatea de a se lega de flora gram-pozitiva, colonizarea
mucoaselor cu flora gram-negativa (de exemplu mucoasa faringiana).

Opsoninele specifice sunt unii anticorpi care, insd, sunt implicati in apararea
antiinfectioasa dobandita si presupun un contact anterior cu agentul infectios.

9.4.2.5.  Rdspunsul inflamator

Inflamatia acuta este rezultatul schimbarilor ce se petrec intr-un tesut ca raspuns
la o agresiune mecanica, chimica sau infectioasa.
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Figura 9.7. Raspunsul acut inflamator mediat prin activarea pe cale alternativa a
complementului (adaptata dupa Roitt, 2017)

Ea este un mecanism de aparare antiifectios rapid, care tinde sa localizeze
infectia si sd prevind diseminarea ei. Manifestdrile locale ale inflamatiei sunt
eritemul (rubor), caldura (calor), durerea (dolor) si edemul (tumor).

Inflamatia poate evolua spre vindecare cu restitutio ad integrum a tesuturilor sau
cu sechele. Deznodamantul unei reactii inflamatorii depinde de extinderea procesului
inflamator, de microorganismele implicate, precum si de reactivitatea gazdei.

Cele 3 evenimente majore ale inflamatiei sunt:

» vasodilatatia capilara locala,

* modificarile structurale microvasculare, si

» acumularea leucocitelor la locul injuriei.

Vasodilatatia capilara. Mediatorii plasmatici ai inflamatiei, ca, de pilda,
complementul, existd sub forma unor precursori care, asa cum am vazut, devin
biologic activi numai dupa activare. Activarea C3 a complementului este o etapa
critica a inflamatiei.

C3a si C5a rezultate 1n cursul activarii complemenetului sunt anafilatoxine
puternice ce determina degranularea mastocitelor cu eliberarea unor mediatori
chimici.
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O parte dintre acestia sunt preformati, asa cum este histamina. Ea are actiune
vasodilatatoare asupra capilarelor, crescind totodatd si permeabilitatea acestora. in
consecinta, se produce o exudare din capilare spre zona infectatd a plasmei cu
mediatorii pe care aceasta ii contine.

Modificarile structurale microvasculare §i acumularea de leucocite. Sub
actiunea unor mediatori chimici rezultati In timpul activarii complementului si
secretati de macrofagele stimulate de toxine bacteriene se modificd endoteliul
capilar, care permite adeziunea PMN de acesta.

PMN sunt atrase de factorii chemotactici de natura bacteriand, de cei produsi in
urma activarii complementului si de cei rezultati din degranularea mastocitelor. Ele
vor parasi capilarul prin diapedeza si se vor indrepta catre focarul inflamator unde
vor distruge microbii prin fagocitoza.

9.4.3. Mecanisme celulare nespecifice

9.4.3.1.  Fagocitoza

Fagocitoza este proprietatea unor celule de a ingloba si digera particule straine
organismului fiind un mecanism important de indepartare a microorganismelor si a
celulelor lezate. Celulele fagocitare sunt: macrofagele si PMN neutrofile si
eozinofile. In anumite conditii si alte celule - fagocite facultative - pot dobandi
proprietati fagocitare, ca, de pilda, fibroblastii.

Polimorfonuclearele neutrofile opereaza ca un front in apdrarea fata de agentii
patogeni. Numarul lor creste Tn timpul unei infectii bacteriene, dar scade in infectiile
virale.

PMN, precum si macrofagele fagociteazd o gama larga de antigene, mai ales
bacterii opsonizate. Dupa inglobare, antigenele straine sunt distruse de enzimele
lizozomale. PMN au in citoplasma lor granulatii primare azurofile ce contin
mieloperoxidaza si alte enzime cum sunt beta-glucuronidaza, elastaza si catepsina
G. Granulatiile specifice, neutrofile contin lizozim si lactoferind. Aceste enzime
hidrolitice si digestive sunt eliberate in fagozom favorizand digestia materialului
fagocitat. Frecvent, leucocitele sunt distruse in urma fagocitozei, ca In cazul
infectiilor cu germeni piogeni (stafilococi, streptococi, neisserii). Ele reprezinta
celulele “kamikaze” ale apdrarii antiinfectioase, deoarece sosesc primele la locul
injuriei.

Polimorfonuclearele eozinofile reprezintd 1-3% din totalul leucocitelor
sanguine. Numarul lor creste in timpul reactiilor alergice, in cazul infectiilor
parazitare. Ele iau parte la apararea antiparazitara si contin enzime ce metabolizeaza
histamina si leucotrienele fiind astfel capabile sa joace un rol important Tn limitarea
reactiilor alergice. Pe de alta parte, ele contin proteine toxice, ca, de pilda, proteina
majord bazicd ce duce la distrugerea celulelor epiteliale 1n tractul respirator, fiind
responsabile de inflamatia cronica in astmul bronsic.
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Eozinofilele fagociteazd complexe antigen-anticorp precum si unele resturi
antigenice ce rezultd din raspunsul imun si care in alte condifii ar duce la boli
autoimune.

Polimorfonuclearele bazofile reprezinta aproximativ 0.5% din leucocite si sunt
echivalentul mastocitelor tisulare. Bazofilele au granulatii mari ce confin numerosi
mediatori chimici §i precursorii acestora, ca, de exemplu, histamina, leucotriene,
prostaglandine, factori activatori ai trombocitelor, etc. Acesti mediatori sunt
eliberati, Tn mod normal, la nevoie, in cantitati reduse. Eliberarea lor masiva poate fi
daunatoare si poate duce la reactii alergice de tip I anafilatic, ca: astm bronsic,
urticarie, febra de fan sau chiar soc.

Fagocitele mononucleare includ monocitele din singe si macrofagele tisulare.
Ele sunt capabile sa fagociteze microorgansime opsonizate, sa distruga unele dintre
ele dar nu pe toate. Unele microorgansime (micobacterii, listerii, brucelle,
cryptococi, toxoplasme) supravietuiesc si se inmultesc in macrofage. In acest caz
celula serveste ca factor de diseminare al infectiei, protejand microorganismele
respective. In cadrul proceselor imunitare mediate celular, monocitele activate pot
omora germenii patogeni intracelulari.

Fagocitoza prin PMN. PMN apar primele ca raspuns intr-o inflamatie acuta,
urmate mai tarziu de macrofage. Factorii chemotactici sunt eliberati de numerosi
microbi. Acesti factori sunt atractanti puternici pentru celulele fagocitare care au
receptori specifici.

Fagocitoza are wurmatoarele etape: chemotaxia, opsonizarea, atasarea,
internalizarea si digestia

¢ Chemotaxia. Fagocitele sunt atrase in focarul infectios de factori de origine
bacteriana si factori chemotactici ce apar in cursul inflamatiei, cum sunt: C5a,
kalicreina produsa de tesuturile lezate, produsi rezultai din metabolismul
acidului arahidonic (prostaglandine, tromboxan, leucotriene). Aceste
substante favorizeaza exprimarea receptorilor pentru C3b al fagocitelor.
Fagocitele parasesc capilarele prin diapedeza.

® Opsonizarea. Reprezinta faza in care microorganismele sunt pregdtite pentru
fagocitoza si adera de fagocite. Aceastd aderare comporta 4 modalitati ce
definesc eficienta fagocitozei.
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Figura 9.8. Eficienta fagocitozei in functie de opsonizare
(adaptata dupa Roitt, 2017)

Mentiondm ca ultimele doud posibilitati apartin rezistentei antiinfectioase
dobandite, deoarece presupun participarea anticorpilor rezultati in urma unui raspuns
imunitar.

o Inglobarea. Dupi atasare, particulele sunt inglobate intr-o vacuola formata
din membrana citoplasmatica. Acestd vacuold, sau fagozom, va fuziona cu
lizozomii primari pentru a forma fagolizozomii in care enzimele lizozomale
vor declansa digestia. Totodata are loc explozia respiratorie care este de fapt
o0 activare puternica a metabolismul oxidativ al PMN.
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(adaptata dupa Schaechter, 2021)

¢ Digestia. Distrugerea microbilor sub actiune enzimelor lizozomale se petrece
prin doud mecanisme:

. mecanismele dependente de oxigen sunt consecinta ‘“‘exploziei
respiratorii” (intensificare brusca a metabolismului) ce insoteste
fagocitoza si pe parcursul careia se formeaza ioni de superoxid
(03Y), oxigen atomic (O"), radicali hidroxili, peroxid de hidrogen
(H20») si hipoclorit. Toti acesti produsi sunt puternic bactericizi

. mecanismele bactericide independente de oxigen se datoreaza
unor enzime hidrolitice (catepsina, glicozidaza, arilsulfataza) ce
digera peretele celular al microbilor,

= defensine: proteine cationice care se leaga de peretele celular
si determind formarea unor canale ce strdpung peretele;

= lizozimul care ataca peptidoglicanul;
= Jactoferina care spoliaza mediul de fierul necesar bacteriilor.

Fagocitoza prin PMN este principalul mecanism de aparare fatd de bacteriile
piogene.

Fagocitoza prin_macrofage. Rolul fagocitozei prin PMN este distrugerea
bacteriilor. Macrofagele intervin mai tarziu in focarul infectios, unde vor fagocita
microbi si detritusurile celulare rezultate in urma leucocitelor distruse la locul
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injuriei. Fazele fagocitozei prin macrofage sunt asemanatoare cu cele descrise mai
sus, dar, spre deosebire de PMN, macrofagele se pot activa daca sunt stimulate
corespunzator. Ele se activeaza sub actiunea unor substante ce apar in urma prezentei
microorganismelor, ca, de pilda, C3b si y-interferon, unele componente bacteriene,
cum ar fi endotoxinele, si de limfocitele Tdh in cadrul raspunsului imun celular. Cu
toate acestea, unele bacterii, protozoare sau fungi sunt capabile sa supravietuiasca si
sd se multiplice Tn macrofagul neactivat (micobacterii, brucelle, criptococi, listerii
etc.). Dupa activare unele dintre ele pot fi distruse. Deci, fagocitoza efectuata de
macrofage este eficientd asupra microorganismelor cu habitat intracelular. Uneori,
insda, microorganismele nu sunt distruse si supravietuiesc pe duratd lunga in
macrofag, rezultatul fiind inflamatia cronica.

Fagocitoza prin macrofage are, pe 1anga rolul de a indeparta bacteriile, mai ales
cele cu habitat intracelular, si cel de a initia raspunsul imun. Macrofagele sunt celule
prezentatoare de antigen care dupd prelucrarea acestuia il prezinta limfocitelor Th
sensibilizate, deci a celor cu memorie. Limfocitele Th naive sunt stimulte de celulele
dendritice care sunt celule prezentatoare de antigen (CPA) profesioniste.
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Figura 9.10. Fagocitoza prin macrophage (adaptata dupd Delves, 2017).

9.4.3.2.  Limfocitele NK

Celulele NK sunt limfocite citotoxice naturale care existd deja la nastere. Ele nu
sunt fagocite, dar pot ataca si distruge Tn mod nespecific celule infectate cu virusuri
sau chiar celule tumorale.
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Figura 9.11. Actiunea limfocitelor NK asupra celulelor tumorale sau virus infectate
(adaptata dupa Delves, 2017).

In contact cu celulele infectate, celulele NK secretd o perforina inrudita cu C9 a
complementului. Aceasta polimerizeazd pe membrana celulei tinta si formeaza aici

canale ce distrug integritatea acesteia.
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10. REZISTENTA ANTIINFECTIOASA DOBANDITA

Aparitia unor substante straine organismului este receptionatd de sistemul imun
care:

e discrimineaza “selful” de “non-self”;

¢ raspunde prin efectori umorali si celulari care vor elimina ceea ce este strain
organismului, mentinand astfel individualitatea si integritatea acestuia;

® memoreaza acest raspuns

Functionalitatea sistemului imun se bazeazad pe complementaritatea sterica
dintre doi parteneri.

Primul partener, perceput de sistemul imun ca non-self, se numeste antigen si
are capacitatea de a induce modificari biologice ale sistemului imun, care constau,
in esentd, in aparitia efectorilor imuni umorali (anticorpi) si/sau celulari (limfocite
sensibilizate).

Partenerul reactiei imune care provine din partea organismului se numeste
anticorp in ser §i secretii si receptor pentru antigen cand se constituie ca parte
componentd a membranei celulare a limfocitelor (BCR pentru limfocitul B si TCR
pentru limfocitul T).

Reactiile imunologice care au loc intre antigen si efectorii imuni a caror formare
a indus-o pot avea consecinte diferite asupra organismului. La o extremitate a acestor
reactii stau cele fiziologice, care asigura imunitatea organismului si pe care omul
incearca sa le provoace artificial prin imunizare pasiva (seroterapie) sau activa
(vaccinare). La cealaltd extremitate stau reactiile imunopatologice, care sunt
defavorabile organismului, fie ca sunt indreptate spre un agent infectios, fie spre
propriile antigene pe care organismul nu le mai recunoaste ca proprii (reactii
autoimune). In aceste cazuri omul cauti si intevind prin depresia reactiilor
imunologice.

10.1. Antigenele

10.1.1. Definitie. Antigene complete. Haptene

Antigenele sunt substante capabile de a interactiona specific cu receptorii pentru
antigen (anticorp, BCR1, TCR2). Datoritad configuratiei de suprafatd, antigenele sunt
recunoscute de organism ca strdine, ca ‘“non-self”. In unele situatii patologice chiar
si unele substante proprii ale organismului pot deveni antigenice, nemaifiind
recunoscute de organism ca self.

Un agent infectios, indiferent de natura lui, este un mozaic de antigene capabile,
fiecare 1n parte, sd produca un raspuns imunitar.

Antigenele complete au doua proprietati de baza:
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* imunogenitatea, care este capacitatea unui antigen de a induce un raspuns
imunitar (umoral sau/si celular), si

* antigenicitatea, care este proprietatea antigenelor de a reactiona in mod
specific cu efectorii imuni (anticorpi, limfocite sensibilizate T sau B) a caror
producere au indus-o.

Haptenele sunt antigene incomplete lipsite de imunogenitate, deci de
proprietatea de a induce ele ingile un rdaspuns imunitar, dar sunt capabile sa
reactioneze cu anticorpi specifici. Contradictia din definitia de mai sus se explica
prin faptul ca o haptend devine imunogena legata covalent de o moleculd mai mare,
numita “carrier”’. Anticorpii care se vor forma vor reactiona la un contact ulterior si
cu haptena libera fara ca aceasta sa fie asociata cu carrierul.

Epitopii. Grupdrile unui antigen care sunt recunoscute de organism ca “non-self”
se numesc epitopi. Partea complementara a efectorilor imuni (anticorpi sau receptori
de pe suprafata limfocitelor) se numeste paratop. Un antigen poartd in general mai
multi epitopi diferiti fatd de care organismul va produce tot atatia efectori imuni cu
paratopi diferiti. S-au descris §i antigene cu epitopi identici repetitivi. Aceste
antigene sunt Tn general polizaharide.

Pozitia epitopilor intr-un antigen este diferita si in functie de aceasta pozitie pot
fi recunoscuti de limfocitele - T sau B.

Epitopii care vor fi recunoscuti de anticorpi sau limfocitele B sunt proeminente
ale unor molecule ghemuite la suprafata antigenului si se numesc epitopi structurali
sau epitopi B. Acesti epitopi nu sunt imunogeni decat 1n stare nativa, denaturarea
substantei modificAnd imunogenitatea acestor epitopi.

Figura 10.1.Epitop B — structural (adaptata dupa Alberts, 2022)

Limfocitele T recunosc doar epitopi situati n interiorul moleculei de antigen
(care este o proteind) si care sunt peptide scurte (8-10 aminoacizi). Acesti epitopi
liniari se numesc epitopi secventiali sau epitopi T. Ei sunt recunoscufi de
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limfocitelele Th doar dupa prelucrarea antigenului de cétre celulele prezentatoare de
antigen (CPA) si dupa ce ajung la suprafata acestora, In asociere cu antigenul de
histocompatibilitate de clasa II (MHC-II).

5

Figura 10.2.Epitop T — secvential (adaptata dupa Alberts, 2022).

Deci, limfocitul B recunoaste epitopul ca o parte a moleculei intacte de antigen,
pe cand limfocitul T isi vede epitopul corespunzator doar dupa descompunerea
moleculei proteice.

Antigenele pot fi timodependente stimuland sistemul imun prin intermediul
limfocitelor T dupad prelucrare macrofagica si timoindependente care stimuleaza
direct limfocitele B, 1n stare nativa, fard interventia limfocitelor T. Antigenele
timodependente sunt proteine, iar cele timoindependente sunt in general
polizaharidele si antigenele cu epitopi repetitivi.

10.1.2. Factori care influenteazd imunogenitatea

Antigenele trebuie sd aiba o anumita configuratie de suprafatd si o structurd
chimica ce le confera caracterul de “non-self”, deci de strain de organism.

Natura chimica a antigenelor este foarte variatd. Cele mai bune antigene sunt
proteinele urmate de polizaharide, care sunt antigene si haptene foarte bune, apoi de
lipide si acizi nucleici, care sunt cel mai ades haptene.

Intensitatea raspunsului imun fatd de un antigen este in functie de natura
chimica, persistenta in organism, doza, ritmul, intervalul si calea de administrare.
Cunoasterea raspunsului 1n functie de acesti factori sta la baza elaborarii calendarului
de vaccinari.

Administrarea antigenelor cuplate cu adjuvanti induce un rdspuns imunitar mai
intens, deoarece creste perioada de remanenta a antigenului in organism.
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Studiul raspunsului imun fatd de antigenele cuplate si necuplate cu adjuvanti
este foarte important, deoarece antigenele de pe suprafata bacteriilor nu induc
niciodatd raspunsuri imune in stare purd, ci cuplate cu corpul bacterian, a carui
componente cu rol adjuvant, influenteaza raspunsul imun.

10.1.3. Antigene microbiene

Microorganismele sunt mozaicuri de antigene. Acestea sunt fie structurale
legate de structura microorganismului (bacterii, virusuri fungi etc.), fie solubile,
secretate de microorganism in mediul Tnconjurator (enzime, exotoxine).

Dintre antigenele structurale, cele mai importante sunt antigenele de suprafatd
(polizaharidele capsulare, componente ale peretelui celular, capside si anvelope
virale, etc.). Componentele microbiene interne pot fi si ele antigenice, dar numai in
cazul 1n care se elibereaza in mediu dupa liza bacteriei.

Antigenele care sunt implicate in patogenitatea agentilor infectiosi se numesc
antigene de patogenitate. Dintre acestea amintim cateva exemple:

* antigenele capsulare (Streptococcus pneumoniae, Klebsiella, Bacillus
anthracis, antigenul de invelis Vi al bacilului tific, antigenul K al bacilului coli
enteropatogen etc.) cu rol antifagocitar

* antigenele de perete (antigenul O din peretele bacteriilor gram-negative,
proteina M la Streptococcus pyogenes, proteina A la Staphylococcus aureus),

* exoenzimele (coagulaza, hemolizinele secretate de Staphylococcus aureus,
fibrinolizinele streptococului beta-hemolitic de grup A etc.),

* exotoxinele (difterica, tetanica, diferitele enterotoxine etc.)

Imunogenitatea antigenelor microbiene depinde de mai mulfi factori, cum sunt:
predispozitia genetica a gazdei, cantitatea, forma de prezentare a antigenului, care
practic nu este niciodatda pur, fiind combinat cu diversi adjuvanti sau carrieri ce
apartin peretelui bacterian, cililor, capsulei etc. La acesti factori se mai adauga
variabilitatea antigenica a unor microorganisme si modificarile pe care le pot suferi
antigenele bacteriene in organism.

Raspunsul imunitar diferd, de asemenea, in functie de habitatul bacteriilor in
organismul infectat, Astfel, agentii infectiosi care se inmultesc in mediul extracelular
induc un raspuns predominant umoral, pe cind cei cu habitat facultativ sau
obligatoriu intracelular un raspuns predominent celular.

Structura antigenicd a agentilor infectiosi este importantd deoarece pe baza ei
putem recunoaste diferitii agenti prin intermediul serurilor imune care contin
anticorpi specifici cunoscuti. Antigenele pe baza carora agentii infectiosi se
incadreaza 1n diferite unitati taxonomice (specii, tipuri, subtipuri) se numesc antigene
de specificitate. De pilda, salmonelele se Tmpart in grupe pe baza antigenului “O”
prezent in peretele celular si 1n tipuri pe baza antigenelor flagelare “H”. Acelasi
antigen poate fi antigen de patogenitate precum si de specificitate. Astfel,
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polizaharidul capsular al pneumococului este in acelas timp factor de patogenitate
precum si criteriu de clasificare a speciei in tipuri. Virusurile gripale se impart in
tipuri si subtipuri de asemenea pe baza strucurii antigenice.

10.1.4. Superantigene

Superantigenele sunt antigene T-dependente care stimuleaza in mod nespecific,
necontrolat si dramatic proliferarea limfocitelor T. Legate de MHC II de pe suprafata
CPA, ele nu se leagd de situsul specific pentru antigen al limfocitului T (TCR)
activand o singura clona de limfocite (0.001-0.0001% din limfocitele T) ci in mod
nespecific de portiunea laterala a acestuia, avand afinitate pentru lanturile de tip V3
ale TCR (receptor pentru antigen al limfocitului T). Acest fapt are ca urmare
activarea policlonald a limfocitelor T (pana la 83% din limfocitele T). Cantitatea
enorma de citokine secretate de numarul mare de limfocite T activate, iIn mod
nespecific, determina manifestari clinice foarte grave, cum este socul. Exista o mare
varietate de superantigene exogene, dintre care amintim unele exotoxine bacteriene
si virusuri. Astfel, de pilda, exotoxinele secretate de S.aureus, eritrotoxinele
streptococice, diferitele enterotoxine sunt superantigene responsabile de
manifestarile clinice a caror gravitate merge pana la soc.

LIMFOCITT
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Figura 10.3. Modul de legare a superantigenelor (adaptata dupa Abbas, 2022)
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In figura sunt reprezentate doua modalitati de stimulare a limfocitelor T. Astfel,
in prima situatie (a), antigenul prelucrat de CPA este prezentat limfocitului Th care
stimulat va urma calea fiziologica a raspunsului imun. Din situatia a doua (b) rezulta
capacitatea superantigenului de a se lega nespecific de partea laterala a limfocitelor
T care au in structura receptorului lor lantul V.

In organism pot lua nastere in mod patologic superantigene endogene care stau
la baza multor imunopatii.

10.2. Sistemul celular imunocompetent

Organele sistemului imun sau organele limfoide sunt raspandite in tot
organismul si implicate in cresterea, diferentierea si activitatea limfocitelor.

Precursorul tuturor celulelor implicate Tn raspunsul imun este celula susa,
omnipotentd, care apare in insulele lui Wolf din sacul vitelin, in primul trimestru al
vietii intrauterine. De aici vor migra spre ficat si splind in trimestrul II. In trimestrul
IIT ajung in maduva rosie, de unde vor migra mai departe in organele limfoide
primare.

10.2.1. Organele limfoide primare

Sunt miaduva osoasi rosie si timusul. In aceste organe limfocitele devin celule
imunocompetente, dobandind repertoriul de recunoastere a antigenelor i
proprietatea de a deosebi “selful” de “non-self’. Acest proces de “scolarizare” se
desfasoara 1n absenta antigenelor din mediul extern.

In timus prolifereazd limfocitele T, din care 10% dobandesc caracterul
imunocompetent, iar restul de 90% sunt distruse.

La pasari, limfocitele B migreaza si se diferentiaza intr-un organ numit bursa lui
Fabricius. La mamifere, deci si la om, ele raméan in maduva rosie si se diferentiaza
aici, maduva rosie fiind si un organ limfoid secundar.

10.2.2. Organele limfoide secundare

Dupa diferentierea lor in organele limfoide primare, limfocitele B si T migreaza
pe calea vaselor sanguine si limfatice in organele limfoide secundare, care sunt
ganglioni limfatici, splina, amigdalele si tesutul limfoid atagat mucoaselor (MALT).

Limfocitele imunocompetente care populeaza organele limfoide secundare sunt
celule antigen-reactive. Deci spre deosebire de organele limfoide primare, unde
instruirea se face in absenta antigenului, in organele limfoide secundare prezenta
acestuia este obligatorie.
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Ganglionii limfatici au rolul unui filtru pentru antigenele venite pe cale
limfaticd si care vor fi preluate de celulele prezentatoare de antigen (CPA):
macrofage, celulele foliculare dentritice).

Sub capsula conjunctiva a ganglionilor se afld sinusul subcapsular, marginat de
macrofage. Limfocitele si antigenele ajung din alte regiuni aici prin vasele limfatice
aferente.

Zona corticala a ganglionului contine limfocitele B organizate in foliculi
limfoizi, care prezinta centrii germnativi daca au fost stimulati antigenic.

Zona paracorticala contine limfocite T care sunt in contact strans cu celulele
dendritice (prezentatoare de antigen).

Zona medularad contine limfocitele T si B, plasmocite, dispuse in cordoane si
macrofage asezate de-a lungul traveelor conjunctive. in trecerea limfei de la vasul
limfatic aferent spre cel eferent, antigenele sunt fagocitate de macrofagele din zona
medulara.

Fiecare ganglion limfatic are o vascularizatie arteriald §i venoasa proprie.
Limfocitele circulante intra in ganglion la nivelul endoteliului specializat al
venulelor postcapilare a zonei paracorticale. Limfocitele nu pot parasi ganglionul
decat prin vasul limfatic eferent. Pentru a ajunge din nou in circulatia sanguina
trebuie sa strabata toatd circulatia limfatica pana la vena subclaviculara.

Splina este formatd din pulpa rosie implicatd in distrugerea eritrocitelor
imbatranite si pulpa alba care reprezinta tesutul limfoid al splinei. Acest fesut este
organizat in jurul arteriolelor centrale, constuituind arii limfoide periarteriolare. Ele
cuprind o zona adiacenta arteriolei care confine limfocite T, in jurul acestei zone
dispunandu-se limfocitele B, organizate fie in foliculi primari nestimulati, fie in
foliculi secundari stimulati ce contin centri germinativi. In zona marginal a centrilor
germinativi se gasesc macrofage si celule dendritice. Limfocitele intrd si parasesc
splina pe cale sanguind, deoarece splina nu dispune de un drenaj limfatic asemanator
ganglionilor limfatici.

Sistemul imun al mucoaselor (MALT)este format din tesut limfoid atasat
mucoasei gastrointestinale, respiratorii si a tractului uro-genital si este deosebit de
important Tn apdrarea antiinfectioasd dobanditd deoarece este principala bariera
antiinfectioasa fata de microorganismele care patund in organism pe cale digestiva,
respiratorie si urogenitala.

Mai bine cunoscut este tesutul limfoid asociat bronhiilor (BALT) cu rolul de a
capta antigenele venite pe calea aerului si tesutul limfoid asociat intestinului (GALT)
care preia antigenele venite pe cale digestiva.

BALT este format din foliculi si alte agregate limfocitare dispuse in intreg
sistemul bronsic, mai ales la bifurcatia bronsiilor, bronhiilor si bronhiolelor. Dispune
de o retea foarte organizata de capilare, arteriole, venule si vase limfatice eferente
ceea ce arata cd joacd un rol de filtru pentru toate antigenele care ajung aici, fie pe
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cale respiratorie, fie circulatorie. Antigenele venite pe cale respiratorie sunt preluate
de celulele M sau Owen.

GALT este alcatuit din placile lui Peyer (aglomerari submucoase de limfocite B
si T de-a lungul intestinului care sunt stimulate de antigenele ce patrund pe cale
digestiva) si limfocitele intraepiteliale.

Situate deasupra placilor lui Peyer inspre lumenul intestinal se afla celulele M
sau celulele lui Owen. Ele au forma de potcoava cu concavitatea spre placile Peyer
si sunt specializate in preluarea antigenelor din intestin. Ele vor prelua antigenul prin
pinocitoza, dar nu il prelucreaza ci il elibereaza prin transcitoza la celalalt pol unde
este preluat de celulele dendritice. Acestea vor prezenta epitopii limfocitelor T si B
ducand la diferentierea acestora. Celule M pot prelua in anumite situatii proteine
solubile precum si antigene particulare cum sunt unele virusuri, bacterii si
protozoare. In general patrunderea acestora din urmi ar trebui si fie impiedicati de
IgA secretor ce se afla pe mucoasa digestiva, dar unele microorganisme au dezvoltat
mecanisme de eludare a acestei bariere de aparare.

Limfocitele B sensibilizate de antigen si care vor produce IgA pardsesc placile
lui Peyer si ajung mai intai in ganglionii limfatici regionali (mezenterici). De aici,
urmand calea vaselor eferente, ajung in canalul toracic si in circulatia generala.
Majoritatea acestor limfocite B reintrd in lamina proprie a mucoasei intestinale,
fenomen denumit “homing limfocitar”. O micd parte din limfocitele B care au parasit
initial intestinul, parasesc torentul sanguin si se indreapta spre alte tesuturi limfoide
mucoase (tract respirator, urogenital, bronsii etc) sau in glande cu secretia exocrind
(salivare, mamare) unde se vor transforma tot in plasmocite secretoare de IgA. In
acest fel informatia antigenica este raspanditd in Intreg organismul.

Dupa asezarea lor, ele se matureaza spre plasmocite secretoare de IgA dimer.
Cele doud molecule de IgA sunt legate intre ele pintr-un lang J, apoi trec prin celulele
epiteliale dobandind piesa secretorie. De la contactul celulelor M cu un antigen trec
30-50 de zile pana la aparitia anticorpilor pe suprafata mucoasei respiratorii.

Deci, patrunderea antigenelor pe cale respiratorie si digestivd poate duce la
aparitia unor anticorpi protectori de tip IgA la suprafata mucoasei nazale, bronsice
sau intestinale. Cunoasterea acestui proces este foarte important deoarece sta la baza
vaccindrilor pe cale orala pe de o parte sau declanseazd fenomene de
hipersensibilizare pe de alta parte (astm bronsic, alergii alimentare).

Initierea raspunsului imun produs de un agent infectios care strabate barierele
externe ale apdrarii antiinfectioase naturale depinde de calea de patrundere. Astfel,
daca agentul infectios patrunde direct in circulatie va ajunge in splind unde va initia
un raspuns imunitar. Daca patrunde prin piele, datoritd unui traumatism, de pilda, va
fi transportat de la locul inflamatiei prin limfa la ganglionii limfatici regionali, care
vor servi ca sediu al raspunsului imun. In fine, dacd stribate mucoasa digestiva sau
respiratorie va ajunge in tesutul limfoid atasat mucoaselor (MALT), unde se va
produce si raspunsul imun. Aici se vor produce anticorpi (IgA) care vor ajunge la
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suprafata mucoaselor respective, iar o parte din limfocite vor migra la alte organe
limfoide, astfel ca informatia antigenica sa ajunga in intreg organismul.

10.2.3. Celulele implicate in raspunsul imun

Pentru a avea spatiu suficient pentru celulele care potential pot recunoaste
milioane de antigene invadante, sistemul imun mentine foarte putine celule pentru
fiecare specificitate. Cand apare un antigen, aceste cateva celule specifice sunt
stimulate si prolifereazd formand o clond. Ulterior sunt implicate mecanisme
supresoare care stapanesc aceastd proliferare.

Pentru a produce un raspuns imunitar, un antigen trebuie sd interactioneze cu o
serie de celule prezente in sange si diferite tesuturi. Acestea sunt celulele
prezentatoare de antigen (CPA) si limfocitele T si B.

In interactiunea dintre antigen si aceste celule de o importantd majord sunt
antigenele de histocompatibilitate (MHC) de pe suprafata acestor celule.

10.2.3.1. Antigenele de histocompatibilitate (MHC)

Responsabil de respingerea grefei in transplante este un grup de gene de
histocompatibilitate, numit si complexul MHC, care codificd glicoproteine
membranare Tmpotriva carora se indreapta reactia imuna. Exista atat de multe gene
alele MHC (Major Hystocompatibility Complex), Incét este putin probabil sa existe
doua persoane care sa aiba antigenele identice. Ele au fost denumite initial HLA
intrucat au fost descoperite pe suprafata leucocitelor umane (human leukocyte
antigens).

Cu timpul insa, s-a descoperit ca rolul lor biologic este extrem de important
deoarece prin participarea nemijlocita la recunoasterea de catre limfocitele T a
antigenelor, inifiaza raspunsul imun care std la baza rezistentei antiinfectioase
dobandite. Ele interactioneaza direct cu antigenul, pe care il prezinta limfocitelor T.
Se deosebesc trei clase de antigene majore de histocompatibilitate: MHC-1, MHC-
IT si MHC-IIIL.
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Figura 10.4. Antigenele de histocomplatibilitate (adaptatd dupa Abbas, 2022)

MHC-I se gaseste pe membrana celulard a tuturor celulelor nucleate ale
organismului. In structura MHC-I se remarca un lant greu, format din 3 domenii,
legat de o beta-2-microglobulind (Fig. 10.4) si are rol in recunoasterea de catre
organism a celulelor infectate si tumorale. MHC I prezinta limfocitelor Tc epitopi
reprezentati de peptide scurte provenite din antigene endogene care sunt:

e proteine codificate de agenti infectiosi cu habitat intracelular (bacterii,
virusuri, protozoare)

e proteine care au parasit accidental fagozomii in timpul fagocitozei
® antigene tumorale

Aceste antigene sunt degradate in organite celulare numite proteazomi, pana la
nivel de epitopi care se vor atasa de MHC I si transportate la suprafata celulelor. Aici
vor fi recunoscute de limfocitele Tc, care initiazd raspunsul imun celular ce consta
in distrugerea celulei infectate sau tumorale.

MHC-II se gaseste numai pe suprafata celulelor prezentoare de antigen, adica a
celulelor dendritice, a macrofagelor si a limfocitelor B. Deci celulele prezentatoare
de antigen sunt capabile sa exprime la suprafata lor atat MHC I cat si MHC II.

MHC 1II prezinta limfocitelor Th epitopii proveniti din antigene exogene.
Antigenele exogene sunt antigene rezultate din descompunerea agentilor infectiosi
(bacterii, fungi, protozoare) dupa ce au fost fagocitati de catre celulele dendritice si
macrofage. In aceste celule, antigenele sunt descompuse in interiorul fagozomilor,
eliberandu-se epitopii care sunt peptide scurte. Acesti epitopi vor ajunge la suprafata
CPA 1n asociatie cu antigenele MHC 1l si prezentati limfocitelor Th.
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10.2.3.2. Celulele prezentatoare de antigen (CPA)

CPA sunt celulele care au proprietatea de a prezenta antigenele limfocitelor T.
Ele cuprind in primul rand celulele dendritice, care sunt CPA profesioniste,
macrofagele, si limfocitele B.

Celulele dendritice au aceasta denumire deoarece au prelungiri foarte lungi si
ramificate prin care se ancoreza de tesutul in care se afla. Ele au fost descoperite in
1868, 1n structura pielii de Paul Langerhans, student la vremea aceea si uitate.
Redescoperite de Ralph Steinman in 1973 (premiul Nobel), ele capata o importanta
din ce In ce mai mai mare in declansarea raspunsului imun dobandit, studiul lor
deschizand perspective foarte promitatoare in terapia cancerului.

De origine mieloida, comuna cu cea a macrofagelor, ele sunt prezente in toate
organele limfoide si la nivelul interfetelor organismului cu mediul Tnconjurdtor
(piele, mucoase) si se constituie ca adevarate santinele ale organismului fata de orice
invazie straind. Celulele dendritice sunt, de asemenea implicate in reactia opusa
raspunsului imun - imuntoleranta fatd de propriile antigene.

Majoritatea celulelor dendritice care circuld in organism sunt imature. Fiind
situate strategic la interfata cu mediul extern, ele inglobeaza diversi agenti infectiosi
sau alte antigene. Dupd inglobarea acestora, celulele dendritice se matureaza,
prelucreazd antigenele inglobate si capacitatea lor de a forma complexe epitopi —
MHC creste.

Intrucat celulele dendritice exprima la suprafata lor atat MHC I cat st MHC 11,
ele pot prezenta atat antigene exogene limfocitelor T- helper naive in asociere cu
MHC II, cat si limfocitelor T- citotoxice, in asociere cu MHC 1. Dupa ce limfocitele
T naive au fost stimulate de celulele dendritice, ele devin accesibile la o noua
stimulare cu acelas antigen prin restul celulelor prezentatoare de antigen: macrofage
si limfocite B.

In afara de stimularea antigenica a limfocitelor T, celulele dendritice determind
calitatea raspunsul imun. In functie de citokinele secretate, limfocitele Th se vor
diferentia in limfocite Th1 sau Th2.

Existd 1n prezent un interes foarte mare pentru celulele dendritice deoarece ele
ofera o posibilitate eficientd de terapie, In diverse afectiuni maligne precum si in
imunopatii.

Macrofagele. Sistemul mononuclear macrofagic este alcatuit din celule cu
origine mieloida, precursorul lor comun fiind monoblastul. Ele parasesc maduva
rosie, intrd in sange unde se numesc monocite si reprezintd 10% din leucocitele
sanguine. Dupa cateva zile parasesc circulatia, patrund in diverse tesuturi, devenind
macrofage mature. Denumirea lor depinde de zona anatomica in care au migrat.
Astfel, ele se numesc macrofage alveolare in plaman, microgli: in tesutul nervos,
celule Kupffer in ficat, osteoclaste in schelet, celulele mezangiale renale etc.
Macrofagele au pe suprafata lor receptori pentru C3b a complementului si pentru Fc
a imunoglobulinelor. Ele intervin in apdrarea antiinfectioasa prin fagocitoza, dar
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rolul lor esential consta in relatiile pe care le stabilesc cu limfocitele Th, carora le
prezinta antigenul. Macrofagele secreta IL-1 cu activitate de stimulare asupra
limfocitului Th, care la randul lui secretd IFN-y care activeazd macrofagele. Spre
deosebire de celulele dendritice care prezintd antigenele limfocitelor naive,
macrofagele prezinta antigenele numai limfocitelor T cu memorie, deci antigene cu
care organismul a mai venit Tn contact.

Indiferent de tipul de CPA, ele au la suprafata lor antigene de histocom-
patibilitate (MHC) de clasa I si II. Dupa inglobarea antigenului, CPA prelucreaza
antigenul degradandu-1 pana la nivel de peptid format din 8-10 aminoacizi. Acest
peptid ajunge la suprafata CPA asociat antigenului MHC de clasa II si este prezentat
limfocitului Th, care nu recunoaste antigenul decat in aceasta asociere. Cand CPA
prezintd antigenul limfocitului T, ele secretd o monokina - IL-1 care are actiune
stimulatoare asupta limfocitului Th.

Atunci cind celulele organismului (deci si CPA) au in interiorul lor un
microorganism cu parazitism obligatoriu intracelular, acesta va determina schimbari
ale structurii antigenice de suprafata si acestea vor fi recunoscute de limfocitele Tc
in asociatie cu MHC de clasa L.

In concluzie, celulele prezentatoare de antigen sunt responsabile de prelucarea
antigenului, si prezentarea acestuia limfocitelor Th 1n asociatie cu MHC-II si secretia
de IL-1. Dar pot fi recunoscute si de limfocitele Tc, atunci cand isi modifica structura
antigenicd de suprafata.

10.2.4. Celule cu origine limfoidd - limfocitele

Limfocitele alcatuiesc 10 -15% din elementele seriei albe sanguine. Cele
aproximativ un trilion de celule limfocitare (1kg) poartd responsabilitatea majora a
sistemului imun. Ele nu pot fagocita, dar demonstreaza alte proprietati speciale:

» poartda pe suprafata lor receptori specifici care permit fiecarei celule sa
reactioneze cu un anumit antigen. Aceasta constituie baza specificitatii imunologice;

* sedivid dupa stimularea antigenica si formeaza clone celulare cu specificitate
identica. Unele limfocite au durata de viatd lunga retinand informatia antigenica timp
indelungat, chiar toata viata. Aceasta este baza memoriei imunologice;

* limfocitele sunt vehiculate de sange si limfa, memoria specifica dobandita in
urma unui raspuns imunologic repartizandu-se intregului organism.

Limfocitele cu functionalitate diferita au aspect asemdnator la microscopul
optic, dar au markeri de suprafatd ce pot fi identificati cu anticorpi monoclonali.
Astfel se identifica limfocitele B si limfocitele T cu subpopulatiile corespunzatoare
si celule nule.

Limfocitele B reprezinta 2-12% din limfocitele circulante. Ele au pe suprafata
lor markerul CD19 si antigene MHC de clasa 11.
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Cand limfocitul B este stimulat corespunzator prin limfocitul T-helper sau mai
rar de antigene timoindependente, el Tncepe sa se divida transformandu-se in
limfoblasti care dau nastere la plasmoblasti, apoi la plasmocite. Toate celulele
provenite dintr-un singur limfocit B apartin unei singure clone celulare, producatoare
a milioane de anticorpi identici care vor fi eliberati in mediul intern. Pe suprafata
limfocitelor B se gaseste B Cell Receptor (BCR) care permite celulelor B sa
recunoasca antigenele specifice. Limfocitele B pot indeplini si rolul de CPA.
Limfocitul Th astfel stimulat, va secreta la randul sdu citokine care vor determina
diferentierea LB in plasmoblasti si plasmocite, adicd in celule secretoare de
anticorpi.

Cele mai multe limfocite B sunt sub control direct al limfocitelor T-helper care
stimuleaza activitatea lor. Exista Tnsa si limfocite timoindependente, care nu necesita
cooperarea cu limfocitele T reglatoare fiind stimulate direct de antigen.

Dupa stimulare antigenica, limfocitele se diferentiaza, in afard de plasmocite
secretoare de anticorpi, si in limfocite B cu memorie, care sunt celule cu viata lunga,
fiind responsabile de un raspuns umoral rapid la o stimulare ulterioard cu acelasi
antigen.

Limfocitele T reprezintda 69-80% din limfocitele circulante.

Ca si limfocitele B, ele recunosc in mod specific un numar imens de antigene
ceea ce inseamna ca si ele trebuie sa dispuna de un mecanism care sa le garanteze
variabilitatea receptorilor. Principiul mecanismului de sintezd a receptorilor este
asemanator celui prin care se sintetizeaza anticorpii.

Markerii de suprafatd a limfocitelor T. La suprafata limfocitelor T se gasesc
markerii care individualizeaza subpopulatiile de limfocite T.

La toate categoriile functionale de limfocite T este prezentd molecula CD3 care
se asociaza cu receptorul pentru antigen al limfocitului T.

Limfocitele T helper (Th) alcatuiesc o subpopulatie de limfocite cu rol major in
apararea antiinfectioasa. Ele activeazd limfocitele B, care devin plasmocite
secretoare de anticorpi, activeaza macrofagele in vederea distrugerii germenilor cu
habitat intracelular si activeaza limfocitele Tc care vor distruge celule tumorale sau
infectate. Pentru a-si Indeplini aceste functii ele sunt activate la randul lor prin
stimularea antigenicd de cdtre celulele dendritice. Celulele dendritice secreta
interleukine care vor duce la diferentierea limfocitelor Th naive in limfocite Th
efectoare. Celulele dendritice dicteaza directia in care se vor diferentia limfocitele
Th:Th1 sau Th2

Thl - stimuleaza imunitatea celulara

e secretd y-interferon care activeaza macrofagele parazitate de germeni cu
habitat intracelulari (Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis),
crescand astfel eficienta fagocitozei

® secretd limfokine care stimuleaza producerea de anticorpi opsonizanti
Th2 — stimuleazad imunitate umorald
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¢ raspunsul fata de alergene
e raspunsul fatd de helminti,

Th reg -sunt implicate in toleranta imunologicd, homeostazia limfocitara si
reglarea raspunsului imun

Th17 —sunt implicate in raspunsul imun fatd de germeni cu habitat extraceltular,
infectii fungice si reactii autoimszune.

Th17 Bacterii extracelulare
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Figura 10.5.Diferentierea limfocitelor Th dupd stimularea imunologica
(adaptata dupa Masopust, 2013)

Limfocitele T citotoxice (Tc) sunt stimulate prin antigene care sunt exprimate la
suprafata celulei gazda ca de pilda, celulele virus infectate, celule infectate cu
microbi cu habitat intracelular sau celule tumorale pe care sistemul imun nu le mai
recunoste ca self. Markerul de suprafata este tot CD8+.

Limfocitele T cu memorie se formeaza in timpul raspunsului primar, ele avand
o viata de aproximativ 40 de ani. Memoria lor imunologicad insa se intinde pe o
perioada de 10-15 ani.

In concluzie:

* limfocitele B vor duce la sinteza de anticorpi si sunt responsabile de
imunitatea umorala,

» limfocitele T citotoxice vor distruge celule gazda care si-au pierdut caracterul
de “self”, cum sunt celulele virus infectate sau tumorale. Ele raspund de imunitatea
celulara,

» limfocitele T helper au rol reglator. Stimularea limfocitelor T citotoxice si a
limfocitelor B timodependente nu poate avea loc 1n absenta limfocitelor Th,
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Recunoasterea antigenului este punctul nodal al raspunsului imunitar si se
bazeazd pe complementaritatea stericd dintre antigen si moleculele implicate in
recunoasterea sa, respectiv receptorii pentru antigene ai limfocitelor si anticorpii.

10.2.5. Receptorii pentru antigen a limfocitelor

10.2.5.1. Receptorii pentru antigen a limfocitelor B (BCR)

Majoritatea limfocitelor B exprima la suprafata lor 2 clase de imunoglobuline:
IgM si IgD. Numarul limfocitelor circulante care prezinta pe suprafata lor IgG, IgA
sau IgE este redus, spre deosebire de limfocitele din tesutul limfoid asociat
mucoaselor care au pe suprafata lor mai ales IgA. Pe langa imunoglobulinele cu rol
de receptori, limfocitele B mai posedd pe suprafata lor MHC de clasa II, cu rol
important in cooperarea intercelulara.

Receptorii pentru antigen ai limfocitelor B, respectiv imunglobulinele de
suprafatd, recunosc antigenele in stare nativd, respectiv epitopii structurali sau
epitopii B ai antigenelor. Reamintim ca antigenele timodependente sunt recunoscute
de limfocitele B numai in prezenta limfocitelor T-helper, pe cand cele
timoindependente fara interventia acestora.

BCR TCR

Figura 10.6. Receptorii pentru antigen ai limfocitului B (BCR) si T (TCR)
(adaptata dupa Janeway, 2017)

10.2.5.2. Receptorii pentru antigen a limfocitelor T

TCR este receptorul pentru antigen al limfocitului T. Este format din doud
lanturi polipeptidice a,f} sau vy,0.
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Majoritatea limfocitelor prezinta la suprafatd TCR 2 care este format din 2
lanturi de tip a si B. Ambele lanturi au cate doud domenii extracelulare, o portiune
transmembranard de ancorare si o prelungire intracelulard scurtd. Fragmentele
extracelulare sunt foarte asemanatoare structurii de baza a anticorpilor, domeniul
apropiat de membrana celulara fiind constant iar cel departat, variabil, responsabil
de legarea specifica a antigenului.

O minoritate a limfocitelor T au pe suprafata lor receptorul pentru antigen TCR
format tot din doua lanturi cu dispozitie asemanatoare y si 0.

TCR nu recunosc antigenele native, ci doar dupa prelucrare macrofagica si in
asociatie cu antigenele de histocompatibilitate de clasa II. Limfocitele T citotoxice
recunosc numai antigenele virale sau tumorale care se afla la suprafata acestor celule
in asociatie cu antigenele MHC de clasa 1.

10.2.6. Anticorpii

Anticorpii sunt proteine serice care migreazd In campul electric cu
gamaglobulinele, dar prezenti si in alte umori sau secretii, cu o structura capabila sa
le asigure legarea ferma si specificd de antigen. Ei au fost pusi in evidentd pentru
prima oara de Tiselius care a reusit separarea electroforetica a proteinelor plasmatice.

10.2.6.1. Structura generald a anticorpilor

Anticorpii sunt structuri moleculare bifunctionale: o parte a moleculei se leaga
prin complementaritate de antigen, iar cealaltd parte este responsabila de o serie de
efecte biologice secundare.

Unitatea de baza a anticorpilor este formatd din 2 lanfuri identice grele, H
(heavy) cu GM de 50.000 - 70.000 Da si 2 lanturi identice usoare L (light), cu GM
in jur de 25.000 Da, care se asambleaza in forma de T sau Y. Lanturile sunt legate
intre ele de forte necovalente hidrofobe si prin punti disulfurice: o punte intre
lanturile L si H si cel putin doua intre lanturile H 1n functie de clasa si subclasa de
anticorp. Unitatea monomerica are o GM 1n jur de 150.000 Da.

Lanturile grele prezinta o diversitate structurald accentuatd fiind notate cu
literele grecesti gama (y), miu (n), alfa (a), delta (0) si epsilon (¢). Lanturile usoare
sunt numai de doua tipuri: kappa (k) si lambda (A).

Imunoglobulinele se clasificd in functie de lanturile pe care le contin in 5 clase:
IgG, IgM, IgA, IgD, IgE. De exemplu imunoglobulina G contine 2 lanturi grele vy si
doua lanturi usoare k sau A. Aceeasi imunoglobulind contine sau lanturi k sau A.

Elucidarea relatiei ce exista intre structura si functiile anticorpilor a inceput prin
digestia proteolitica a acestora. Sub actiunea pepsinei imunoglobulinele se cliveaza,
la nivelul aminoacidului 234 al lanturilor grele, intr-un fragment F(ab)2 (fragment
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antigen-binding) si un fragment Fc (fragment cristalizabil), iar sub actiunea papainei,
la nivelul aminoacidului, 224 1n doua fragmente Fab si un fragment Fc.

Fragmentele Fab reprezinta capetele -NH> terminale ale moleculei, fiind
purtatoare, fiecare, a unui situs de combinare cu antigenul.

Paratopul, structura esentiald a anticorpului, este situsul de interactiune cu
epitopul, format din regiuni hipervariabile si variabile ale lanturilor H si L. Fiecare
imunoglobulind contine doi paratopi identici ce se afla in regiunea hipervariabild a
lanturilor H si L. Deci, un anticorp este bivalent.

Situsul de legare

Faty cu antigenul \Fah

Fc Situs citofil

Figura 10.7.Structura de baza a imunoglobulinelor (adaptata dupa Alberts, 2022).

Daca se cerceteaza secventa de aminoacizi a lanturilor grele si a lanturilor usoare
in cadrul unei clase de imunoglobuline, se observa o enorma diversitate a acesteia la
capatul NH- terminal al lanturilor, pe cand restul domeniilor (unul C-terminal la
lantul usor si 2 domenii mijlocii i unul terminal la lanturile grele) demonstreaza o
structurd constantd. Regiunile NH» terminale a lanfurilor grele H si a lanfurilor usoare
se noteazd cu Vy, respectiv VL.

Partea constanta a lantului usor se numeste Cy. Partea constanta la lantului greu
cuprinde 3 regiuni diferite Cul, Cu2, Cn3. Aceste regiuni sunt stabilizate prin punti
disulfurice intracatenare §i se numesc domenii. De domeniile Cx2 se leagd lanfuri
oligozaharidice.
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Cele 2 situsuri de legare cu antigenul sunt situate in domeniile variabile.
Regiunea balama este un segment al lanturilor grele localizat intre Cul si CH2 si ea
schimba unghiul dintre Fab si Fc dupa legarea anticorpului cu antigenul. Astfel, Fab
este perpendicular pe Fc, imaginea tridimensionald a imunoglobulinelor amintind de
litera T

Situsul
de legare
cu antigenul

Situsul
de legare
cu antigenul

Situs de |egare 39
receptorii Fc si
complement

% ¥ : 55 punte
o = disulfurica
I — —s zaharid
5 5 )
Fec receptor \f.fH =CH3) —
and complement | e’ . o
binding sites w g omeniu Ig

Figura 10.8. Structura de baza a imunoglobulinelor (adaptata dupa Alberts, 2022)

In momentul combinarii anticorpului cu antigenul, acest unghi se schimba,
molecula luand forma unui Y. Prin aceasta modificare se dezveleste situsul de
combinare al Fc cu factorul Clq al complementului §i se declanseaza activarea
acestuia pe cale clasica.

Aspectul paratopului depinde de plierea domeniilor variabile, care la randul lor
este in functie de secventa de aminoacizi din aceasta regiune.

Fragmentul Fc, situat la extremitatea -COOH terminala a moleculei, poarta
situsuri citofile (prin care unele imunoglobuline se pot fixa de anumite celule ca, de
pilda, neutrofile, macrofage, bazofile), situsuri de fixare a complementului si
markerii izotipici si alotipici al lanfurilor H.

Specificitatea anticorpilor. Anticorpii, fiind proteine, sunt la randul lor
antigenici. Specificitatea imunoglobulinelor este :

* izotipica si corespunde structurii diferitelor clase si subclase de lanturi grele
si usoare, prezente la toti indivizii unei specii. La om, de pilda, izotipurile sunt
determinate de prezenta in molecula a lanturilor usoare lambda sau kappa si a
lanturilor grele alfa 1, alfa 2, gama 1,2,3,4, miu 1,2, delta sau epsilon,
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* alotipicd ce rezulta din structura constantd a imunoglobulinelor unui grup de
indivizi in cadrul unei specii,

* idiotipica ce este proprie fiecarui anticorp in parte si este definita de structura
zonel hipervariabile.

b) Caracterele biologice principale ale imunoglobinelor

Lanturile grele definesc clasa de imunoglobulind si confera acesteia proprietafi
caracteristice.

10.2.6.2. Imunoglobulina G

IgG reprezinta 70% - 80% din imunoglobulinele serice, concentratia ei fiind de
8-16mg/ml. Concentratia normala este atinsa la varsta de 5-8 ani. Dimensiunea mica
a moleculei (GM 15 KD) face posibilad patrunderea ei si in tesuturi. IgG se imparte
in 4 subclase IgG1, 1gG2, 1gG3 si IgG4, care diferd intre ele structural prin secventa
aminoacizilor Tn Fc al lanturilor H si prin numarul si sediul legaturilor disulfurice
dintre lanturile H si L si dintre lanturile H.

Proprietatea IgGl si IgG3 de a se lega prin Fab de antigenul bacterian
(opsonizare) si prin Fc de receptorii de pe suprafata PMN si a macrofagelor
favorizeaza inglobarea bacteriilor de citre aceste celule, potentind fagocitoza. In
afard de Ig(G4, toate celelalte subclase de IgG sunt capabile sa activeze complementul
pe cale clasica dupa unirea cu antigenul specific (de exemplu o celuld bacterianad),
ceea ce are ca urmare citoliza dacd antigenul este situat la suprafata unei celule
(bacteriene de exemplu). Clasa IgG cuprinde, in afard de anticorpi opsonizanti, si
anticorpi neutralizanti (antitoxine), precipitanti (precipitine) si aglutinanti
(aglutinine). IgG trec prin placentd de la mama la fat, asigurdnd rezistenta
antiinfectioasa a sugarului in primele luni dupa nastere.

Timpul de Tnjumatdtire a IgG serica este de 21 de zile, cu exceptia IgG3 care
este metabolizata dupa 7 zile.

10.2.6.3. Imunoglobulina A

IgA reprezinta 17% din totalul imunoglobulinelor. Ea apare in ser ca monomer,
cu GM de 160.000 Da si o constanta de sedimentare de 7S, intr-o concentratie de
200 mg/100ml si este formata de plasmocitele din ganglionii limfatici si splina. Nu
este capabild sad fixeze complementul, dar reactioneazad cu antigenele din torentul
circulator. Se presupune, de pilda, ca antigenele din intestin ce au patruns prin bariera
intestinald si au ajuns in sange sunt fixate de IgA si vor fi eliminate prin ficat.

Cea mai mare parte a IgA este prezenta extravascular sub forma de dimer - IgA
secretor (S-IgA) - in secretiile epiteliilor (lacrimi. salivda, mucus bronsic etc.) si la
suprafata mucoaselor. Cea mai mare parte a S-IgA este produsd de plasmocitele
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tesutului limfatic asociat mucoasei intestinale dar si ale celui asociat celorlalte
mucoase (respiratorii, nazale etc.).

Figura 10.9. Structura S-IgA (adaptata dupa Roitt, 2017).

S - IgA este alcatuitd din 2 molecule de IgA, legate printr-un lant J (join)
glicolipidic si o componentd secretorie polipeptidica (CS). Componenta secretorie se
adauga dimerului 1n celula epiteliala si faciliteaza transportul IgA prin epitelii si
secretia sa 1n saliva, lacrimi, lapte si protejeaza S - IgA de actiunea enzimelor
digestive. Ca si IgA seric, S - IgA nu poate fixa (activa) complementul pe cale clasica
ci numai alternativa, deci nu poate participa la opsonizare. Fixeaza 1nsa bacterii si
virusuri prin Fab formand complexe imune si impiedica astfel fixarea acestor agenti
infectiosi de celulele epiteliale ale mucoaseor. Aceastd “neutralizare” este cea mai
importantd functie antiinfectioasd a S-IgA pe mucoase. IgA are doud subclase IgA1
si IgA2. IgA 1 se gaseste predominent sub forma monomerica deci in ser, iar IgA2
mai ales sub forma de S-IgA.

Concentratia normala de S-IgA este atinsa la varsta de 10-11 ani, ceea ce explicda
frecventa infectiilor respiratorii la copii.

La una din 700 de persoane se constatd un deficit de S-IgA, Daca acest deficit
nu este compensat de o activitate crescuta de IgM sau daca se adauga si un deficit de
IgG, persoanele afectate sunt susceptibile de a face frecvent infectii respiratorii si
intestinale.

10.2.6.4. Imunoglobulina M

IgM se prezintda sub forma wunei structuri mari (IgM-macroglobulind)
pentamerice cu o greutate moleculard de 900.000 Da si constantd de sedimentare de
19S. Cei 5 monomeri de IgM sunt legati intre ei printr-un lant J. Datoritd greutatii
moleculare mari, IgM nu trece prin placentd. Reprezintda 6-7% din totalul
imunoglobulinelor serice, concentratia fiind de 0,5-2mg/ml. Aceasta concentratie
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este atinsa la varsta de 1 an. Timpul de injumatatire a [gM este de 6 zile. Se cunosc
2 subclase de IgM - IgM 1 si [gM?2, fara a se evidentia insa diferente 1n activitatea lor
biologica.

Figura 10.10.- Structura IgM (adaptatd dupa Roitt, 2017).

In contextul raspunsului imun, IgM este clasa de anticorpi care apare in
raspunsul primar. Prezenta anticorpilor IgM fata de un anumit agent infectios indica
o infectie acuta, recentd. Reprezinta mare parte din “anticorpii naturali”, ca de
exemplu isoaglutininele de grup (anti-A, anti- B), sunt I[gM.

Datorita structurii pentamerice, IgM are 10 situsuri de combinare cu o
configuratie care permite legarea preferentialda de antigenele corpusculare. Asadar,
este deosebit de eficace 1n legarea microorganismelor, producand aglutinarea
acestora. Prin fixarea complementului se realizeazd concomitent opsonizarea
bacteriilor. IgM activeaza complementul pe cale clasica favorizand deci si
bacterioliza.

10.2.6.5. Imunoglobulina E

Este o Ig monomer, cu GM 190.000 si costantd de sedimentare 9S. Timpul de
injumatatire este de 2-4 zile. Nu fixeaza complementul. Se gaseste n cantitati extrem
de mici in serul persoanelor sandtoase, dar in concentratii crescute la persoane
alergice. IgE sunt anticorpi citofili, care se leaga prin Fc de receptorii specifici de pe
suprafata leucocitelor bazofile si a mastocitelor. In contact cu alergenul specific, care
le-a indus producerea, are loc degranularea acestor celule cu eliberarea unor
mediatori chimici (histamind, serotonind, leucotriene, prostaglandine), responsabili
de manifestarile alergice de tip I anafilactic.
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10.2.6.6. Imunoglobulina D

IgD a fost evidentiata ca un anticorp legat de suprafata membranei celulare a
90% din limfocitele B. In ser se gasesc doar urme. Nu se cunoaste exact rolul acestei
Ig, dar se presupune cd ar constitui un receptor pentru antigene la suprafata
limfocitelor B.

10.2.6.7. Anticorpi monoclonali

Urmasii unui limfocit B vor forma o clona, si atita timp cat nu apare o mutatie
somatica in clona respectiva, toti descendentii clonei vor da nastere unui singur tip
de anticorp.

In decursul raspunsului imun normal se activeazi mai multe clone de limfocite
B, care produc anticorpi cu afinitate mai mare sau mai redusa pentru antigenul
respectiv, astfel ca in ser vom gasi un amestec de-de anticorpi in a caror molecula
secventa de aminoacizi va fi diferita. Acest aspect se explica prin faptul ca cele mai
multe antigene au mai multi epitopi. Astfel, daca doud antigene pot avea pe langa
epitopii specifici si epitopi comuni, vor induce formarea de anticorpi policlonali care
vor reactiona cu ambele antigene prin epitopii comuni (reactie incrucisata).

In mod natural anticorpi monoclonali apar prin malignizarea plasmocitelor (in
mielomul multiplu) care secretd un anticorp monoclonal in cantitati mari. Proteina
secretatd de plasmocitele bolnavilor cu mielom multiplu (proteina Bence-Jones),
care se elimind prin urind, reprezinta de fapt lanturi usoare L monoclonale. Ele au
avut un rol important in descoperirea structurii imunoglobulinelor.

Dificultatea de a obtine anticorpi monoclonali in vitro a constat in
imposibilitatea de cultivare a limfocitelor B.

Anticorpii monoclonali s-au obtinut n laborator prin izolarea in cadrul unui
raspuns imun policlonal a unui singur limfocit B si hibridizarea lui cu o celula
tumorala care sa-i confere “imortalitate”. Produsul de fuziune, hibridomul, uneste
imortalitatea celulei tumorale cu specificitatea celulei B. Anticorpii monoclonali sunt
reactivi foarte valorosi intrucat recunosc un singur epitop. Ei nu reactioneaza
incrucisat decat 1n cazuri de exceptie cand structurile sunt extrem de asemanatoare.

Anticorpii monoclonali au o largd utilizare atat in cercetare, terapie cat si In
practica de rutind a oricarui laborator. Cu ajutorul anticorpilor monoclonali marcati
cu o substanta fluorescenta (de obicei izotiocianatul de fluoresceind) se evidentiaza
prin microscopie in UV antigene bacteriene sau virale in produsele patologice sau
biologice recoltate de la bolnavi, fiind astfel posibil un diagnostic rapid si precis in
infectii in care agentul etiologic este greu de cultivat (infectii chlamydiene, herpetice,
sifilis etc.). De asemenea, terapia cu anticorpi monoclonali este utilizatd in
numeroase patologii (neoplasme, boli autoimune, infectii, etc.)
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10.2.7. Raspunsul imun

10.2.7.1. Rdspunsul imun umoral

Soarta antigenelor, deci si a microorganismelor care patrund 1n organism,
depinde de calea de patrundere si de penetrarea barierelor externe ale apararii
antiinfectioase. Daca microorganismul patrunde direct in sange, va ajunge in splina
unde va avea loc si raspunsul imun. Microorganismele care patrund in tegument
ajung pe cale limfaticd la primul ganglion limfatic, iar cele care au reusit sa
traverseze mucoasele (digestiva, respiratorie) vor ajunge in sistemul limfatic atasat
mucoaselor (MALT).

Indiferent de calea de patrundere a antigenului (cu exceptia celor
timoindependente), acesta va fi preluat de celulele dendritice, dacd organismul vine
pentru prima oara in contact cu antigenul respectiv. Aici, antigenele vor fi digerate
de enzimele lizozomale pand la eliberarea epitopilor secventiali, care sunt
intotdeauna peptide scurte.

Epitopii secventiali ajung la suprafata celulei dendritice la primul contact cu
antigenul sau a macrofagului (daca organismul a mai venit in contact cu acel
antigen), care il prezintd limfocitului Th 1n asociatie cu complexul major de
histocompatibilitate MHC de clasa II.
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Figura 10.12. Stimularea limfocitului T helper (adaptata dupa Masoput, 2013)
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In contact cu un limfocit Th a cirui receptor este complementar antigenului
prezentat in asociatie cu MHC de clasa II si poartd la suprafata antigenul CD4, se
produce un semnal care va stimula secretia de Interleukina-1 (IL-1) de catre CPA.
Aceasta va actiona asupra limfocitului T-helper care va secreta IL-2, care induce
cresterea celulelor ce au receptori pentru aceasta interleukina, printre care chiar
limfocitul Th (activare autocrind).

Stimularea limfocitului Th este esentiala in raspunsul imun, deoarece Th va
stimula in continuare limfocitele B, care vor produce efectorii umorali ai imunitatii
(anticorpii) si celulele Tc, efectorii imunitatii celulare.

Limfocitele B pot fi stimulate de antigene timoindependente care sunt in general
antigene cu epitopi repetitivi - polizaharide, lipide- niciodatd proteine. Aceste
antigene au proprietatea de a stimula direct limfocitele B, fara participarea
limfocitelor T. Aceste antigene induc un raspuns discret Tn anticorpi si farda memorie
imunologica.

Antigenele proteice sunt timodependente si necesita participarea limfocitelor T.
Limfocitul B, recunoaste in mod specific antigenul prin BCR care este de fapt o
imunoglobulind. Dupa aceea prezintd antigenul prelucrat in asociere cu MHC de
clasa II limfocitelor Th naive sau, activate deja la randul lor, de acelasi antigen
prezentat de celulale dendritice. Cand limfocitul Th “vede” acelasi epitop T pe
macrofag si pe limfocitul B, el va stimula si limfocitul B.

Antigen
BCR SN

IL2/a/s

Figura 10.13. Stimularea limfocitului B cu antigen timodependent
(adaptata dupa Abbas, 2023)

Limfocitul Th va secreta dupd activare un factor de crestere si un factor de
diferentiere pentru limfocitele B, care se vor transforma in limfoblasti, plasmoblasti
si in final plasmocite secretoare de anticorpi.
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In decursul raspunsului imun o parte din limfocitele Th si B se vor diferentia n
limfocite T, respectiv B de memorie care vor initia la o stimulare ulterioara cu acelasi
antigen un raspuns secundar mai rapid si eficient.

In afara de antigenele timodependente mai existi si antigene timoindependente.

10.2.7.2. Rolul anticorpilor in apdrarea antiinfectioasd

Anticorpii au un rol esential in apararea antiinfectioasa fatd de bacteriile cu
habitat extracelular.
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fagﬁltizel <: imunorepelenti

Leziunile

. . Anticorpi fatd
Anticorpi " toxice | linvazive De
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Figura 10.14. Rolul anticorpilor in apdrarea antiinfectioasa
(adaptata dupa Janeway, 2017).

Efectul blocant §i neutralizant al anticorpilor. Uneori este suficientd doar
prezenta anticorpilor pentru a preveni aparitia infectiei. De pilda, IgA de pe suprafata
mucoaselor se uneste cu unele antigene de suprafatd a bacteriilor, blocand astfel
atasarea de receptorii specifici de pe mucoase.

Fatd de bacteriile toxigene, cum sunt baciul difteric, botulinic sau tetanic,
organismul produce anticorpi antitoxici care se leagd de toxinele microbiene
impiedicand atasarea si, respectiv, patrunderea lor in celulele tinta.
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Anticorpii pot produce imobilizarea si aglutinarea microorgansimelor. Cei mai
buni anticorpi imobilizanti sunt IgM care au 10 situsuri de combinare la care se
adauga favorizarea fagocitozei si activarea complementul.

Opsonizarea. Bacteriile sunt pregdtite pentru fagocitoza prin opsonizare cu
opsonine nespecifice (C3b a complementului, proteina C-reactiva, fibronectina) si
anticorpi care sunt opsonine specifice. Bacteriile capsulate, ca de pilda pneumococii,
nu sunt accesibili fagocitozei. Dacd insa ele sunt opsonizate de anticorpi IgG
anticapsulari, acestia se vor fixa cu fragmentul Fc de fagocit si cu Fab de bacterie. In
acest fel, fagocitoza va fi posibila si eficienta.

Liza bacteriilor. Prin unirea IgG sau IgM cu antigenele de suprafata a bacteriilor
are loc activarea complementului pe cale clasica, ceea ce va determina fenomenul de
bacterioliza.

In orice caz, bacteriile cu habitat extracelular sunt eliminate in final prin
fagocitoza.

Citotoxicitatea anticorpodependentd. Anticorpii sunt implicati si In rezistenta
fata de microorganisme cu habitat intracelular, si anume in citotoxicitatea mediata
celular anticorpodependentd. Astfel, IgG se vor fixa prin fragmentul lor Fab de
antigenele virale sau provenite de la alti agenti cu habitat intracelular (fungi, bacterii)
si exprimate la suprafata celulelor infectate, iar cu fragmentul Fc de receptorii pentru
Fc de pe suprafata limfocitelor NK (killer). Acestea vor distruge celula infectata prin
perforarea membranei celulare, printr-un mecanism asemandtor complementului.
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Figura 10.15. Citotoxicitatea anticorpodependenta (adaptata dupa Janeway, 2017).

10.2.7.3. Rdspunsul imun celular si rolul sdu in apdrarea antiinfectioasd

O serie de microorganisme au habitat obligatoriu sau facultativ intracelular.
Astfel, virusurile, unele bacterii (chlamydii si rickettsii), precum si unele protozoare
au un parazitism intracelular obligatoriu, replicarea lor fiind dependenta in totalitate
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de celula gazda. Alte bacterii, ca de pilda bacilul tuberculos, bacilul leprei, au un
habitat facultativ intracelular.

Aceste microorganisme sunt protejate de actiunea anticorpilor si organismul este
nevoit sa-si dezvolte alte mecansime de aparare care se bazeazd mai ales pe
imunitatea mediata celular.

Imunitatea mediata celular cuprinde in esenta 3 procese:

e distrugerea de catre limfocitele T citotoxice CD8+ (ajutate de limfocitele Th)
a celulelor care contin un microorganism in faza replicativa (de obicei un
virus)

e activarea prin yIFN si alte citokine a macrofagelor pentru a le face capabile
sa distrugd microorganismul care se dezvolta chiar 1n interiorul lor (bacilul
tuberculos, bacilul leprei, toxoplasma, legionella etc.)

e citotoxicitatea anticorpodendentd (descrisd la rolul anticorpilor)

a) In prima situatie raspunsul celular este declansat de limfocitul Th activat de
macrofag. Astfel, un virus este fagocitat de macrofag, care prezinta limfocitului Th
epitopul secvential in asociatie cu MHC de clasa II. Acestea vor stimula evolutia Th
sprea Thl.

Antigenele virale modificd imunogenicitatea acestor celule, care devin astfel
“non-self”. Celulele nucleate ale organismului au la suprafata lor MHC de clasa I, in
asociatie cu care antigenul de suprafatd aparut datorita infectiei virale va fi “vazut”
de limfocitele Tc. Acestea se vor inmulfi sub actiunea IL-2 secretate de catre
limfocitul Th1 stimulat de macrofage. Rezultatul va fi ca limfocitele Tc activate vor
secreta citotoxine letale pentru celula virus infectata.

Ca si 1n cazul limfocitelor Th si B, o parte din Tc se vor diferentia in limfocite
Tc de memorie, capabile sa initieze un raspuns celular mai prompt la un al doilea
contact cu acelasi antigen.

b) In infectiile cu germeni cu habitat facultativ sau obligatoriu intracelulari
(TBC, lepra etc.), un rol important il au macrofagele si limfocitele Th. Acestea
secretad limfokine care activeaza macrofagele si recruteaza si alte celule participante.
Impreuna vor initia un raspuns inflamator, denumit “de tip intarziat” Acest raspuns
inflamator poarta denumirea de “Intarziat” deoarece, spre deosebire de raspunsul
inflamator initiat de anticorpi, care apare in timpul cel mai scurt (minute sau ore), el
apare dupa cel putin 24-48 de ore, sau chiar mai tarziu.

O parte din microorganismele care 1si desfasoara ciclul de viata si supravietuiesc
in macrofage mor, iar produsele lor de degradare prelucrate vor ajunge la suprafata
acestor celule. Macrofagul va prezenta limfocitului Th aceste antigene 1n asociatie
cu antigenul MHC de clasa II. Limfocitul Th va declansa secretia de yIFN care va
transforma macrofagul intr-un macrofag activat sau “furios”.
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Factorii de activare ali macrofagelor (mai ales yIFN) vor activa mecanisme
microbicide puternice care vor reusi de regula distrugerea microorganismului aflat
in celula, dar nu Intotdeauna.

Aglomerarea si proliferarea macrofagelor si a limfocitelor vor determina
formarea unui focar inflamator.

Activarea macrofagelor are doua fatete: este benefica daca se petrece in limite
fiziologice, dar este nociva atunci cand depdseste 1n intensitate anumite limite
deoarece procesul inflamator produce leziuni ale tesuturilor in care se petrece. Ea sta
la originea unor inflamatii cronice (tuberculoza, lepra - vezi hipersensibilitatea de tip
IV mediata celular).

10.2.7.4. Rdspunsul primar si secundar

Procesele imunogenetice descrise mai sus se petrec atunci cand organismul vine
in contact pentru prima oara cu un antigen timodependent si ele sunt desemnate ca
raspuns imunologic primar. Asa cum s-a vazut, pe langa celulele si moleculele
efectoare, iau nastere limfocitele cu memorie care sunt limfocite cu viata lunga. La
o noua intilnire cu antigenul, receptorii pentru antigen se gasesc in concentratie mai
mare decét la prima intalnire. Ca urmare probabilitatea intalnirii partenerilor de
reactie potrivifi creste, reactia imunogenetica decurgand mai rapid.

n doua expunsre

Hivalnl da antlenrpl
Frima expunara

L

Figura 10.16. Raspunsul imun primar si secundar (adaptatd dupa Delves, 2017).
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Raspunsul primar. In urma stimularii antigenice, raspunsul in anticorpi parcurge
4 faze:

* o perioada de latentd, a carei duratd depinde de natura antigenului si care
dureaza in general 2 saptdmani,

* o faza de crestere, In cursul cdreia apar anticorpii, titrul lor crescand in
progresie geometrica,

* o fazain platou, 1n care anticorpii se mengin la un nivel costant pentru cateva
sdptamani si,

» o faza de descrestere, in care anticorpii sunt metabolizati si dispar.

Raspunsul secundar se deosebeste de cel primar prin:

1. cinetica raspunsului. Faza de latenta in raspunsul secundar este mai scurta (3-
5 zile), faza de platou prelungita (luni) si descresterea mai lenta (luni, ani, uneori pe
toatd viata).

2. nivelul de anticorpi. Titrul maxim de anticorpi este in general de 10 ori mai
mari decat in raspunsul primar.

3. clasa de anticorpi. Anticorpii din raspunsul primar sunt IgM, iar cei din
raspunsul secundar IgG.

4. afinitatea anticorpilor. In raspunsul secundar, afinitatea anticorpilor fata de
antigen este mai mare decat in raspunsul primar.

Amplitudinea crescuta si rapiditatea raspunsului secundar sau a unor rapeluri
ulterioare sunt posibile datoritd memoriei imunologice. Limfocitele B de memorie
au pe suprafata lor receptori pentru antigene cu afinitate mai mare pentru antigen, si
dupa contactul cu acesta prolifereazd foarte repede transformandu-se in plasmocite
producatoare de IgG specifice. Nu se stie precis daca si receptorii pentru antigen ai
limfocitelor T au afinitate mai mare pentru antigen decat in raspunsul primar, dar s-
a constatat ca raspunsul secundar se produce la o stimulare cu cantitati mai mici de
antigen.

Cunoasterea dinamicii de aparitie a anticorpilor in rdspunsul primar si secundar
este importanta pentru calendarul de vaccinari.

Raspunsul imun la antigene timoindependente difera prin faptul ca stimularea
limfocitelor B, cu proliferarea si transformarea lor in plasmocite secretoare de IgM,
are loc in raspunsul primar intr-un timp mai scurt decat in cel indus de antigene
timodependente fara participarea limfocitelor T. Productia de anticorpi este
inferioara celei timodependente.

Raspunsul secundar la antigenele timoindependente este similar celui primar,
cantitatea de anticorpi fiind mica si reprezentatd tot de IgM, dovedind lipsa unei
memorii imunologice
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10.2.7.5. Reglarea rdspunsului imun

Raspunsul imun fatd de stimularea antigenica este supus unor mecanisme
riguroase de reglare care impiedica multiplicarea la nesfarsit a efectorilor imuni. Se
cunosc 5 mecansime ce stau la baza mentinerii homeostaziei imunitare:

1. Durata de viata relativ scurta a celulelor efectoare. Plamocitele, de pilda, au
o duratd de viata de cateva zile.

2. Scaderea progresiva a cantitatii de antigen pana la disparitia sa. Scopul Tnsusi
al apardrii antiinfectioase este eliminarea agentilor infectiosi din organism.
Indepartarea lor inseamna implicit disparitia stimuldrii antigenice.

3. Legarea anticorpilor de antigene previne recunoasterea in continuare a
acestora de catre limfocitele B. In consecinta, proliferarea lor si diferentierea spre
plasmocite va fi oprita.

4. Limfocitele Treg, care au un rol limitativ asupra raspunsului imunitar,
prolifereaza pe masura ce se inmultesc limfocitele Th. Acest mecanism de feedback
permite autoreglarea activitdtii celor doud subpopulatii de limfocite

5. Un mecanism deosebit de interesant de reglare este cel prin reteaua idiotipica
propusa de Niels Jerne. Aceasta teorie se bazeaza pe doud proprietati ale moleculei
de anticorpi, si anume de a reactiona cu antigenul si a fi la randul ei antigenica.

Fiecare regiune hipervariabla - idiotip - a unui anticorp este el insusi o structurd
antigenica. Ca orice antigen, acest idiotip va declansa formarea de anticorpi anti-
idiotip. Paratopul lui (situsul de legare cu antigenul) va fi identic cu antigenul care a
determinat formarea anticorpului original fiind “o imagine interna” a antigenului si
se comeporta la randul sdu ca un antigen, generand anticorpi anti-idiotip care sunt
identici cu primul anticorp. Acest proces se autorepetd. Anticorpii antiidiotip

impiedica la rindul lor unirea anticorpilor cu antigenul substituindu-se acestuia.

10.2.8. Concluzii

Cu toate ca am descris separat factorii rezistentei antiinfectioase naturale si
dobandite, ei nu actioneaza niciodata separat, ci se intricd In vederea eliminarii
agentului infectios.

Daca urmarim evolufia unui agent infectios in organism el va fi obligat sa treaca
prin toate mecanismele rezistentei antiinfectioase care se vor desfasura 1n 3 etape.

In prima etapd, asupra microorganismului vor actiona factorii apararii
nespecifice prin barierele externe ce se opun atasarii si patrunderii. Odata ajuns in
tesuturile sterile, microorganismul va fi supus actiunii factorilor interni ai rezistentei
naturale, care sunt: complementul, interferonii, citokinele, substante bacteriolitice,
fagocitoza prin PMN si macrofage, celulele NK etc. In anumite situatii,
microorganismul va fi distrus prin activitatea bacteriolitica a complementului si prin
fagocitoza. Daca distrugerea si eliminarea microorganismului este incompleta, se vor
distruge PMN si vor interveni macrofagele care au rolul de a face “curatenie pe
campul de bataie” si de a prelucra antigenul pentru a-1 prezenta limfocitelor. Cu
aceasta se initiaza a doua etapa a raspunsului antiinfectios.
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Etapa urmatoare constd in stimularea sistemului celular imunocompetent care
va produce efectorii imuni (anticorpii si limfocitele sensibilizate) fatd de
microorganismul respectiv. Majoritatea antigenelor microbiene determind raspunsul
imun numai in prezenta limfocitelor Th. O mica parte din antigenele microbiene
(polizaharide capsulare, epitopi repetitivi) sunt timoidenpendente stimuland direct
limfocitele B, fara interventia limfocitelor Th.

A treia etapa constd in actiunea concertatd, sinergica a celor doud componente
ale apdrarii antiinfectioase: inndscuta si dobanditd. Astfel, anticorpii vor activa, In
combinatie cu antigenul, complementul pe cale clasicd, mult mai eficient decat pe
cale alternativa si vor neutraliza toxinele bacteriene si unele enzime citolitice
(leucocidine, hemolizine). La aceasta se adauga citotoxicitatea mediata prin anticorpi
a celulelor K si NK.

Pe de alta parte, limfokinele secretate de limfocitele Th activeazd macrofagele
prin amplificarea randamentului distrugerii prin fagocitoza a parazitiilor cu habitat
intracelular.

Rezultatul actiunii efectorilor imuni asupra antigenelor nu are insd ntotdeauna
un efect benefic asupra organismului. Uneori, raspunsul imun este neadecvat. Astfel,
in unele situatii sistemul imun nu mai are capacitatea de a discrimina “selful” de
“non-self”’, ceea ce constituie baza bolilor autoimune. Alteori, in imunodeficiente,
raspunsul este deficitar, lipsa unor efectori imuni producand infectii repetate si greu
de controlat. In fine, raspunsul imun poate depasi in intensitate raspunsul normal
determindnd fenomenele de hipersensibilitate.

10.3. Fenomene de hipersensibilitate

In evolutia unor infectii, efectorii imunitari pot contribui, alaturi de agentul
etiologic, la patogenia bolii prin sensibilizarea la unele antigene microbiene.
Raspunsurile imune care apar intr-o manierd improprie sau exagerata corespund
termenului de hipersensibilitate. Aceste reactii sunt denumite reactii alergice, iar
antigenele implicate, alergeni.

Reactiile de hipersensibilizare apar la indivizi sensibilizati in prealabil printr-un
contact anterior cu antigenul, deci sunt reactii secundare. P.G. Coombs si R.A. Gell
clasifica in 1963 reactiile de hipersensibilitate in 4 tipuri, in functie de viteza de
reactie si natura efectorilor imuni implicati:

* tipul I - reactii mediate de anticorpi IgE (reagine),

* tipul II - reactii citolitic-citotoxice, mediate de anticorpi formati fatd de
antigenele de pe suprafata celulelor, cu participarea complementului, celulelor K si
macrofagelor,

 tipul III - reactii mediate de complexe imune cu participarea complementului,
* tipul IV - reactii mediate de limfocitele T sensibilizate.
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Desi tratate separat, reactiile de hipersensibilitate apar in realitate rar complet
izolate una de cealalta, deoarece mecanismele lor se intrica.

10.3.1. Reactia de tipul I (de tip imediat sau anafilactica)

Principalele elemente care participa la aceastd reactie sunt: anticorpii citofili
IgE, mastocitele, precum si o serie de mediatori foarte activi din punct de vedere
biologic. Toate acestea sunt responsabile de simptomele clinice ale alergiei, care pot
apare in doar cateva minute (reactie imediata).

Alergen

~ o

Degranularea mastocitelor
Eliberarea mediatorilor chimici

Figura 10.17. Reactia de hipersensibilitate de tip I (adaptata dupa Abbas, 2023)

Alergenele care induc acest tip de hipersensibilitate sunt foate variate ca, de
pilda, polenul, sporii de mucegai (Aspergillus), praful de casa, parul animalelor,
unele alimente (oud, lapte, cdpsuni, ciocolata etc.), seruri terapeutice, medicamente
(penicilina), veninul unor insecte (viespi) etc.

Primul pas in desfasurarea reactiei de tip I este reprezentat de contactul
alergenului cu organismul, cea mai frecventd cale de patrundere a acestor antigene
fiind cea respiratorie. Alergenele se pot afla in forme mai mult sau mai pugin pure
(polenul), sau cuplate cu particulele de praf inhalate si depozitate pe mucoasa
respiratorie. Dupa depozitarea in epiteliu, sau penetrarea filmului de mucoasa,
alergenele sunt preluate de celulele prezentatoare de antigen (CPA). Acestea prezinta
alergenul limfocitelor Th. Limfocitele Th activate vor secreta interleukinele 1L4,
IL13 si ILS. IL4 si IL13 vor actiona asupra limfocitului B care sub actiunea acestor
interleukine se va transforma in plasmocit care va produce in loc de IgG, IgE.
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Interleukina 5 va induce eozinofilie. Limfocitele Th activate induc apoi
transformarea limfocitelor B in plasmocite producatoare de IgE.

La pacientii atopici, cu mecanismul de control al productiei de IgE perturbat,
este deseori depasita productia de anticorpi chiar dupd un contact scurt, cu o doza
scazutd de alergen. Productia de IgE la locul de patrundere al alergenului
sensibilizeaza mai intéi celula mastocitara. Excesul de IgE patrunde apoi in secretiile
mucoase si in circulatie si se leaga prin fragmnetul Fc de bazofilele circulante si
mastocitele din tesuturi.

A doua etapd a reactiei de tip I este activarea celulelor mastocitare si este
declansata de o noua Intalnire cu alergenul.

Alergenul se va uni cu IgE fixate pe mastocite si va determina o reactie
incrucisata intre doud molecule de IgE cu interconexiuni ale receptorilor Fc la nivelul
membranei iritate a celulei mastocitare. Degranularea apare ca o consecintd a
influxului de Ca*™. Granulele, continind mediatori deja sintetizati, migreaza spre
suprafata celulelor mastocitare, fuzioneazd cu membrana externd si isi elibereaza
constituientii (histamina, serotonina, leucotriene §i prostaglandine, factori
chemotactici). In urma interactiunii IgE fixate pe mastocit cu alergenul se elibereaza
din mastocit acid arahidonic sub actiunea enzimatica a fosfolipazei Az. Acidul
arahidonic este metabolizat de lipooxigenaza, sau ciclooxigenaza, producand noi
substante mediatoare. Pe calea lipooxigenazei se produc leukotriene, iar pe cea a
ciclooxigenazei, prostaglandine si tromboxan.

In a treia faza a rectiei de tip I, mediatorii produc variate efecte care dau nastere
simptomatologiei clinice.

La nivelul tractului respirator, histamina eliberatd determind contractia
musculaturii netede a bronhiilor (bronhoconstrictia) in decurs de cateva minute. In
acelasi timp, mediatorii chemotactici eliberati favorizeaza invadarea mucoasei de
catre granulocitele eozinofile si neutrofile, limfocite si trombocite, in decurs de
cateva ore. Aceste celule inflamatorii elibereaza ele Tnsele mediatori, unii dintre ei
toxici, de exemplu, asa-numita “proteind bazica majord a eozinofilelor”. Acesti
mediatori cauzeaza o reactie intarziata, la 6-10 ore de la contactul cu alergenul,
tradusa prin: bronhoconstrictie, secretie de mucus si edem al mucoasei. Reactia
indusa de celulele inflamatorii determina o crestere a hiperreactivitatii bronsice si
formeaza baza alergiei sau inflamatia astmatica a mucoasei respiratorii.

Cand antigenul sensibilizant (alergenul) este inoculat parenteral in doza
suficient de mare (penicilind, procaind, seruri heteroloage etc.) apare o reactie
sistemica manifestata prin urticarie, fenomene asfixice, soc si colaps circulator cu
deznodamant adesea fatal.

Cand alergenul este inoculat in doza foarte mica (intepaturi de albina) sau depus
pe o mucoasa (polenuri, praf de casda, mucegaiuri, alimente ca: oua, peste, fragi),
expresia clinicd a fenomenului este mai mult sau mai putin circumscrisa la tegument
(urticaria), la mucoasa nazald si conjunctiva (febra de fan), la caile respiratorii
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inferioare (astmul bronsic). Sensibilizarile spontane fatd de antigene care patrund in
organism pe cale digestiva sau respiratorie se numesc §i reactii atopice.

Evolutia unor infectii se poate Tnsoti de fenomene anafilactice: viroze ale
copilului (de exemplu, cu virusul sincitial respirator), astmul intrinsec (sensibilizare
la antigene ale bacteriilor care infecteaza tractul respirator inferior), lambliaza,
helmintiaze (ascaridioza, echinococoza etc.).

Depistarea sensibilizarilor anafilactice este obligatorie, mai ales atunci cand se
administreaza un produs cunoscut pentru reactiile anafilactice pe care le produce.

Testul intradermic este indicat inainte de administrarea penicilinelor, a
procainei, a serurilor imune heterologe. La citeva minute de la inocularea
intradermica a unei mici doze de alergen, la persoanele sensibilizate, apare o papula
urticariand inconjuratd de o aureold congestiva si insotita de prurit. Fenomenele
dispar dupa aproximativ o ora. Riscul socului anafilactic impune medicului care face
testarea sd lucreze cu dilutii mari de antigen si sa aiba la dispozitie o medicatie
corespunzatoare §i antisoc.

10.3.2. Reactiile de tip II citotoxic-citolitic

Reactiile de tip II se datoreaza anticorpilor Ig G, mai rar IgM, care se formeaza
in organism fata de antigene situate la suprafata unor celule sau tesuturi. Antigenele
pot apartine unor celule straine sau proprii dacd acestea nu mai sunt recunoscute ca
“self” sau si-au modificat antigenitatea. Leziunile se produc prin 2 mecanisme:

e legarea anticorpilor de celula tintd cu activarea pe cale clasicd a
complementului si citolizd consecutiva,

* citotoxicitatea mediata de anticorpi IgG si limfocitele NK, Tc, macrofage, etc

In reactiile posttransfuzionale, anticorpi de tip IgM reactioneaza cu antigene de
grup ABO ale eritrocitelor, fiind responsabile de aglutinare, activarea
complementului seric si hemoliza intravasculara.
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de anticorpi materni de tip IgG care recunosc antigene specifice Rh (factorul D) de
pe suprafata eritrocitelor nou-nascutului.

Sindromul Goodpasture poate fi considerat un exemplu tipic de reactie de tip II.
Este produsa de anticorpi de tip IgG specifici fatd de antigene ale membranei
alveolare pe care organismul nu le recunoaste ca “self”. Aceste antigene determina
cresterea titrului anticorpilor din ser, care vor reactiona incrucisat si cu antigene ale
membranei bazale a glomerulului renal, precum si cu cele alveolare activand
complementul seric. Membranele sunt apoi lezate si ca urmare a activitaii
granulocitelor, rezulta hemoragia si necroza glomerulara.

Reactia de tip II poate fi indusa si de medicamente, rezultatul fiind o anemie
hemoliticd. Medicamentul sau produsii de metabolism ai acestuia se fixeaza pe
membrana eritrocitara devenind din haptena, antigen complet. Eritrocitul nu mai este
recunoscut ca “self” si se vor forma anticorpi antieritrocitari. Acestia se vor uni cu
medicamentul de pe suprafata eritrocitelor, vor activa complementul, rezultatul fiind
liza acestor eritrocite.
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Reactia de tip II apare si in unele infectii, ca, de pilda, in infectiile streptococice
(cardita reumatismald), in care se sintetizeaza anticorpi fatd de unele antigene
streptococice ce au asemanare cu un antigen al fibrei miocardice. Hipersensibilitatea
citotoxica-citolitica se mai intalneste 1n infectii cu mycoplasme, virusuri (hepatita
B), protozoare (malarie) etc.

10.3.3. Reactiile de tip 11l prin complexe imune

Leziunile produse de reactiile de tip III sunt initiate de complexe imune antigen-
anticorp nefagocitate care, formate in cantitate mare, sau persistente in circulatie,
activeaza complementul si determind leziuni la locul depunerii lor. La persoanele
sdnatoase, complexele antigen-anticorp sunt rapid fagocitate de macrofage, dar in
anumite circumstante (de obicei cand existd un exces de antigen), ele persista si stau
la baza a numeroase afectiuni.

Antigenele care induc aceastd reactie sunt foarte variate. Dintre speciile
microbiene care pot determina acest tip de hipersensibilitate mentionam
Streptococcus pyogenes, Mycobacterium leprae, Treponema pallidum, Plasmodium
vivax, virusul hepatitei B, virusul Epstein Barr etc.

Anticorpii implicati sunt IgG si IgM, deci activatori de complement.

Complexele antigen-anticorp patrund prin epiteliul vascular, se depun pe
membrana bazald a vaselor si activeaza complementul. C3a si C5a, care sunt
anafilatoxine, vor creste permeabilitatea vasculara, iar C5a (factor chemotactic) va
determina afluxul de PMN. Activarea complementului, eliberarea enzimelor
lizozomale ale PMN vor produce alterarea membranei bazale. Simptomatologia
clinica depinde de sediul reactiei.
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Figura 10.19. Hipersensibilitatea de tip III (adaptatd dupa Abbas, 2023)

Reactia de tip Arthus este o reactie locald. Arthus a inoculat Tn mod repetat iepuri
cu ser de cal. Dupa circa 20 de zile, la locul reinocularii subcutanate a serului de cal

.....

edem, petesii, infiltrat celular), uneori si necroza, persistente 2-3 zile.

Este vorba de fapt despre o reactie a complexelor imune, locald, declansata dupa
inocularea de antigene la nivel tegumentar.

Antigenul inoculat reactioneaza cu anticorpi de tip IgG la nivelul peretilor
vasculari, cu formare de complexe imune. Acestea determina activarea fractiunii C3a
si C5a ale complementului seric, precum si agregarea trombocitara si eliberarea de
enzime vasoactive. Aceste enzime determind cresterea permeabilitatii vasculare si
edem local. Granulocitele parasesc vasele, fagociteaza complexele imune si secreta
enzime lizozomale. Se poate produce, de asemenea si o degranulare mastocitara cu
aparitia reactiilor inflamatorii locale.

O reactie locala de tip Arthus este plamanul de fermier datorata inhalarii prafului
provenit de la fan mucegdit. Personalul care participa la fabricarea branzei
fermentate de mucegaiuri (Penicillium casei) este susceptibil sa faca prin acelasi
mecansim alveolita alergica extrinseca. Cronicizarea implica si reactiile de tip IV.
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Reactii locale de tip III se produc si prin eliberarea persistenta locala de antigen
de catre un agent infectios. Astfel, infectia cu o filarie (Wuchereiria bancrofti) este
relativ benigna, dar parazitul mort care se afla in vasele limfatice inifiazad o reactie
inflamatoare responsabila de obstructia vaselor limfatice cu edeme limfatice gigante:
elefantiaza.

Chimioterapia antiinfectioasd poate determina o eliberare masiva de antigene
microbiene prin omorarea microbilor, ceea ce va determina reactii mediate de
complexe imune grave, ca, de pilda, eritemul nodos lepros ce apare la pacientii
bolnavi de lepra tratati cu dapsona.

Boala serului este o reactie de tip III generalizata si apare la pacienti carora li s-
au administrat, Tn scop terapeutic, doze mari de ser imun heterolog (ser antidifteric
sau antitetanic preparat pe cai).

Dupa 7-10 zile de la administrarea serului apar 1n circulatie anticorpi fata de
proteinele de cal. Daca proteinele nu au fost Tnlaturate din circulatie pana la aparitia
anticorpilor, acestia se vor uni cu ele si complexele imune formate se vor depune pe
peretii vaselor. Prin activarea complementului se vor leza peretii vaselor la care se
adauga leziunile datorate enzimelor lizozomale pe care PMN, “frustrate” de a nu
putea fagocita complexele depuse pe peretii vaselor, le elibereaza aici.

In scurt timp pacientii devin febrili, prezinti rash urticarian, adeniti
generalizata, splenomegalie, tumefieri si dureri articulare, leucocitoza cu neutrofilie
si eozinofilie, scaderea complementului seric. Frecvent apare albuminurie, care
traduce leziuni de glomerulonefrita.

Infectii cronice cauzate de streptococi hemolitici, stafilococi, virusuri hepatitice
(stimulare antigenicd persistentd) pot duce la continua formare de complexe imune
si afectarea consecutiva a organelor vizate. Un exemplu este glomerulonefrita care
apare la 2-3 saptamini de la debutul unei infectiei cu anumite serotipuri de
Streptococcus pyogenes. Mecanismul patogenic este similar bolii serului.

10.3.4. Reactiile de tip IV mediate celular

Reactiile de hipersensibilitate de tip IV sunt antigen-specifice, dependente de
limfocitele T, fiind rezultatul unei interactiuni exagerate dintre un antigen si
mecanismele imunitatii celulare. Mecanismele reactiei de tip IV sunt:

* hipersensibilitatea intarziata si
e citotoxicitatea mediata celular.

Hipersensibilitatea de tip intdrziat are la baza activarea limfocitelor Th1l de
catre agenti infectiosi intracelulari (bacterii, protozoare, fungi, unele virusuri)
precum si de unele substante (nichel, vopsele de par, cosmeticale, azbest,etc). Thl
sensibilizate vor da nastere unei clone de celule sensibilizate. Este faza de
sensibilizare HS de tip IV.
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La intdlnirea ulterioard cu acelas antigen urmeazd faza efectoare a HS IV.
Limfocitele Thl vor secreta o serie de mediatori chimici (IFN-gamma, TNF-beta,
IL-2 a si IL-3) si diverse chemokine (IL-8, factor chemotactiv si activator al
macrofagelor, factor de inhibitie a migrarii macrofagelor).

Macrofagele activate vor secreta la randul lor o serie de mediatori biologic
activi, cum sunt unele citokine, radicali liberi ai oxigenului, enzime lizozomale cu
puternica activitate microbicida.
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Figura 10.20. Hipersensibilitatea de tip IV (adaptata dupa Abbas, 2023)

Toate reactiile descrise anterior se incadreaza, de fapt, 1n apararea
antiinfectioasa fatd de infectii cronice cu bacterii intracelulare (tuberculoza, lepra,
bruceloza etc.), infectii micotice (histoplasmoza, blastomicoza etc.), infectii virale
(oreionul, infectia herpetica etc.) si infectii parazitare (leishmanioza etc.).

Cand aceste mecanisme nu reugesc eliminarea microorganismului, antigenele
persistente ale acestuia vor provoca o reactie de hipersensibilitate cronica locala.
Limfocitele T sensibilizate vor elibera continuu limfokine care provoaca acumularea
in focar si activarea unui mare numar de macrofage neinfectate, dintre care o parte
se vor transforma 1n celule epiteloide, iar altd parte vor fuziona formand celule
gigante.

Leziunile tisulare se produc datoritd citotoxicitatii nediscriminatorii a
macrofagelor activate. Dacd stimularea antigenica continua, evolutia se face spre
reactia granulomatoasd. Granulomul imun tipic (din tuberculoza) are un centru

170



format din macrofage, celule epiteloide (macrofage transformate), si celule gigante
ce rezulta din celulele epiteloide. Centrul granulomului poate fi partial necrotic.
Miezul central este inconjurat de un inel de limfocite si fibroblasti, iar ca rezultat al
sintezei crescute de colagen, granulomul devine fibros.

.....

tuberculina, reactia granulomatoasa, dermatita de contact, diabetul de tip I, tiroidita
Hashimoto, scleroza multipla, etc.

Reactia de tip tuberculinic. Robert Koch a descris pentru prima data acest tip
de reactie la pacienti bolnavi de tuberculozd pulmonard. Dupa administrarea
subcutanatd de tuberculind (lipoproteind a bacilului Koch), pacientii prezentau o
stare generald alteratd, febrilitdfi. La locul inoculdrii apdrea o reactie inflamatorie
insotita de tumefactie tegumentara. Focarul inflamator este format din limfocite,
monocite si fibre deteriorate de colagen. Vasele sanguine din vecindtatea focarului
vor fi inconjurate de limfocite si macrofage. Are loc eliberarea de limfokine de catre
limfocitele Tdh, care determina atragerea macrofagelor, activarea si retinerea lor la
nivelul focarului inflamator. Edemul si eritemul consecutiv ating maximum de
intensitate la 2-3 zile. In caz de reinfectie, sau atunci cind macrofagele sunt
incapabile sa distruga antigenul, poate apare o transformare gradual

a reactiei tuberculinice Intr-o reactie granulomatoasa.

Reactia de hipersensibilitate granulomatoasa. Este forma cu cea mai
importantd semnificatie clinica, dat fiind faptul cd existd un numar mare de afectiuni
caracterizate prin perturbari ale imunitatii mediate de catre limfocitele T, ceea ce se
traduce prin formarea de granuloame. Microorganismele persistente (in tuberculoza,
lepra), care nu pot fi digerate sau eliminate de catre macrofage duc la formarea
granuloamelor.

Alergia de contact (eczema de contact). Fenomenul a fost descris atat la om cat
si la animale, aparitia eczemei fiind determinata de contactul direct al antigenului cu
tegumentele, dand o reactie care prezintd un maximum de intensitate la 2-3 zile. Cele
mai comune antigene cauzatoare ale eczemelor de contact sunt haptene de tipul
nichelului, cauciucului etc. Moleculele haptenice mici sunt capabile sa penetreze
tegumentele, fixandu-se la nivelul proteinelor normale ale organismului. Complexele
formate sunt antigenice si vor fi preluate de celulele dendritice si prezentate
limfocitelor T.

Celulele dendritice sau celulele Langerhans transportd antigenele de la nivel
tegumentar, pe cale circulatorie la ganglionii limfatici regionali. Complexul format
de haptena si MHC clasa II este recunoscut de limfocitele Tdh. Limfokinele eliberate
determina aparitia infiltratului celular mononuclear dupa maximum 15 ore. Infiltratia
este Tnsotitd de edem epidermic cu formare de mici vezicule. Uneori se pot observa
si efecte la distanta, dar extinderea inflamatiei eczematoase este de reguld limitata la
aria tegumentara expusa contactului cu haptena.

Testarea reactivitatii mediata celular. Numarul in crestere al persoanelor cu
deficiente ale imunitatii mediata celular, unele congenitale, altele dobandite, sau
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induse iatrogen (prin medicatie antitumorald, imunosupresiva), explicd interesul
pentru testarea acestui tip de reactivitate.

Intradermoreactia este cea mai simpla posiblitate de a depista hipersensibilitatea
intarziatad. Majoritatea persoanelor normale raspund cu reactii de tip intarziat la
inocularea intradermica a antigenelor de Candida, tuberculina etc. Raspunsul negativ
la inocularea acestor antigene indica o deficientd a reactivitdtii mediata celular. O
reactie exagerata semnifica o hipersensibilizare la antigenul utilizat.Cea mai utilizata
reactie este reactia Mantoux de testare a reactivitatii la tuberculind. Se efectueaza in
scoli pentru a depista copiii care nu sunt sensibilizati la bacilul tuberculos pentru a fi
vaccinati, pe cei imunizati si pe cei hipersensibilizati pentru a fi investigati dacd nu
cumva au dezvoltat o infectie tuberculoasa.

Hipersensibilitatea intdrziata mediata de limfocitele Tc- citotoxice.
Limfocitele Tc (CDS8) sunt ele nsasi citotoxice dupa stimulare antigenica i
interactiunea cu Th (CD4).

Aceste celule au efect citotoxic direct asupra celulelor {inta prin limfokinele pe
care le secretd. Limfocitele Tc sunt stimulate de antigene prezente pe suprafata
celulelor pe care organismul nu le recunoaste ca “self”’, cum sunt celulele virus
infectate, celule tumorale sau tesuturile transplantate.

Dintre limfokinele secretate de T citotoxice, cea mai importanta este perforina
care se aseamana cu fractiunea C9 a complementului. Ca §i aceasta, se insera pe
membrana celulei tintd, polimerizeaza si formeazd canale transmembranare ce
permit influxul de sodiu si deci liza celulei. Limfocitele Tc sunt protejate de
activitatea perforinei printr-o substanta numid protectind. Limfocitele Tc joacd rol
esential in respingerea grefelor de tesuturi si organe.
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11. INFECTIA

Procesul infectios este rezultatul interactiunii a douda componente: agentul
infectios infectant cu factorii sai de patogenitate si organismul cu mijloacele sale de
aparare.

11.1. Patogenia infectiilor

In orice infectie au loc urmatoarele evenimente, care in majoritate, se petrec
consecutiv, intr-o perioada limitatd de timp:

* contaminarea (Intalnirea cu agentul infectios),

* patrunderea i multiplicarea In organismul gazda prin eludarea rezistentei
antiinfectioase,

» producerea injuriilor morfologice si functionale, care se datoreaza in parte
actiunii directe a agentului infectios si in mod paradoxal, cel mai frecvent, reactiilor
de aparare ale organismului,

* deznodamantul infectiei, care poate fi vindecarea cu sau fara sechele, exitusul
sau coexistenta pe timp indelungat a celor doi parteneri ai infectiei: agentul infectios
si organismul.

11.1.1. Contaminarea

Prima intilnire a organismului cu microbii se produce In momentul nasterii,
fatul ducand o viatad intrauterina sterild din punct de vedere microbiologic. El este
aparat de membranele fetale iar placenta permite patrunderea unui numar foarte
redus de microorgansime din circulatia mamei, cum sunt, de pilda, unele virusuri
(rubeolic, rujeolos, citomegalic, HIV etc.), bacterii (Treponema pallidum) si unii
paraziti (Toxoplasma gondi).

In timpul nasterii nou-ndscutul vine in contact cu microorganismele prezente in
canalul vaginal si pe pielea mamei. El nu este expus acestei contamindri total
neprotejat, ci mosteneste de la mama, pe cale sanguind, un repertoriu bogat de
anticorpi la care se adaugd cei din colostrul si laptele matern. Acestia ii asigura o
protectie relativa fatd de infectii pana cand va iIncepe sa-si dezvolte propriile
mecansime de aparare antiinfectioasa.

Din microorgansimele cu care organismul vine in contact pe parcursul existentei
sale, o parte vor dispare de pe suprafata organismului, o parte vor coloniza pielea si
mucoasele si doar o mica parte vor produce infectii propriu-zise. Contaminarea poate
fi endogena si exogena.

Infectiile exogene sunt cele care rezultd in urma contactului cu agentul infectios
din mediul Tnconjurdtor. Agentii infectiosi pot contamina organismul in cele mai
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variate imprejurari: pe cale digestiva, respiratorie, contact sexual, manevre medicale,
promiscuitatea cu animalele, muscaturile de insecte etc.

Infectiile endogene rezultd in urma contamindrii cu germeni de pe suprafata
mucoaselor si a pielii. Aceste microorgansime produc infectii dacd traverseaza
barierele anatomice si patrund in tesuturi. Astfel, E. coli face parte din flora normala
a intestinului, dar daca patrunde 1n caile urinare, va determina aparitia unei infectii
la acest nivel.

Pe de alta parte, agenti infectiosi din flora normald a organismului, care nu
produc infectii la individul sdnatos, le vor produce la indivizi cu deficiente imune
(supusi unui tratament imunosupresor, cu deficiente imune genetice, cu deficiente
imune dobandite).

In ambele situatii contaminarea are loc cu mult inainte de producerea infectiei
propriu-zise.

11.1.2. Patrunderea
Microorganismele patrund in organismul gazda:

* 1n zone anatomice care sunt in relatie directd cu exteriorul, fara traversarea
barierelor epiteliale, cum sunt tubul digestiv, cdile respiratorii, cdile urinare, caile
genitale, conjunctiva etc. Astfel de microorgansime sunt, de pilda, Vibrio cholerae
(holera), Bordetella pertussis (tusea convulsiva), Corynebacterium diphteriae,
Escherichia coli (infectiile urinare) etc.,

* 1intesuturile profunde cu trecerea microorganismelor prin barierele anatomice
reprezentate de piele si mucoase. Unele microorganisme pot trece direct prin pielea
intactd cum sunt leptospirele, iar altele pot traversa epiteliul mucoasei respiratorii,
digestive, a tractului genitourinar i conjunctiva,

* direct in sdnge sau 1n tesuturile profunde prin leziuni traumatice, muscatura
unor animale (virusul rabic, Pasteurella multocida), intepaturile unor insecte
(Plasmodium falciparum) sau prin diverse acte medicale efectuate fara respectarea
normelor de asepsie (HIV, virusul hepatitei B, rickettsii etc.).

11.1.3. Multiplicarea

Numarul de microorgansime care patrund in organism (marimea inoculului) este
in mod obisnuit prea mic pentru a produce simptome. Agentii infectiosi trebuie sa
invingd mecanismele de apdrare antiinfectioasa ale gazdei si sa se inmulteasca la un
nivel corespunzitor pentru ca prezenta lor in organism sa se faca simtitd. In general,
microorganismele se multiplica mai incet in vivo decat in vitro, tocmai din cauza
reactiilor de aparare pe care le declangeaza.

Intervalul care trece de la patrunderea agentului infectios pana la aparitia
simptomatologiei clinice se numeste perioada de incubatie.
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Microorgansimele cu habitat extracelular sunt supuse actiunii complementului,
lizozimului, anticorpilor, fagocitozei etc., pe cand cele cu habitat intracelular sunt
protejate de acesti factori, inmultirea lor fiind protejata.

11.1.4. Localizarea infectiei

Un proces infectios poate fi localizat atunci cand germenii se multiplica intr-o
zona relativ limitata a organismului, ca, de pilda, un abces sau furuncul.

Infectia se poate propaga de la poarta de intrare prin continguitate din aproape
in aproape si prin diseminare la distanta pe cale sanguini sau/si limfatica. in cel din
urmd caz rezultd infectia sistemicd sau generalizatd. Dintr-un proces infectios
localizat, germenii pot fi vehiculati de sange sau limfa la diferite organe initiind o
localizare secundara.

Prezenta bacteriilor in sange se numeste bacteriemie, iar multiplicarea lor in
sange septicemie.

Toxemia este prezenta in sange a unei toxine secretate sau eliberate de microb
fie in afara organismului (toxina botulinicd prezenta in conserve), fie in organism
(endotoxina bacteriilor gram-negative cand se produce o lizd masiva a acestora in
sange).

11.2. Etapele evolutive ale infectiei

Infectiile au in general urmatoarele etape evolutive:

» perioada de incubafie este intervalul de timp care trece de la patrunderea
microbului in organism pana la aparitia primelor simptome. Durata ei depinde atat
de microorganism cét si de rezistenta organismului. In functie de durata medie a
perioadei de incubatie deosebim boli cu perioada de incubatie scurtd de 1-7 zile
(toxiinfectii alimentare, meningite, difterie, gonoree etc.), cu incubatie medie de 8-
21 de zile (febra tifoida, tetanos etc.) si cu incubatie lungad de zeci de zile (hepatita
B, 60-180 de zile) si foarte lungd de ani de zile (tuberculoza, SIDA, lepra etc.).

* debutul bolii reprezinta aparitia primelor simptome si poate fi brusc sau
insidios.

* perioada de stare. In aceastd perioadd se manifestd semnele clinice si
paraclinice caracteristice bolii.

» perioada de convalescentd in care se refac leziuni si se restabilesc functiile
perturbate. Aceastd perioadd este importantd deoarece acum pot apare recaderi,
complicatii sau cronicizarea infectiei. In cazul unei evolutii favorabile se produce
vindecarea cu sau fara sechele. In cazuri nefavorabile, boala evolueazi spre exitus
sau spre cronicizare.

175



Perioada de incubatie

Debut Evolutie
clinic

recurenta

Nr.de microorgnisme

| Infectie aparenta

Infectie
inaparenta

Vindecare

Figura 11.1. Etapele evolutive ale bolii infectioase (adaptatd dupa Barer, 2019)

11.3. Efectele nocive ale infectiei

11.3.1. Alterari organice si functionale datorate agentilor infectiosi

Alterari mecanice. Obstructiile mecanice se datoreaza reactiei inflamatorii a
gazdei ca raspuns la prezenta microorganismului (obstructia cailor respiratorii in
difterie).

Distrugere celulara. Bacteriile distrug celulele prin toxinele pe care le secreta si
care sunt otravuri foarte puternice. Acestea actioneaza fie in apropierea portii de
intrare (Shigella asupra celulelor epiteliului intestinal), fie la distanta de locul unde
sunt produse (Corynebacterium diphteriae). La actiunea toxinelor se mai adauga cea
a enzimelor hemolitice si leucolitice.

Alterari farmacodinamice ale metabolismului. Toxina tetanicd modifica
metabolismul celulelor motoare ducand la paralizii spastice, iar cea botulinica
interfereaza eliberarea de acetilcolind la nivelul sinapselor colinergice, rezultatul
fiind paralizia flasca. In ambele cazuri moartea se produce prin paralizia muschilor
respiratori. Toxina holericd creste nivelul de AMP-ciclic in celulele epiteliului
intestinal, ceea ce are ca rezultat eliminarea unor cantitdti mari de apa in intestin cu
producerea consecutiva a diareei. Moartea survine prin deshidratare.

11.3.2. Alterari datorate reactiilor de apdrare antiinfectioasd

De cele mai multe ori simptomele infectiilor nu sunt produse numai de
microorganismul infectant, ci si de reactiile gazdei.

Puroiul. Cea mai frecventa consecinta a inflamatiei este puroiul, care consta
dintr-un amestec de leucocite vii si distruse, bacterii si un exudat. El rezulta in urma
migrarii rapide a leucocitelor polimorfonucleare neutrofile in focarul infectios,
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stimulate de substante chemotactice produse chiar de bacterii, dar si de tesuturi sau
PMN.

Abcesul. Cand puroiul se constituie intr-o colectie, vorbim de un abces. De
exemplu, furunculul se produce prin obstructia unei glande sebacee, ceea ce ofera
bacteriei S.aureus, prezentd in mod normal pe piele, oportunitatea de a se inmulti
eficient si de a produce infectia. Localizarea unui abces este esentiald pentru
prognostic. Astfel, furunculele cutanate sunt dureroase, dar prognosticul nu este grav
in general, pe cand localizarea unui abces la nivel cerebral este fatala.

Reactia de faza acutd. Prezenta bacteriilor in tesuturi determind o reactie
generalizatd cunoscutd sub denumirea de raspuns de faza acutd si care este un
mecanism al rezistentei antiinfectiose naturale. Daca intensitatea acestei reactii
depaseste nivelul fiziologic, ea determina tulburari foarte grave.

Endotoxinele bacteriilor gram-negative pot induce si ele raspunsul de faza
acutd. In doze mici, endotoxinele produc febra si mobilizeaza unele mecansime de
apdrare antiinfectioasd. In cantitdti mari, ele induc socul endotoxic si coagularea
intravasculara diseminata.

Réispunsul imun la infectii este umoral si celular si Tn anumite conditii poate
avea un efect nociv asupra organismului.

Raspunsul umoral. Nu are intotdeauna un efect protector. La persoane cu
predispozitie alergicd este posibild sensibilizarea organismului fatd de anumite
antigene bacteriene, ceea ce duce la instalarea unor stari de hipersensibilitate mediate
umoral (de tip I, II sau III). Astfel, sunt foarte bine cunoscute mecanismele umorale
prin care se produc complicatiile alergice poststreptococice cum sunt cardita
reumatismala (hipersensibilitate de tip II) si glomerulonefrita acuta (hipersensiblitate
de tip III).

Raspunsul celular mediat de limfocitele T citotoxice, K, NK si macrofage poate
depadsi in intensitate limitele fiziologice fiind asociat cu inflamatia cronica. Acest
aspect se intalneste mai frecvent in infectiile cu germeni cu habitat predominent
intracelular (tuberculoza, leprd) si virusuri.

11.4. Manifestarile clinice ale infectiei

Manifestarile clinice ale infectiei sunt multiple, fiind influentate de o serie de
variabile, cum sunt factorii genetici ai gazdei si ai agentilor infectiosi, doza
infectantd, calea de patrundere, factorii de patogenitate ai microbilor, rezistenta
antiinfectioasa a gazdei, considerente anatomice, factorii de mediu si de alti factori.

Unele infectii au in general, acelasi tablou clinic la majoritatea indivizilor
(holerd, ciuma, dizenterie, rabie etc.). Alteori, evolutia este diferitd Tn functie de
rezistenta individului §i patogenitatea agentului infectios. Astfel, la unii indivizi
infectia poate fi urmata de starea de boald, deci evolueaza cu manifestari clinice, iar
la cei la care organismul este capabil sa-si mobilizeze rapid si eficient mijloacele de
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apdrare, mentinind multiplicarea agentilor infectiosi la un prag scazut, de o infectie
laborator. Intre aceste doud extreme exista diferite nuante care pot fi reprezentate sub
forma unui “iceberg”(Figura 11.2).

Dupa aspectul evolutiv, infectiile sunt acute, cronice, latente si lente.
Infectiile acute evolueaza intr-un timp limitat, rezultatul fiind in general

vindecarea. Exemple de infectii acute sunt bolile infecto-contagioase ale copilariei
(rujeold, variceld, rubeola, oreion etc.).

In infectiile cronice agentul patogen actioneaza timp indelungat in organism.
Ele rezultd fie din cronicizarea unei infectii acute (hepatita B), fie in urma infectiei
cu germeni care dau boli cu evolutie cronica (tuberculoza, sifilis, lepra etc.).

Infectiile latente sunt infectii in care agentul infectios se gaseste in organism
pentru o perioada indelungata, se inmulteste intermitent i produce recidive (infectia
herpetica).

Infectiile lente afecteaza incet si progresiv sistemul nervos central. Unele sunt
de natura virald, ca, de exemplu, panencefalita subacutd sclerozantd produsda de

virusul rujeolic.
tablou clinic
clasic

boli infecticase cu
simptomatologie frust

infectii inaparente

e e et e S e e e s e e e e e i e e

Figura 11.2. Conceptul de iceberg al bolii infectioase (adaptatd dupa Barer, 2019).

11.5. Notiuni de epidemiologie a infectiilor

Epidemiologia este stiinta medicald care se ocupd cu studiul frecventei si
raspandirii bolilor in masa populationala, a factorilor determinanti si favorizanti care
contribuie la aparitia/ extinderea lor, in vederea stabilirii si aplicarii masurilor
preventive si de control.
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Epidemiologia bolilor infectioase, cea mai veche dintre ramurile Epidemio-
logiei, se ocupa cu evidentierea procesului epidemiologic, de la aparitie si pana la
stingere, cu elaborarea si instituirea masurilor de profilaxie si combatere si cu
asigurarea unei practici clinice de buna calitate.

In Epidemiologia bolilor transmisibile se folosesc 3 notiuni fundamentale:

Procesul infectios - ce reprezintd complexitatea de reactii biologice si modi-
ficari histopatologice locale sau generale care apar in urma interactiunii dintre
microorganism $i macroorganism, 1n conditiile generate de mediul extern;
Focarul epidemiologic — se refera la procesul infectios precum si la totalitatea
legaturilor cu procesele infectioase anterioare si ulterioare. Un focar
epidemiologic este constituit din mai multe cazuri noi de boala (2 sau 3),
aparute Intr-o colectivitate, intre care se pot stabili legaturi de filiatie sau mai
rar, dintr-un singur caz de boald rard (poliomielitd, holera, Ebola, etc.).
Filiatia cazurilor este legatura ce se poate stabili intre imbolnaviri, pe
perioada de incubatie maxima a bolii;

Procesul epidemiologic — reprezintd totalitatea proceselor si mecanismelor
fiziopatologice dar si a perturbdrilor economico-sociale, ce apar Intr-o
populatie agresionata de un agent patogen. Este format dintr-o succesiune de
focare epidemiologice cu legitura intre ele. In constituirea fiecirui proces
epidemiologic intervin factori determinanti (fard de care nu se poate realiza
procesul) si factori favorizanti, cu rol secundar dar care pot accentua
manifestarea procesului epidemiologic.

11.5.1. Factori determinanti

a. Sursa de infectie (termeni sinonimi — izvor de infectie, rezervor de infectie) -
reprezintd organismul sau mediul care adaposteste agentul patogen, permite
supravietuirea si multiplicarea lui si de unde se elimind Tn mediul extern, cu
posibilitatea de transmitere la o gazda susceptibila.

Omul este principalul izvor de infectie in cazul antroponozelor (boli cu
transmitere strict interumana: rujeola, rubeold, scarlatind, hepatite virale,
etc.). Omul poate fi sursd de germeni in cazul in care are o infectie acutd
(manifestatd tipic sau atipic, inclusiv inaparentd) sau cronicd. Poate fi
contagios in perioada de incubatie (in rujeold, rubeold, parotidita, tuse
convulsiva, gripa, viroze respiratorii, etc.), in perioada de stare (in
majoritatea afectiunilor infectioase) sau 1n perioada de convalescentd (in
dizenteria bacilard, salmoneloze). In afectiunile cronice, pacientul raméne
contagios in caz de recrudescente, recaderi sau recidive, pe o perioada
variabila, uneori chiar pe toatd perioada vietii (In hepatitele virale B, C,
malarie, etc.). Purtdtorii de germeni sunt surse cu semnificatie epide-
miologica deosebitd datorita dificultatii de identificare si sterilizare, fapt
pentru care rdiman multi nedepistati, cu mentinerea riscului de transmitere in
colectivitate;
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Animalele/pasarile reprezinta sursa de infectie in caz de antropozoonoze
(infectii transmise atat de la animale, cat si de la oameni — gripa) sau 1n caz
de zoonoze (boli transmise accidental la om - antrax, bruceloza, tetanos).
Transmiterea se poate realiza direct prin atingere, zgariere, muscatura (rabie),
sau indirect prin consumul/ manipularea/utilizarea produselor de origine
animala (antrax, salmoneloze, brucelozad). Sunt implicate animale/pasari
domestice, salbatice, sobolani, soareci (implicati in leptospiroze, pestd) sau
pesti/vietuitoare acvatice;

Medii cum sunt apa sau solul. Apa se contamineazd prin spdlarea solului,
topirea zdpezilor, cadavre si dejecte animaliere, deversarea apelor reziduale,
a celor provenite din sectorul zootehnic, iar solul, desi nu este un mediu bun
de multiplicare a germenilor, este implicat In transmiterea fungilor patogeni,
a sporilor bacterieni (Clostridium tetani, Clostridium botulinum), dar si a
parazitilor.

b. Calea de transmitere - reprezintd drumul parcurs de germen de la sursa de
infectie la persoana receptiva, precum si modul cum e parcurs acest drum, influentat
de factorii de mediu extern. Transmiterea poate fi:

Directa - intre sursa de infectie si organismul receptiv nu se interpune niciun
element din mediul extern. Se poate realiza prin contact cutanat (scabie,
Mpox), prin muscaturd (rabie), prin sarut (mononuleoza infectioasa), prin
contact sexual (sifilis, gonoree, infectie HIV), transplacentar (rubeola
congenitald), neonatal (infectia herpeticd a nou-ndscutului), prin aldptare,
prin transfuzii (hepatite virale cu transmitere parenterald) sau prin proiectarea
picaturilor Fliigge la distantd micd, sub 1 m, direct pe mucoasa nazala,
conjunctivala a persoanei susceptibile (gripd, rujeola, variceld);

Indirecta - cu interpunerea unuia sau a mai multe elemente de mediu fizic
extern (aer, apa, sol, alimente, obiecte, vectori).

o Aerul nu este un mediu bun de multiplicare, dar este un agent de
raspandire a germenilor, Tn special 1n spatii inchise. Este implicat Tn
infectii cu poartd de intrare respiratorie - gripa, COVID-19, boli
eruptive ale micii copildrii, tuse convulsivd, meningitd meningo-
cocica, infectii stafilococice/streptococice, infectii asociate asistentei
medicale (IAAM). Rolul principal il au picaturile Fliigge, picaturi de
saliva si mucus eliminate prin vorbit, tuse, stranut, cantat, atunci cand
sunt proiectate la peste 1 m de sursa. Majoritatea au diametru mare si
se sedimenteaza repede pe suprafetele din jur. Cele mici se
deshidrateaza si persistd in aer sub formad de nucleosoli, ce pot fi
vehiculati prin intermediul curentilor de aer, la distante mari. Cand se
usuca, se depun sub formd de pulbere microbiana ce poate fi
resuspendata, cu imbogatirea aeromicroflorei;
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o Apa poate transmite germeni prin consum direct, consum fin
gospodarie, udarea plantelor, legumelor, spalarea fructelor, utilizarea
ghetii in alimentatie, prin imbaiere, inclusiv 1n scop recreational (in
piscine, ape naturale). Se pot transmite virusurile hepatitice A, E,
virusurile polio, vibrionul holeric, Pseudomonas aeruginosa si alti
germeni ce se dezvolta in medii apoase;

o Alimentele contaminate cu germeni sau toxinele lor sunt implicate in
infectii cu importantd majord pentru sdndtatea populatiei.
Contaminarea alimentelor de provenientd animala se poate realiza in
organismul animalului (cand e bolnav sau purtator de germeni) sau in
exterior, prin contactul cu dejectele animalelor sau cu celelalte
elemente ale caii indirecte complexe — apa, sol, obiecte, insecte,
rozatoare, mand contaminatd, inclusiv. omul bolnav/purtator.
Contaminarea alimentelor vegetale se poate realiza prin irigarea
campurilor de legume cu ape reziduale, folosirea dejectelor
animale/umane ca ingrasamint, prin urina si dejectele rozatoarelor (in
silozuri, hambare) sau de la purtatorii de germeni ce manipuleaza
alimentele. Cu cat alimentul se consumda mai crud, mai insuficient
prelucrat termic, cu atat creste riscul de infectie. Aceastd modalitate
de transmitere este implicatd in trichineloza, botulism, salmoneloze,
dizenterie bacteriand, bruceloza, infectii stafilococice, etc.;

o Obiectele — au rol important in transmiterea germenilor in familie,
colectivitate sau mediul nosocomial. Se contamineaza prin contactul
cu secretiile bolnavilor/ purtatorilor de germeni sau prin interventia
altor factori (aer, apa, sol, maini). Orice obiect poate fi contaminat.
Se pot transmite Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Salmonella
spp., Pseudomonas aeruginosa, E.coli, Mycobacterium tuberculosis,
bacterii anaerobe sporulate, adeno-, enterovirusuri, etc.;

o Mana contaminata - este implicata in transmiterea indirectd simpla
dar mai ales in cea complexd (in stafetd), cu importantd epidemio-
logica 1n familie, colectivitdti, unitati sanitare. Mainile se pot auto-
contamina cu germenii propriului organism sau se contamineaza de
la alta sursa de germeni sau de la alte elemente din mediu extern (apa,
alimente, sol, obiecte). Se pot transmite: infectii stafilococice/
streptococice, hepatita viralda A, multiple microorganisme in unitatile
sanitare, colectivitati scolare;

o Vectori — insectele pot fi vectori pasivi (mecanici), ce transportd
germenul pe suprafata sau 1n interiorul corpului, fard a-1 multiplica
(Musca domestica sau gandacii de bucatarie) sau activi, ce permit
maturarea, multiplicarea §i diseminarea agentului patogen (tantari,
capuse, paduchi, pureci). Prin vectori se pot transmite boli diareice
acute, dizenterie bacteriand, holera, enterobacterii, enterovirusuri,
infectii stafilococice dar si malarie, encefalita de capusa, tifos
exantematic, pesta.
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c. Populatia receptiva - al treilea factor determinant, reprezintd masa de
persoane care sunt receptive la agentul patogen, adica permit germenului sa
supravietuiasci si sia se multiplice in indivizi. In majoritatea patologiilor
transmisibile, existd persoane susceptibile si persoane rezistente, imune, care nu vor
dezvolta infectia in urma unui contact infectant cu un agent patogen sau toxinele lui.

Imunitatea colectiva, de grup reprezinta imunitatea colectivitatii care permite
limitarea sau imposibilitatea transmiterii unui germen in acel grup de persoane.
Protejeaza inclusiv indivizii susceptibili din comunitate, atunci cand acoperirea
vaccinala si seroprevalenta sunt suficient de mari. In unele boli, imunitatea colectiva
este determinatd de factorii specifici (trecerea naturala prin boalad sau vaccinare -
rujeold), in altele este determinatd de factorii nespecifici (dizenteria bacteriand, in
lipsa unui vaccin eficient) iar in altele, se combina cele 2 categorii de factori (holera).

Imunitatea poate fi de specie (innascuta), dobandita activ (spontan prin infectie
naturald sau artificial prin vaccinare) sau dobandita pasiv (transplacentar de la mama
sau artificial prin administrarea de anticorpi preformati sub forma de seruri,
imunoglobuline umane sau anticorpi monoclonali).

11.5.2. Factori favorizanti

Au un rol secundar, intervenind in potentarea procesului epidemiologic. Se
clasifica in:

a. Factori naturali - se includ anumite caracteristici ale mediului - cosmice
(activitatea solara, radiatiile U.V.), geografice (latitudinea, altitudinea, relieful),
geologice (cutremurele, eruptiile vulcanice), climatice (anotimpurile ce determina
oscilatii sezoniere ale morbiditatii bolilor infectioase, frigul, caldura) si hidrologice
(inundatii, secetd) ce influenteaza dezvoltarea agentilor patogeni, numarul surselor,
transmiterea sau receptivitatea populatiei la infectie.

b. Factori economico-sociali pot fi:

o Factori ocupationali - profesia, locul de munca;

o Starea economica si nivelul cultural/educational al populatiei, cu
impact asupra conditiilor de viatd — locuinta insalubra, alimentatie
deficitara cantitativ si calitativ, aprovizionare cu apa, cu alimente;
gradul de salubritate; de igiena personala si colectiva;
nivelul/accesibilitatea asistentei medicale;

o Aglomeratia;

o Crizele economico-sociale - conflictele sociale, migratia populatiei
consecutiv  razboaielor, calamitatilor naturale, dificultatilor
economice.

c. Factori biologici - prezenta unor animale/pasari, sau invaziile diferitilor
vectori (muste, tantari, soareci, sobolani), cu rol 1n transmiterea agentului patogen.
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11.5.3. Manifestarea procesului epidemiologic
Procesul epidemiologic in bolile transmisibile se poate exprima sub 4 forme:

®  Sporadic — existd un numar mic de cazuri, Inregistrate la intervale mari de
timp, fara legaturd intre ele, diseminate pe o arie geografica mare (Ex:
tetanos). Apare In cazul unei populatii nereceptive la agentul patogen prin
dobandirea imunitatii postinfectioase si/sau postvaccinale. Poate aparea si
intr-o populatie receptiva daca contactul infectant este sporadic, vectorul
transmitator lipseste sau se iau masuri corecte de profilaxie si combatere;

e FEndemic - morbiditate relativ scazuta dar constantd. Atunci cand numarul de
infectari in populatie este important, termenul utilizat este de hiperendemie;

e FEpidemic — apare un numar mare de Tmbolnaviri intr-un timp scurt si ntr-o
zona geografica limitata (rujeola, gripa sezoniera, tuse convulsiva). Epidemia
este caracteristicd bolilor cu contagiozitate mare, sau ciand receptivitatea
populatiei este mare, cand existd multe surse de infectie, mai multe cdi de
transmitere, cand intervin factori favorizanti;

® Pandemic — cand focarele epidemice se extind succesiv §i permanent,
acoperind o suprafatd geograficad mare, cu includerea mai multor continente
(gripd cu tulpini de tip A, HIV/SIDA, COVID-19, hepatite virale cu
transmitere parenterala).

Aceste forme de manifestare sunt apreciate in functie de:

® Morbiditate — reprezintd numarul de Tmbolnaviri de boala X, aparute intr-o
populatie dintr-un anumit teritoriu, intr-o anumitd perioada de timp; Aceasta
morbiditate se poate exprima prin:

o Incidenta — cuantifica numarul de cazuri noi dintr-o anumita boala,
aparute intr-un anumit teritoriu si interval de timp. Se utilizeaza
uzual pentru bolile acute;

o Prevalenta - reprezintd numarul total de cazuri (noi si vechi) existente
intr-un anumit teritoriu, la un moment dat (prevalenta de moment) sau
intr-o anumitd perioadd de timp (prevalentd de perioadd). Este
utilizata pentru patologia cronica;

® Mortalitate — inregistreaza numarul de decese dintr-o populatie ce ocupa un
anumit teritoriu, intr-o anumita perioada de timp.;

e Fatalitate — reprezinta numarul de cazuri decedate printr-o anumitd
patologie, intr-un interval de timp, raportat la numarul total de pacienti cu
aceeasi patologie, din perioada respectiva;

® Letalitate — este un raport intre decesele grupate dupd un anumit criteriu
(cauzd de deces, varsta, sex) si numdrul total de decese, din acel teritoriu si
perioada de timp;

e (Contagiozitatea - procentul de persoane receptive care expusi agentului
patogen, dezvoltd boala manifesta tipic. Existd boli cu contagiozitate mare
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(rujeola) sau boli care se manifestd predominant inaparent (in poliomelitd sau
meningita meningococica majoritatea infectiilor sunt asimptomatice, un
numadr redus sunt usoare iar un numdr $i mai mic sunt tipice, caz in care
procesul epidemiologic este de tip “iceberg”).

11.6. Profilaxia bolilor infectioase

Prin profilaxia bolilor infectioase se intelege totalitatea actiunilor medicale,
economice, sociale/politice luate pentru anihilarea sau reducerea riscurilor de
aparitie si extindere a unei patologii transmisibile in populatie.

In functie de specificitate, masurile preventive sunt:

® Generale (nespecifice) — ce trebuie aplicate in cazul majoritdtii bolilor
infectioase: izolarea bolnavului/sursei de infectie, carantinarea contactilor pe
perioada de incubatie maximald 1n patologiile cu impact mare pentru
Sanatatea publica, supravegherea patologiei infectioase, respectarea igienei
personale si colective, educatie sanitard, masuri de dezinfectie/
dezinsectie/deratizare, etc.;

® Speciale — ce vizeaza preventia mai multor posibile infectii (chimioprofilaxia
perioperatorie, administrare de preparate antivirale);

e Specifice — caracteristice pentru o anumita patologie transmisibild, ce includ
imunizare specificd activd (vaccinare) si/sau pasiva (imunoglobuline
specifice).

11.7. Infectia asociata asistentei medicale (IAAM)

Este o infectie dobanditd in unitati medico-sanitare, contractatd in timpul
spitalizdrii/actului medical, ce afecteaza fie pacientii, fie personalul medical si este
legatd prin incubatie de perioada asistentei medicale, indiferent daca
simptomatologia apare pe perioada spitalizarii sau ulterior, la domiciliu. In
majoritatea cazurilor, infectia debuteazd in ziua 3 de internare sau mai tarziu, cu
exceptia situatiilor cand in ziua 1 sau 2, s-au realizat interventii chirurgicale/
introducerea unor dispozitive invazive, si apare simptomatologie locald inainte de
ziua 3.

Anterior, termenii utilizati au fost de infectie nosocomiald sau intraspitaliceasca,
dar cum infectiile pot fi consecinta si a unor tratamente in ambulator sau 1n centre de
recuperare/de Tngrijire a pacientilor cronici, s-a adoptat un termen mai cuprinzator.

Etiologia IAAM s-a modificat semnificativ in ultimele decenii. Locul bacteriilor
sensibile (cu fenotip sdlbatic) a fost luat de bacterii MDR, XDR, cu numeroase
mecanisme de rezistentd asociate, de tipul: MRSA, VRE, bacterii Gram negative
carbapenem-rezistente  (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, etc.). Acestea fac parte In general din categoria germenilor
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oportunisti, care Tn mediul spitalicesc devin multirezistente la antibiotice si isi cresc
virulenta. Pot produce infectii ale tractului respirator inferior, sangvine, ale plagilor
postoperatorii, urinare, de tesuturi moi, si alte categorii, fiecare definite clar, unitar
in sistemul international de supraveghere.

Optiunile terapeutice pentru IAAM produse de asememenea bacterii sunt
limitate, reducandu-se la utilizarea antibioticelor de rezerva mai vechi (colistin) sau
mai noi (aztreonam/avibactam, imipenem/relebactam, cefiderocol, etc.), in
monoterapie sau terapie combinatd. De asemenea, terapia cu bacteriofagi reprezinta
o alternativa promitatoare, dar care in prezent este incd in stadiu experimental sau
accesibila doar n cazuri compasionale.

Trebuie mentionati si bacilii anaerobi, printre care Clostridioides difficile,
agentul colitei pseudomembranoase postantibioterapie, care conform anchetei
europene de prevalentd punctiforma din 2022-2023, are procentajul cel mai ridicat
in Romaénia (26,0%).

Desi etiologia patologiei asociate asistentei medicale este predominant
bacteriana, sunt implicate si virusuri, in special cele transmise parenteral (virusurile
hepatitice B,C,D,G, virusul HIV), aerian (virusurile gripale, paragripale,
adenovirusurile, virusul rujeolic, varicelozosterian, SARS-COV-2) si uneori pe cale
digestiva (rotavirusul, enterovirusuri). La persoanele imunosupresate, dupa
antibioterapii multiple, spitalizari prelungite in ATI, intervin si fungii (Aspergillus
spp. si Candida spp.- inclusiv specii emergente cum este Candida auris).

Sursa de germeni poate fi endogena, din propria flora a persoanei la care apare
IAAM, sau exogena cand provine de la personalul medical, alti pacienti,
apartindtori/vizitatori, studenti aflati in practicd sau din mediul spitalicesc. Este
cunoscut portajul ridicat de S. aureus la personalul medical din spital.

Transmiterea poate fi aeriana prin picaturile lui Fliigge eliminate in timpul tusei,
stranutului, vorbirii sau a procedurilor (bronhoscopii, aspirarea pacientilor ventilati
mecanic), prin nucleosoli (germeni cu contagiozitate mare), sistemul de ventilatie.
Transmiterea se poate realiza si prin obiecte recent contaminate — cele frecvent atinse
cu mana, intrumentar incorect dezinfectat/sterilizat (endoscoape, catetere,
dispozitive implantate), alte suprafete, deseuri, solutii medicamentoase (perfuzii
contaminate, colire contaminate cu Pseudomonas aeruginosa), sange si produse din
sange, alimente/lichide sau vesela contaminate, prin vectori sau mediul apos.

Orice persoana — pacient, personal medical/auxiliar, chiar apartinatori/vizitatori
pot fi afectati de IAAM dar riscul este mai mare in cazul celor cu factori intrinseci
(varstda micd/inaintatd, comorbiditate, plagi preexistente, factori nutritionali,
comportamentali, de igiena personala, colonizari preexistente) sau factori extrinseci
(manevre invazive diagnostice sau terapeutice, cateterizari, antibioterapie,
corticoterapie, chimioterapie). De aceea, incidenta lor este mai mare 1n sectiile de
ATI, mari arsi, chirurgicale, neonatologie, oncologie, hemodializa, etc.

Intr-o unitate medicald, manifestarea IAAM poate fi sporadica sau endemica,
chiar epidemicd, in functie de specificul activitatii, eficienta programului de

185



supraveghere si aplicarea masurilor de preventie/control. O incidenta sporadica poate
insemna o culturd organizationald care prioritizeazd preventia patologiei
nosocomiale dar, in unele cazuri, poate fi datd de o supraveghere deficitarad si/sau
subraportare.

Tulpinile microbiene izolate in spitale sunt un indicator important al eficientei
masurilor de control aplicate, iar rezistenta lor la antibiotice reflecta in mod direct
politica utilizarii chimioterapicelor antibacteriene, consumul lor pe clase si pe
sectiile unitatii.

Conform legii, fiecare unitate medicalda este obligata sd implementeze un
program de preventie/ control al infectiilor care include supravegherea patologiei
asociatd asistentei medicale si a multirezistentei bacteriene, politica de
antibioterapie, monitorizarea mediului de spital, sterilizarea si dezinfectia adecvata
a instrumentarului/ materialelor sanitare, respectiv educatia pacientilor si a
personalului medical.
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12. IMUNIZAREA ARTIFICIALA ACTIVA SI PASIVA

De-a lungul existentei sale omul s-a integrat tot mai complex In sistemul sdu
ecologic alaturi de numeroase microorganisme, unele dintre acestea fiind patogene
sau conditionat patogene. Vaccinurile, aldturi de antibiotice si antivirale, reprezinta
componente esentiale in profilaxia si tratamentul unor boli infectioase. Descoperirea
si utilizarea vaccinurilor a constituit cel mai mare progres in lupta cu bolile
infectioase, prin permiterea dezvoltdrii unei imunitdti asemendtoare cu cea
determinatd de trecerea naturala.prin boala.

12.1. Imunoprofilaxia artificiala activa

Imunoprofilaxia activd reprezintd introducerea in organismul uman a unor
antigene cat mai nevirulente, in vederea stimuldrii si inducerii unui raspuns imun
asemanator celui produs pe cale naturala.

Imunizarea activa confera in general, o imunitate pe o perioada lunga - ani de
zile (ex: dupa o vaccinare antitetanica, protectia persista aproximativ 10 ani). Exista
insa si exceptii - vaccinul gripal, cel impotriva SARS-COV;, trebuie repetate anual
datorita variabilitatii antigenice ale acestor virusuri. Imunitatea postvaccinala nu se
instaleaza imediat ci doar dupa o perioada de latenta (in general cateva saptamani),
necesard atingerii titrului protectiv de anticorpi postvaccinali. In situatii de risc
imediat, postcontact, acest interval se poate acoperi prin administrarea de
imunoglobuline sau seruri specifice (preparate de imunizare pasiva, cu efect imediat
dar de scurta durata).

12.1.1. Clasificarea vaccinurilor

In practica se folosesc multiple clasificari ale produselor vaccinale, dintre care
amintim:
a. In functie de natura antigenului:

® vaccinuri cu componentd virala — de exemplu vaccinul gripal, rujeolic,
rubeolic, poliomielitic, rabic, hepatitic A sau B;

® vaccinuri cu componentd bacteriend — vaccinul BCG (antituberculoza),
difteric, tetanic, pertussis, pneumococic;

® vaccinuri cu componenta fungicad — mult mai rare dar posibil de fabricat;

® vaccinuri cu componentd parazitara — preparatul vaccinal antimalarie, cu
eficienta Tnca limitata.
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b. In raport cu numarul de componente antigenice:

vaccinuri monovalente, Tn care antigenul provine de la o singurda specie
microbiana — de exemplu BCG-ul (contine doar tulpini de Mycobacterium
tuberculosis bovis), vaccin hepatitic A, hepatitic B;

vaccinuri complexe ce contin mai multe tulpini - tipuri/subtipuri ale aceleiasi
specii, cum intalnim in vaccinul poliomielitic (cu 2 sau 3 tipuri de virus
poliomielitic); vaccinul gripal (cu 3 sau 4 tulpini de virus Influenza), vaccin
pneumococic sau meningococic;

vaccinuri asociate ce combind mai multe antigene provenite de la specii
diferite, cu avantaje semnificative prin cresterea acceptabilitatii i
simplificarea programelor de vaccinare:
o preparate bivalente - diftero-tetanic de uz adult (dT), hepatitic A -
hepatitic B (Hep A-Hep B);
o trivalente - diftero-tetano-pertussis acelular (DTPa), rujeolic-
rubeolic-urlian (ROR);
tetravalente — DTPa + poliomielitic inactivat (DTPa-VPI);
pentavalente - DTPa + poliomielitic inactivat + Haemophilus
influenzae tip b (DTPa -VPI-Hib)
o hexavalente - la cele 5 componente anterioare se adauga si AgHBs
ADN recombinat (DTPa -VPI-Hib-Hep B).

c. Dupa modalitatea de preparare a vaccinului (strict pentru preparatele autorizate):

Vaccinuri corpusculare vii, atenuate — ce contin germeni integrali, vii, cu
virulenta redusa prin treceri repetate pe medii de cultura, prin pasaje la
diferite gazde animale sau prin mutatii genetice. Sunt preparate cu eficientd
mare, la care protectia postvaccinald persistd asemanator cu cea post-trecere
prin infectia naturala, dar cu riscul de recastigare a virulentei si posibilitatea
de aparitie a bolii postvaccinare. De aceea, sunt contraindicate persoanelor
cu imunosupresii de diferite etiologii, precum si gravidelor (Ex: BCG,
vaccinul poliomielitic cu tulpini vii - VPO, rujeolic, rubeolic);

Vaccinuri corpusculare inactivate - ce contin tulpini bacteriene/virale ntregi,
omorate prin caldura sau tratare cu formaldehida. Sunt mult mai sigure, nu
pot determina infectie/boald postvaccinare, dar si imunitatea indusa are o
duratd mai limitatd comparativ cu categoria anterioard de preparate (Ex:
vaccinul pertussis celular, hepatitic A sau poliomielitic inactivat);

Anatoxine bacteriene — sunt preparate derivate din exotoxinele secretate de
unii germeni, prin neutralizarea toxigenezei, dar cu pastrarea capacitatii
imunogene. Anatoxina nativa initiala este optimizatd prin purificare si
adsorbtie pe suport mineral, Tn vederea cresterii eficientei stimuldrii
imunitare. (Ex: anatoxina tetanica purificatd si adsorbitd — ATPA, respectiv
anatoxina difterica — ADPA);
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Vaccinuri subunitare, cu fragmente antigenice — contin doar fractiuni
antigenice sau subunitati virale capabile a declansa productia de anticorpi.
Eliminarea componentelor fara importantd majora in inducerea imunitatii,
determind o scadere semnificativa a reactiilor adverse (Ex: vaccinurile
gripale cu antigene de suprafata tip hemaglutinina sau cele antihepatita B cu
AgHBs ADN recombinat - Engerix B-GlaxoSmithKline, Euvax B-Sanofi
Pasteur sau Recombivax HB-Merck&Co);

Vaccinuri cu material genetic — folosesc materialul ce codificd informatia
genetica necesara sintezei unei proteine din structura agentului patogen, in
vederea producerii raspunsului imun. Se divid n:

o Vaccinuri cu ADN — cu inserarea unei molecule de ADN ce codifica
antigenul, Intr-un vector plasmidic. Desi avantajoase prin faptul ca
se evitd contactul organismului uman cu o tulpind vaccinala vie,
patrunderea in nucleul celulei gazda este dificil de realizat, in special
la adulti ( Ex: primul vaccin de uz uman, de tip ADN este ZyCoV-D
- Cadila Healthcare, aprobat si dezvoltat in India.

o Vaccinuri cu ARN — Antigenul este codat in ARN mesager (ARNm)
sau ARN “autoamplificator”’(ARNs). In 2020 au fost aprobate
vaccinul Comirnaty - Pfizer-BioNTech, respectiv vaccinul Spikevax
- Moderna pentru prevenirea COVID-19.

Vaccinuri cu vector viral — sunt utilizati agenti nepatogeni pentru om sau
agenti patogeni inactivati care servesc drept vector de introducere a
materialului genetic in macroorganism. In prezent sunt aprobate vaccinuri cu
vector viral pentru prevenirea infectiei cu virus Ebola (Ervebo-Merck Sharp
& Dohme sau Zabdeno/Mvabea-Janssen Biologics) dar si anti-COVID-19
(Janssen - Johnson & Johnson ce utilizeaza ca vector adenovirusul uman tip
26, Vaxzevria - AstraZeneca-Oxford in care se utilizeazd un adenovirus
simian ChAdOx1 sau Sputnik V 1n care vectorul difera in functie de doza —
la prima este adenovirusul uman tip 26 iar la a 2-a adenovirusul tip 5).

d. Din punct de vedere al obligativitatii vaccinarii, exista:

Vaccinare de rutina — preparatele sunt administrate conform Programelor
Nationale de Imunizari, actualizate periodic. Aceste programe variaza de la
o tard la alta, 1n functie de situatia epidemiologica, regiunea geografica sau
resursele materiale ale sistemului de sanatate. In unele tari exista legislatie
pentru obligativitatea vaccinarii (Ex: Franta, Italia, Ungaria), In timp ce in
altele, vaccinurile de rutind sunt ferm recomandate (SUA, Germania). In
Romania, vaccinarea de rutina este recomandata, nefiind posibila in caz de
refuz al parintelui/tutorelui sau al pacientului. Programul National de
Imunizéri 2025 cuprinde urmdtoarele vaccinari de rutina, puse la dispozitia
populatiei in mod gratuit:
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o antituberculoasd — cu vaccin viu atenuat BCG;

o antirujeolica-antirubeolica-antiurliana — trivaccin cu tulpini vii
atenuate ROR;

o antipoliomielitica — cu vaccin inactivat VPI;

o antidifterica-antitetanica-antipertussis — cu DTP acelular, urmat de
dTpa de la 14 ani;

o antiHaemophilus influenzae tip b — concomitent cu cele 2 vaccinuri
anterioare, in cadrul preparatului hexavalent (DTPa-VPI-Hib-AgHBs
ADN recombinat);

o antihepatita B cu AgHBs ADN recombinat (vaccin mono- sau
hexavalent);

o antipneumococica conjugata si

o ultima introdusa - antiHuman papillomavirus.

Tabelul 12.1. Calendarul National de vaccindri — Romania 2025

Varsta Tipul de vaccinare Observatii

recomandata

In primele 24 | Vaccin hepatitic B (Hep B) in maternitate

de ore

2-7 zile Vaccin BCG in maternitate

2 luni Vaccin diftero-tetano - pertussis acelular - la medicul de
poliomielitic — Haemophilus b - hepatitic B* familie
(DTPa-VPI - Hib - Hep.B)
Vaccin pneumococic conjugat’

4 luni Vaccin diftero-tetano — pertussis acelular - la medicul de
poliomielitic -Haemophilus b - hepatitic B* familie
(DTPa -VPI - Hib - Hep.B)
Vaccin pneumococic conjugat”

11 luni Vaccin diftero-tetano — pertussis acelular - la medicul de
poliomielitic -Haemophilus b - hepatitic B* familie
(DTPa -VPI - Hib - Hep.B)
Vaccin pneumococic conjugat”

12 luni Vaccin rujeolic - rubeolic - oreion (ROR) la medicul de

familie
5 ani Vaccin rujeolic - rubeolic - oreion (ROR) la medicul de
familie

5-6 ani Vaccin diftero-tetano-pertussis acelular - la medicul de
poliomielitic (DTPa -VPI ) familie

14 ani Vaccin diftero-tetanic- pertussis acelular la medicul de
pentru adulti (dTpa) familie

11-26 ani Vaccin Human papillomavirus (HPV)? la medicul de

(Psi &) familie
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Nota: * preparat hexavalent;

1) preparate 13- sau 15-valente.

2) Din 01.10.2025 conform Legii nr. 100/2025 pentru completarea Legii nr. 95/2006 privind
reforma in domeniul sdnatatii, publicata in Monitorul Oficial, Partea I nr. 535 din 10 iunie
2025 si a Normelor de aplicare.

® Vaccinare selectiva — preparatele sunt recomandate unor grupe populationale
sau persoanelor cu risc crescut de imbolnavire, fie datoritd unor riscuri
exogene, fie endogene. Include:

o Vaccinuri ce se aplica in situatii cu risc epidemiologic crescut —
indicate 1n cazul turistilor ce calatoresc 1n regiuni endemice sau in caz
de calamitdti naturale (inundatii, cutremure), respectiv sociale
(razboaie, migratii), cu dezorganizarea masiva a vietii sociale (Ex:
vaccinarea antihepatita A, antimeningococicd, anti febra galbena,
etc.);

o Vaccinuri ce se aplica persoanelor cu risc individual crescut de a
contracta o boald transmisibild sau care pot dezvolta mai frecvent
forme clinice severe. Aceste persoane pot avea:

- expunere profesionald — personalul medical are indicatie ferma
pentru vaccinarea antihepatita B, antigripala, antiCOVID-19 iar
personalul veterinar necesita vaccinare antirabica;

- factori biologici care cresc riscul de infectare, de complicatii si
mortalitate postinfectioasd — varstnicii peste 65 de ani au indicatie
pentru vaccinarea antigripald si antipneumococica, femeile pentru
vaccinarea antiHPV, fapt pentru care, intre 26-45 ani beneficiaza de
compensare 50%;

- patologie preexistentd (boli cronice, afectiuni imunosupresive,
etc.) care interferd cu imunoprofilaxia activd (Ex: bolnavii cu
bronhopneumopatie obstructiva cronicd au indicatie fermd pentru
vaccinarea antipneumococica si antigripald, iar splenectomizatii
trebuie  vaccinati  antipneumococic,  antimeningococic  si
antiHaemophilus influenzae de tip b).

®  Vaccinarea optionala — se referd la toate preparatele ce vin in completarea
vaccinarilor de rutind, fie prin indicatie medicald, fie cerute expres de catre
pacient si suportate material de acesta (Ex. pentru Romania: vaccin rotaviral,
varicelos, meningococic).

12.1.2. Principii de vaccinare

Intr-o campanie de vaccinare, se prioritizeaza grupa de varstd cu receptivitate
maxima pentru infectia respectiva sau cu riscul cel mai mare de a dezvolta forme
severe de boald. De exemplu, componenta pertussis se administreaza de la 2 luni de
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viatd, deoarece sugarii sunt susceptibili pentru tusea convulsiva (in lipsa vaccinarii
gravidei intre 27-36 sdptamani de sarcind) iar forma clinica la varsta mica este mai
severd, cu fatalitate mai mare comparativ cu trecerea prin boald la varsta de
prescolar/scolar.

O campanie de vaccinare eficienta se organizeaza Tnaintea sezonului epidemic,
pentru a permite dezvoltarea titrului protector de anticorpi si a reduce riscurile de
infectare/boald in perioada in care incidenta patologiei respective creste. Ideal,
vaccinarea antigripala se desfasoara in lunile octombrie-noiembrie, pentru a reduce
receptivitatea grupelor cu risc in lunile de iarna-primdvarda, cand este posibila o
epidemie sezoniera de gripa.

Se va respecta varsta minima vaccinabild, schema de vaccinare pentru fiecare
imunizare in parte, calea de administrare, numarul si marimea dozelor, intervalul
dintre primovaccinare si rapeluri dar si dintre 2 imunizari diferite. 2 sau mai multe
preparate vaccinale vii se administreaza fie simultan (Ex. ROR), fie dupa un interval
de minim 30 de zile intre ele. 2 vaccinuri inactivate/subunitare sau unul inactivat si
un altul cu tulpina vie pot fi administrate simultan sau la orice interval intre vaccinari.

De asemenea, se respectd indicatiile si contraindicatiile definitive/temporare,
precautiile aferente fiecarui preparat vaccinal. Personalul medical trebuie sa
cunoasca si sd respecte tehnica corectd de vaccinare, posibilele reactii adverse
postvaccinale, conduita terapeuticd de urmat si atributiile avute in raportarea
Reactiilor Adverse Postvaccinale Indezirabile (RAPI). Trebuie sa se asigure baza
materiald, instrumentarul medical necesar administrarii precum §i respectarea
lantului de frig in timpul transportului §i stocdrii preparatelor vaccinale (in cabinet,
majoritatea produselor trebuie mentinute 1n frigider, la temperaturi intre +2 - +8°C,
cu monitorizare zilnica si nregistrare Intr-un grafic de temperatura).

Imunizarile efectuate se vor nregistra cu rigurozitate in fisa individuala a
pacientului, in carnetul de vaccinari al copiilor (pana inclusiv la 14 ani) si on-line in
Registrul Electronic National de Vaccinari - RENV
(https://www.renv.ro/renv/login.php).

12.2. Imunoprofilaxia artificialid pasiva

Se realizeaza prin administratrea anticorpilor preformati (sub forma de seruri
homologe/ heterologe, imunoglobuline umane sau anticorpi monoclonali), fara
activarea sistemului imun al persoanei receptoare. Avantajul principal este instalarea
rapida a imunitatii dar pe o perioada scurta (saptimani, maxim 3-5 luni). in prezent,
utilizarea preparatelor pe bazd de anticorpi se aplica in bolile infectioase emergente
(in special ca tratament), in situatii de risc epidemiologic imediat — postcontact,
pentru persoanele neimunizate, cu contraindicatii pentru preparatele vaccinale sau
pentru protectia imunosupresatilor (substitutie prin Ig G monomerice la cei cu
agamaglobulinemie/ hipo-gamaglobulinemie congenitald, infectie HIV).
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a. Seruri — se folosesc pentru blocarea procesului infectios la subiectii infectati cu
agentul patogen respectiv. In functie de provenienta anticorpilor, se impart n 2
categorii:

Serurile homologe - se obtin de la persoane imunizate anterior prin trecere
naturald prin infectie si se numesc seruri umane de convalescent. In
pandemia de gripd din 1918, au fost utilizate cu succes 1n vederea
reducerii numarului de decese. Plasma umand de convalescent cu titru
ridicat de anticorpi s-a utilizat si in tratamentul pacientilor spitalizati cu
COVID-19, cu forme moderate, imunodeprimati sau cu alti factori de risc
de evolutie negativa (varstd peste 65 ani, obezitate, patologie cronica
cardiovasculara, pulmonard, renald, metabolica, etc.), cu administrare Tn
primele 7 zile de la debutul simptomelor;

Serurile heterologe — sunt solutii de anticorpi obtinute de la animale (cal,
iepure, oaie) imunizate cu antigene specifice. In prezent, utilizarea lor
este redusa pentru ca, desi determind protectie imediata, utild in terapie
sau in profilaxia postexpunere, neutralizeaza germenii sau toxinele
circulante, nu si pe cele fixate In celule si pot declansa reactii alergice
severe (soc anafilactic, boala serului), fiind aport de proteind strdina
organismului uman. Administrarea acestor seruri necesita testare initiala,
eventual desensibilizare, fapt pentru care s-a trecut la Tnlocuirea lor, acolo
unde este posibil, cu imunoglobuline umane specifice. Dupa scop, se
clasifica 1n seruri administrate profilactic (antirabic, antitetanic) si seruri
administrate in scopuri terapeutice (antibotulinic, antidifteric si
antitetanic). Dupd compozitie, serurile se clasificd in:

1. seruri antibacteriene (antistreptococic);

2. seruri antivirale (antirabic);

3. seruri antitoxice (antidifteric, antitetanic, antibotulinic);

4. seruri mixte, antibacteriene si antitoxice (ser anticarbunos).

b. Imunoglobuline umane — sunt solutii sterile ce confin anticorpi umani. Se pot
administra:

Imunoglobuline totale — includ anticorpi dezvoltati dupa intregul spectru de
infectii si imunizari prin care au trecut persoanele donatoare. Se mai numesc
si gamaglobuline umane standard pentru ca contin aproape numai IgG. Au
riscuri mult mai reduse de reactii alergice (soc anafilactic), nu determina
sensibilizare, boala serului dar e posibil sa nu se gaseasca suficienti donatori
iar continutul de anticorpi nu este omogen. Se utilizeaza mai rar, in profilaxia
postexpunere a rujeolei (la persoanele imunosupresate, cei cu contraindicatie
de vaccinare, contactii din focar in primele 6 zile de la expunere) sau in
profilaxia hepatiei A - preexpunere (la turisti receptivi ce preconizeaza
deplasari de peste 2 sdptdmani In zone endemice pentru VHA sau au
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patologie hepatica cronicd, imunosupresie) sau postexpunere (in primele 2
saptamani dupa contactul infectant, la membrii de familie, persoane din
focar);

e [munoglobuline specifice — contin anticorpi umani impotriva unui anumit
microorganism sau a unui anumit determinant antigenic, fiind recoltati de la
voluntari hiperimunizati post-infectie sau vaccinare. Aceste gamaglobuline
umane hiperimune determind un titru mai mare de anticorpi, ce persista mai
mult timp Tn organism. Sunt utilizate uzual Tn profilaxia tetanosului (in caz
de plaga cu potential tetanigen la persoane nevaccinate sau cu antecedente
vaccinale incerte/incomplete sau la cei corect vaccinati dar care au
politraumatism sever, cu pierderi masive de sange) sau a rabiei (in primele
24-72 h dupd o muscaturd de animal sdlbatic, animal turbat, In partea
superioara a corpului). Imunoglobulinele specifice antihepatita B se
recomandd postexpunere, in primele 12-24 h de viata, nou-ndscutilor
proveniti din mame infectate cu VHB precum si persoanelor, dupa contact
mucos/parenteral cu fluide biologic infectante (personal medical, contacti
sexuali), Tn asociere cu vaccinarea antihepatita B. Imunoglobulinele antivirus
varicelo-zosterian se administreaza postexpunere la copiii imunodeprimati
iar cele antivirus citomegalic se utilizeaza pentru profilaxia si tratamentul
bolii citomegalice la primitorii de transplant (renal, hepatic, medular).

c. Anticorpi monoclonali — sunt produse de sinteza ce provin de la o singura
clona de limfocite B. Au risc redus de raspandire a germenilor cu transmitere
parenterald, reactiile adverse sunt putine, pot fi administrati intramuscular, intr-un
volum redus. Sunt utilizati atat n tratamentul afectiunilor oncologice, autoimune dar
si in patologia infectioasa (Ex: profilaxia infectiei cu Virus Respirator Sincitial in
special la prematuri, la copii cu patologie respiratorie sau cardiaca cronica, la cei cu
imunodeficiente, la care evolutia unei eventuale bronsiolite ar fi severd). Si in
pandemia de COVID-19 s-au folosit anticorpi monoclonali in monoterapie sau in
combinatii, la cazurile confirmate cu forme clinice usoare/moderate dar cu factori de
risc de evolutie severa, in primele 10 zile de la debutul simptomelor. Eficienta lor a
fost limitatd datorita variabilitatii antigenice a SARS-COV-2. In prezent, cercetarea
s-a focusat pe terapia cu anticorpi monoclonali in unele infectii (HIV, sepsis cu
germeni Gram-negativi) sau in profilaxia unor infectii severe (Ebola, antrax
respirator, recurentele de enterocolitd cu Clostridioides difficile).
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