MORFOLOGIA'Y ESTRUCTURA BACTERIANA

Analizaremos algunos aspectos de la morfologia vy
estructura de las bacterias, microorganismos que integran
la flora normal de las superficies cutdneo-mucosas del
hombre y estdn vinculadas a numerosas y frecuentes
patologias infecciosas humanas.

Importancia del tema:

En las dltimas décadas se han hecho importantes avances
en el estudio de la ultraestructura bacteriana, lograndose
una identificacion bioquimica de muchas de las fracciones
subcelulares, estos avances han permitido ubicar
definitivamente a las bacterias en el reino Procariota.

El conocimiento en profundidad de las diferentes
estructuras y su composicion ha permitido comprender,
como muchas bacterias se relacionan con el hombre, ya sea
cuando lo hacen como integrantes de la flora normal o
cuando se comportan como agresoras para el mismo.

Ha sido fundamental poder demostrar que muchas
estructuras bacterianas bien identificadas son importantes
inmunogenos, siendo posible utilizarlas para la preparacion
de vacunas que han significado verdaderos avances en la
Medicina de los udltimos afios (Ejemplo: vacunas contra
agentes causantes de meningoencefalitis supuradas:
Haemophilus influenzae tipo b).

El conocimiento de la composicion bioquimica de las
diferentes estructuras de las bacterias, asi como de su
metabolismo, ha permitido la comprensién del mecanismo
de accion de diferentes antibidticos.

De gran relevancia han sido también los avances en el
estudio del material genético bacteriano cromosomico y
plasmidico que han posibilitado el desarrollo de técnicas
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con aplicaciones en investigacion y diagnéstico que han
revolucionado las dltimas décadas.

Es justo de todos modos sefialar que a pesar de todas estas
innovaciones la observacion al microscopio optico y la
reaccion de las bacterias ante las diferentes coloraciones
sigue siendo de fundamental importancia en la taxonomia e
identificacion bacteriana.

Definicién:  Las bacterias o procariotas, son
microorganismos unicelulares que se reproducen por fision
binaria (divisién simple). Muchos tienen vida libre.
Contienen informacion genética, sistemas de produccion de
energia y sistemas biosintéticos necesarios para el
crecimiento y reproduccion.

Ubicacion dentro de los sistemas bioldgicos:

La gran division de los seres vivos se realiza segun el tipo
de células: eucoriota y procariota.

Como veremos en el cuadro 1, animales y plantas,
individuos multicelulares, tienen células  eucariotas.
También poseen este tipo de células algas, hongos y
protozoos. (eu significa verdadero, cariota: nicleo).

Las bacterias son microorganismos unicelulares, siendo
entonces células procariotas. Existen dos grupos de
procariotas evolutivamente distintos, las eubacterias y las
arquebacterias.

Una célula bacteriana tipica tiene las siguientes estructuras:
Material genético ADN, bajo forma de un cromosoma
Unico que no estd rodeado de membrana nuclear, esta
caracteristica es la diferencia fundamental con la célula
eucariota, la cual posee siempre membrana nuclear.
Presentan ademas ribosomas, citoplasma y membrana
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Cuadro 1
SERES VIVOS

Organizacion unicelular sin
diferenciacion

Célula procariota (ntcleo primitivo)

Procariota: bacterias

Organizacion unicelular o colonial

Célula eucariota (ntcleo verdadero)

Protistas: protozoarios, fitoflagelados

Multicelulares.
Diferenciacion celular en tejidos

Célula eucariota

Reinos: animal y vegetal

Uni o multicelular
Uni o multinuclear

Célula eucariota

Hongos, algas

citoplasmatica. Figura 1.

Por fuera esta la pared bacteriana, estructura que por su
composicion bioquimica se puede decir que es propia de
las bacterias, ya que las células vegetales tienen una pared
celular pero esta compuesta por celulosa. Algunas bacterias
como los micoplasmas, carecen de pared celular.

Las diferentes estructuras bacterianas que observamos en la
figura 1 las podemos dividir, segun sean constantes en las
células o no, en estructuras permanentes y variables.

Estructuras permanentes: - membrana celular
- ribosomas
- material genético

Estructuras variables: - pared celular
- flagelo
- fimbrias o pilis
- capsula
- esporas

Al decir estructuras variables queremos decir que estas
estructuras existen en algunas bacterias y no en todas, y
aun en un mismo grupo bacteriano o una misma cepa
bacteriana las puede presentar o no, dependiendo de las
condiciones en donde se desarrolle. Las estructuras
variables no son necesarias para la vida de la célula
bacteriana.

Tamafio: Las bacterias presentan una amplia diversidad de
tamafios, que va desde 0.5 a 2 micrémetros y algunas
pueden llegar a 10 micras. No son visibles por supuesto al
0jo humano y se visualizan con microscopio 6ptico (MO) o
electrénico (ME).

Las bacterias pueden ser observadas al MO sin ser
coloreadas si se las coloca en glicerol o soluciones no
acuosas que aumenten el indice de refraccion.

Las bacterias se pueden observar sin colorear utilizando la
técnica de microscopia de campo oscuro en la que
utilizando un condensador especial se ven sobre un fondo

oscuro como cuerpos brillantes. Esta técnica se usa para el
examen de microorganismos no teflidos en suspensiones
liquidas como es el caso de Treponema pallidum, agente
de la sifilis, que se observan como espiroquetas
delgadisimas.

Forma: Al MO o ME las bacterias se presentan con una
morfologia definida que estd determinada por su pared
rigida. Se pueden presentar como esféricas, ovaladas,
denomindndose cocos. Si la forma es cilindrica se
denominan bacilos o bastones.

Estos bastones pueden ser rectos, curvos o con forma de
espiral, en este Ultimo caso les llamamos espirilos. Figura
2.

Las células bacterianas pueden mantenerse unidas en
grupos después de que se han dividido, pero conservando
siempre la independencia una célula de otra. Cocos 0
bacilos pueden agruparse en cadenas, en el caso de los
cocos, cuando se presentan asi agrupados, se denominan
estreptococos. También se pueden presentar como
diplococos.

Si los planos de divisién son variados pueden agruparse en
tétradas o como racimos, denominandose estafilococos.
Los bacilos pueden ser muy cortos, recibiendo el nombre
de cocobacilos, otras veces pueden ser muy largos,
pudiendo tener una longitud 10 veces superior a su
diametro. Los extremos pueden ser redondeados o rectos,
pueden presentarse aislados, en largas cadenas o pueden
agruparse en empalizadas o formando letras chinas.

La morfologia bacteriana se observa al MO sin tincién
como se sefialo, o utilizando diferentes técnicas de tincion
que ayudan a su mejor visualizacion ya que son incoloras.
Las diferentes técnicas de tincién consisten en colorear las
células con diferentes colorantes que tienen afinidad por
materiales celulares especificos. Hay colorantes cationicos,
de carga positiva que tienen afinidad por constituyentes
celulares de carga negativa, como los &cidos nucleicos y
los polisacéridos.

Algunos ejemplos de colorantes cati6nicos: azul de
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Fig. 2- Morfologia: 1 cocos. 2 diplococo. 3cocos en
cadenas. 4. cocos en racimos. 5. cocos en tetradas.
6. cocobacilos. 7. bacilos. 8. bacilos bordes redon-
deados. 9. bacilos bordes rectos. 10. bacilos
fusiformes. 11. vibrios. 12. Spinillum. 13. Borrelia.
14, Treponema. 15. Leptospiras.

Microbiologia. Zinsser. 17 Edicion.

metileno, cristal violeta, safranina.

Mas adelante analizaremos algunos detalles de la
coloracion mas utilizada en Bacteriologia, denominada
coloracién de Gram en honor a quien en 1884 la describid.
Es esta una coloracion diferencial que permite dividir a las
bacterias en Gram positivas, refiriéndose a aquellas que
toman el primer colorante utilizado que tifie las bacterias
de color violeta y las Gram negativas, las que toman el
altimo colorante utilizado en la técnica como colorante de
contraste que las tifie de rojo o rosado. Este tipo de
coloracién se denomina diferencial por lo que acabamos de
analizar.

Otras coloraciones simples como el azul de metileno, se
utilizan para observar simplemente la morfologia.
Analizaremos la célula desde su interior para luego
dedicarnos a las estructuras externas y apéndices.

Las estructuras internas de la célula estan inmersas en el
citoplasma, solucién acuosa y viscosa, que contiene solutos
organicos e inorganicos y elementos especializados como
ribosomas y granulos de inclusion.

Material genético:

Ribosomas: La célula bacteriana presenta ribosomas libres
en el citoplasma con coeficiente de sedimentacion de 70S a
diferencia de la célula eucariota que es de 80S. Se
presentan también como polirribosomas que son cadenas
de ribosomas asociados a ARN mensajero y en parte en
relacion con el ADN cromosomico. Contienen todos los
componentes que permiten la sintesis proteica.

Las células poseen mas ribosomas si estan creciendo en
medios ricos. El alto contenido de ARN determina gran
afinidad por los colorantes basicos.

ADN bacteriano:Como se sefiald, la célula procariota a
diferencia de la eucariota carece de una membrana nuclear,
tampoco posee nucléolo, ni aparato mitético, y nunca
configura una masa cromosémica definida.

El material genético estd compuesto de una estructura
fibrilar, constituida por un ADN circular de doble cadena,
enrollado sobre si mismo. Si bien se asocia a proteinas
basicas, estas no son verdaderas histonas.

Los mesosomas son, al parecer, invaginaciones de la
membrana citoplasmatica y participan en la division celular
y en la replicacién de ADN. Si bien hay autores que opinan
que son artefactos de técnica que se observan en las
microfotografias electronicas, hay otros que han observado
que claramente el ADN se fija al mesosoma en la etapa
previa de la division celular.

En las Gltimas décadas se han desarrollado muchas técnicas
que permiten estudiar el ADN bacteriano, todas ellas con
importantes aportes en la investigacion y el diagnostico.
Por ejemplo, es posible por técnicas de secuenciacion,
conocer genomas enteros de bacterias o sectores de él que
tengan interés, ya sea porque codifican la produccion de
alguna estructura, una toxina, etc. Estos sectores de ADN,
se pueden separar del ADN total con enzimas de
restriccion para su posterior analisis o utilizacion en
estudios de biologia molecular.

Estas técnicas de biologia molecular estan destinadas a
identificar sectores de ADN especifico de una bacteria, por
ejemplo: las técnicas de hibridizacion que identifican un
trozo de ADN con una sonda genética complementaria de
ese sector y marcada con un compuesto revelador; o la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
amplifica miles de veces el sector de interés.
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otras sustancias cargadas como iones
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Plasmidos y episomas: Algunas bacterias poseen material
genético extracromosomico, denominados plasmidos y
episomas. Los plasmidos son elementos genéticos
constituidos por secuencias de ADN cortas circulares que
se replican en forma auténoma. Como se verd en el
capitulo de genética bacteriana, éstos poseen genes que
codifican factores de agresion, factores de resistencia a
antibidticos, produccion de toxinas, etc.

Los episomas son elementos genéticos extracromosomicos
que pueden existir en forma autonoma o incorporados al
material genético.

Membrana celular: Estructura delgada que rodea a la
célula de 8 nm de espesor. Es una estructura vital, si se
altera, la célula pierde su vitalidad.

Composicién: es similar a al mayor parte de las
membranas biol6gicas. Figura 3. Una doble capa
fosfolipidica en donde el acido graso hidrofébico se orienta
hacia el interior y el glicerol hidrofilico hacia el exterior de
la célula. A diferencia de la célula eucariota no posee
esteroles (excepto los micoplasmas).

Algunos antibidticos, cuyo blanco de ataque en la célula
bacteriana es la membrana celular, actGan inmediatamente
que la célula se pone en contacto con éstos. Los
antibidticos de este tipo, son por su mecanismo de accién,
toxicos para los tejidos humanos y poco utilizados en
medicina clinica.

Funcidn: Delimita el interior del exterior celular, es una
barrera osmética muy importante, interponiéndose a la
libre difusion entre el medio ambiente interno y externo.

Es una membrana con permeabilidad selectiva, a través de
la cual ingresan los nutrientes y salen los productos de
desecho. El transporte de solutos se realiza muchas veces
por un sistema de transporte activo, como se analizara al
estudiar el metabolismo bacteriano.

En la membrana celular estén los sistemas de fosforilacion,
oxidacién y transporte de electrones (citocromos) para la

produccion de energia.

Dentro de las diversas actividades enziméticas vinculadas a
las proteinas de la membrana citoplasmatica, podemos
sefialar su participacion en la biosintesis del ADN, de los
constituyentes de la pared, etc.

Ya hemos hecho mencion més arriba de los mesosomas
que son organelos que se asocian a la membrana. Se
observan al ME como sacos citoplasmaticos que contienen
estructuras verticiladas, laminares, tubulares o vesiculares,
y a menudo se asocian con tabiques de septacion. Se ha
demostrado que los mesosomas fijan el ADN
cromos6émico a la membrana citoplasmatica.

Pared celular: Estructura rigida presente como ya se
dijo en la mayoria de las bacterias, se sitlan por fuera de la
membrana citoplasmatica. Es una estructura vital para las
bacterias que las poseen. Si ésta se destruye o se impide su
formacion, la célula pierde su viabilidad.

El peptidoglicano, principal constituyente de la pared, es
un polimero constituido por unidades repetidas del
monomero formado por: dos derivados de carbohidratos,
N-acetil Glucosamina y N-acetil Muramico (N-Ac.G, N-
Ac.M), unidas por enlaces beta 1-4 y asociados a cortas
cadenas peptidicas a través del N-acetil Muramico. Figura
4

El espesor de la pared en los diferentes microorganismos,
oscila entre 0,150 pmy 0,500 um de (um=micra).
Podemos imaginar entonces la pared celular, como una
macromolécula gigante constituida por peptidoglicano, que
en forma de bolsa rodea toda la célula, representando del
10 al 40 % del peso de la bacteria.

Unido al N-acetil murdmico se encuentra un tetrapéptido
como se aprecia en la figura 4. Los tetrapéptidos de una
cadena de peptidoglicano se unen con los de la otra a
través de puentes peptidicos. Los aminoacidos que forman
los tetrapéptidos son los siguientes: L-Alanina, Acido D-
Glutamico, Acido mesodiaminopimélico (o L-Lisina) y D-
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Alanina.

Podriamos resumir de la siguiente manera la sintesis del
péptidoglicano:

En el momento de la divisién celular se debe formar la
nueva pared celular. Las autolisinas, enzimas producidas
por la propia bacteria, forman brechas en la "vieja pared"

de la célula en division. A nivel de esas brechas o aberturas
es donde se agrega el peptidoglicano de la nueva pared en
formacion. Figura 5.

La mayor parte de la informacion se ha obtenido de la
sintesis del peptidoglicano de Staphylococcus aureus y la
explicacion que sigue se restringira a este organismo. En el
citoplasma se une el N-acetil Murdmico a un transportador
lipidico de membrana: el bactoprenol, luego se une la N-
acetil  Glucosamina vy, finalmente, el puente de
pentaglicina. El bactoprenol transporta el bloque formado a
través de la membrana citoplasmatica. Una vez en el
espacio periplasmico, estos bloques son colocados en las
brechas ya formadas.

El paso final y fundamental para una correcta funcién de la
pared es la union los mondmeros de peptidoglicano entre
si.

Esta union la realizan enzimas denominadas
transpeptidasas. A este paso se lo conoce como
transpeptidacion.

La Penicilina y sus derivados, los antibiéticos mas usados
en Medicina, acttan precisamente inhibiendo la sintesis de
la pared celular, llevando a la lisis de la bacteria.

La unién de los puentes peptidicos se pueden hacer como
ocurre en la mayoria de las bacterias por uniones directas
transpetidicas entre la D-Alanina de un puente peptidico y
el &cido diaminopimélico (DAP) de otro tetrapéptido
adyacente. En Staphylococcus aureus la reaccion de
transpeptidacion se efectla mediante un puente de
pentaglicina, el cual une la L-Lysina de un tetrapéptido con
la D-Alanina de otro tetrapéptido adyacente.

Existen diferencias en el espesor de esta estructura basica,
el peptidoglicano de las bacterias Gram positivas tienen
una capa gruesa de 0,02 a 0,06 um en forma de multicapas,
mientras que las bacterias Gram negativas y las bacterias
acido alcohol resistentes la tienen mas fina, de 0,01 um.

Al peptidoglicano se le unen otros componentes que son,
por lo tanto, también integrantes de la pared. Son
diferentes en las bacterias Gram positivas, negativas y
acido alcohol resistentes. Revisaremos algunos aspectos de
la composicién de los tres tipos de paredes. (Cuadro 2)

Pared de bacterias Gram negativas:
Si observamos la pared de las bacterias Gram negativas al
microscopio electrénico podemos observar 3 zonas:

1. La membrana citoplasmatica.

2. El espacio periplasmatico, ubicado entre la
membrana citoplasmatica y el peptidoglicano.

3. Una fina capa de peptidoglicano.

4, Membrana externa que contiene fosfolipidos, el

lipopolisacarido (LPS) caracteristico de estas
bacterias y proteinas (proteinas de membrana
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externa). Esta capa estd estrechamente unida al
peptidoglicano y se la considera un componente
de la pared celular de las bacterias Gram
negativas. Figura 6.
En el lipopolisacérido se pueden distinguir 3 componentes
diferentes bioquimicamente. La porcion lipidica, el lipido
A, esta inmersa en el centro de la membrana externa. En su
sector externo la porcién polisacaridica, el denominado
polisacarido O, o antigeno O, esta ubicado en la cara
externa. Entre estos dos componentes esta el core del LPS,
que es también polisacaridico. El antigegno O es muy
variable en su composicién entre las diferentes familias y
especies de bacterias Gram negativas, en cambio, el
polisacarido del core es constante en las diferentes
bacterias Gram negativas. El polisacarido O por su
variabilidad es utilizado frecuentemente para la
clasificacion seroldgica de familias bacterianas de interés
médico.
Al lipipopolisacarido (LPS) se le denomina endotoxina
siendo el lipido A su la porcién toxica. Como el lipido A
esta inmerso en el centro de la membrana sélo ejerce sus
efectos toxicos cuando la célula es lisada, ya sea por ataque
del complemento y fagocitosis, o por lisis celular como
consecuencia de la accion de antibioticos.
Si se inyecta a un animal de experimentacion endotoxina,
ocurren una serie de eventos fisioldgicos, el primero es la
fiebre. La endotoxina estimula a las células del huésped a
liberar proteinas denominadas pirégenos y éstos modifican
el centro termorregulador del encéfalo. Pero el animal
también puede sufrir otras alteraciones como disminucion
de leucocitos y plaquetas en sangre, sufriendo finalmente
un estado inflamatorio generalizado que lo puede llevar a
la muerte (fenémeno de Shwartzman-Sanarelli).
Efectos similares ocurren cuando por destruccion
bacteriana hay endotoxinas en sangre. La gravedad del
cuadro clinico se sabe hoy que depende en parte de la
cantidad de endotoxinas circulantes, pudiendo determinar
desde un simple cuadro infeccioso con fiebre, a sepsis,

CUADRO 2

Composicion de la pared celular de Gram positivas y Gram
negativas

Bacterias Gram positivas ~ Bacterias Gram negativas

Glucopéptidos 0.02 a 0.06 um
um Proteinas

Glucopéptido  0.01
Membrana externa:

Acidos lipoteicoicos Lipoproteinas
Acidos teicoicos
Acidos teicurénicos
Polisacaridos

Lipopolisacaridos
Fosfolipidos
Proteinas

Dnlicararidne

shock séptico o la muerte.

La toxicidad del lipido A radica primariamente en su
habilidad para activar el complemento y estimular la
liberaciéon de citoquinas por parte de las células del
huésped (leucocitos, macréfagos, etc.).

El complemento vy las citoquinas en condiciones normales
son parte de los mecanismos de defensa del huésped, pero
si estan en altas concentraciones desencadenan un proceso
perjudicial. Desencadenan localmente un proceso
inflamatorio y una respuesta sistematica que constituye el
shock séptico.

Entendemos por shock la serie de eventos que determinan
el colapso del sistema circulatorio que lleva a la falla de
multiples 6rganos vitales y, finalmente a la muerte
(multiple organ sistem faillure, MOSF).

AUn hoy no es posible decir exactamente como se
desencadena este fendmeno.

Se acepta que cuando en la sangre se libera LPS de
bacterias Gram negativas lisadas, éstos se unen a proteinas,
denominadas proteinas fijadoras de LPS. El complejo LPS-
proteina fijadora de LPS interactda con receptores CDy4 de
monocitos, macréfagos 'y  células  endoteliales.
Posteriormente se desencadenan 3 fenémenos que tienen
como accién final el dafio endotelial difuso y, por ende, la
falla multiorgéanica.

El primero es la liberacién de citoquinas por los
monocitos, macréfagos y otras células tisulares como IL1,
IL6, IL8 (IL interleuquina), factor de necrosis tumoral
(FNT). Estas a su vez estimulan la producciéon de
prostaglandinas y leucotrienos, que son los mediadores del
dafio endotelial en multiples érganos. En segundo lugar se
activa el complemento y en tercer lugar se activa la cascada
de la coagulacién. Figura 7.

La membrana externa contiene ademas numerosas
proteinas. Algunas de ellas la atraviesan de lado a lado,
constituyendo canales, denominados porinas. Estos poros
permiten el pasaje de moléculas de bajo peso molecular,
como nutrientes. Las grandes moléculas no atraviesan la
membrana externa, por esto estas bacterias, a diferencia de
las Gram positivas, no son sensibles a una enzima, la
lisozima que destruye el peptidoglicano. Incluso algunos
antibioticos de alto peso molecular no pueden atravesar la
membrana externa y, por lo tanto, las bacterias no son
sensibles a ellos.

Pared de las bacterias Gram positivas:

Lo primero a sefialar es la gruesa capa de peptidoglicano
en forma de maltiples capas. Unidos a él se encuentran los
acidos teicoicos (del griego techos, pared). Son
polisacaridos que se unen al acido N-acetil muramico del

6
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peptidoglicano. Algunos acidos teicoicos tienen unido un
lipido (&cidos lipoteicoicos).

Los &cidos lipoteicoicos estan embebidos en la membrana
citoplasmatica por su porcion lipidica. Los acidos teicoicos
tienen por funcion estabilizar la pared.

La superficie externa del peptidoglicano de las bacterias
Gram positivas esta usualmente cubierta de proteinas. Los
diferentes grupos de bacterias Gram positivas y las
diferentes especies, difieren en la composicién de sus
proteinas y 4acidos teicoicos, siendo esto Util para la
clasificacién seroldgica y la identificacion.

En la pared de las bacterias Gram positivas no existe una
endotoxina, sin embargo, la presencia de estas bacterias en
los tejidos y en la sangre determina sintomas similares al
shock séptico que ocurre ante la presencia de endotoxinas.
Las mismas citoquinas que se liberan ante la presencia de
los LPS, se sabe que son liberadas ante presencia de la
pared de las bacterias Gram positivas con sus mismos

efectos.

la luz de las investigaciones actuales, al aparecer
fragmentos de peptidoglicano, &cido teicoicos o una
combinacion de los dos, juegan un papel semejante al LPS.
Si se inyectan a animales tienen efectos similares que los
LPS.
Al peptidoglicano de la pared de las bacterias Gram
positivas, se pueden unir proteinas como la proteina M de
Streptococcus pyogenes (o Streptococcus grupo A) que se
vincula con la virulencia, y también se pueden asociar
polisacaridos como el polisacarido C que permite la
clasificacion en serotipos del género Streptococcus (A, B,
C,D,E, F, etc.).

Composicion de la pared de las bacterias acido alcohol
resistentes (AAR):

Nos referiremos como bacteria modelo de este grupo al
género Mycobacterium.

Ademéas del peptidoglicano, la pared celular de las
micobacterias contiene una gran cantidad de glicolipidos
como el complejo lipidico arabinogalactano y los &cidos
micdlicos, éstos ultimos son s6lo encontrados en
Mycobacterium y Corynebacterium Spp. Esta gran
cantidad de lipidos hace que las bacterias AAR no se
coloreen o se coloreen mal con la coloracion de Gram.

Para colorearlas, se somete a las bacterias a una coloracion
con Fucsina (colorante rojo) con ayuda de calentamiento y
luego que son tefidas asi, resisten la decoloracion con una
mezcla de alcohol acido. Esta gran cantidad de lipidos de
la pared, 10% del total del peso de la célula de
micobacterias, protege a la bacteria de la accion deletérea
de los componentes del fagolisosoma y, probablemente,
sea esta la raz6n por la que las micobacterias pueden
sobrevivir dentro de los macréfagos. Los componentes de
la pared de las micobacterias también tienen la capacidad
de estimular al sistema inmune, tanto es asi que se utiliza
para aumentar la produccion de anticuerpos cuando se
inyecta antigenos proteicos, o sea, se utiliza como
adyuvante. El adyuvante de Freund tiene como
componente basico, la pared micobacteriana.



fcida teicoico
ACICD IpOlRacoisn

1 Proteina de membrara
F A
el | Anligens O
| , &) Hcor o i
i ! I Parinas
i ,4’1 - A " [proteinas|
I‘ = : Acidos
1 rad seldar = Qraeot
o e de lipida A
emibirans C
i i axlama ':Lr-— Fostabiped o
] 15 1 5
[ | | i | Lipoproiaina
# . Parad cedular—
! - Espa-:n__:- Mursina
| panplasmabco . Froleinas
O T S T ..|...._.I Mambrana I Prolaina
. ' e ﬂ':arntrrm
o Y Y Yo
It § 1] LJ'T:. | 1. !__H“"“hrﬂ“ﬂ
b e i J calular ~ Fastalipido

Fig & - La estructura de envaltua de un miciearganiems grampesitlve (lzqulerda) y un microorganismo
Hamnegujm[dur“h;ﬁ_ Yo as muealran s capselas v os apandoas n las profainas da supnrﬂun_mn‘-:l la |:|n:||.|:!|n..:|

de los estreplococos. Ohadrese la canbidad 20 veiod mayarde papidegucans an al mcroanganisme orampasineo:
La membrana extema de la ervoltura del micregrganisma gramnegaivo muesira moléculas de polsacindos dal

anfligene O cubriends b capa acama

Después de analizar las diferencias entre la composicion de
las paredes de las bacterias Gram positivas, negativas y
acido alcohol resistentes se puede ir comprendiendo la
importancia que esto tiene en el momento de estudiar
mecanismos de agresion, sensibilidad a antibidticos,
taxonomia, clasificacion bacteriana, identificacion, etc.

También es necesario sefialar que el tipo de pared celular
podria determinar el hecho de que unas bacterias se tifian
con la coloracién de Gram y otras no, y por qué las que no
lo hacen sean Gram positivas y otras negativas.
Recientemente se ha demostrado que en las bacterias Gram
positivas es la gruesa capa de peptidoglicano con
numerosos acidos teicoicos unidos a ella, la que determina
que estas bacterias retengan al colorante cristal violeta
utilizado en el primer paso de la coloracién, y resistan la
decoloracion con alcohol acetona. Por el contrario, las que
lo pierden al ser descoloradas, las Gram negativas, tienen
una fina capa de peptidoglicano y la membrana externa rica
en lipidos, que podrian ser solubilizados con alcohol
acetona y facilitar asi la pérdida del cristal violeta,
quedando finalmente coloreadas de rojo con safranina,

colorante de contraste usado al final de la técnica.
Podriamos decir que la pared bacteriana es un gran
mosaico de antigenos que son utilizados en la clasificacion
bacteriana y en la identificacion, como en el caso del
antigeno O en enterobacterias, el polisacarido C para la
serotipificacion de estreptococos, etc. También antigenos
de la pared han sido ensayados como inmundgenos en la
produccion de vacunas, como proteinas de membrana
externa en la vacuna antimeningocdccica para el grupo B.
La porcién central del LPS, que es invariable entre las
diferentes bacterias y no es tdxica, se ha ensayado también
como inmundgeno.

También es importante sefialar la funcién que cumple la
pared celular como barrera osmética.

Cépsula: Es una envoltura externa, ubicada por fuera de la
pared celular, mucosa, que forma un gel que se adhiere a al
célula.

Como se sefial6, es una estructura variable que la pueden
producir tanto bacterias Gram positivas como Gram
negativas. La gran mayoria son polisacaridicas.

8
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No es una estructura vital para la célula, su pérdida no se

relaciona con la pérdida de viabilidad de la célula, pero si
se relaciona con cambios en la morfologia colonial y en la
pérdida de la virulencia bacteriana.

La virulencia de algunos patdgenos se correlaciona con la
presencia de cépsula, como por ejemplo: Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b. La capsula
protege a la bacteria de la fagocitosis, principal mecanismo
de defensa que pone en juego el huésped ante la presencia
de bacterias capsuladas. Una respuesta efectiva para
defenderse de este tipo de bacterias implica la produccion
de anticuerpos que se unan especificamente a la capsula
facilitando asi la opsonizacién y la fagocitosis.

De su capacidad antigénica se desprende el uso de la
capsula para la produccion de diferentes vacunas que
estimulan la formacion de anticuerpos especificos, y han
demostrado ser efectivas (vacuna anti-neumocaoccica, anti-
Haemophilus influenzae tipo b, anti-meningocéccica A y
C, etc).

Las bacterias que producen capsula forman en los medios
solidos colonias acuosas, mucoides (M) o lisas (S), en
cambio, las cepas rugosas (R) no producen capsula. La
pérdida de la capacidad de formar capsula por mutacién S
a R se correlaciona con la pérdida de la virulencia y
aumento de la facilidad de destruccion por los fagocitos,
pero no afecta la viabilidad.

La presencia de capsulas también se puede demostrar por
tincion negativa con tinta china. La tinta chino no penetra
la capsula pero delimita un contorno refringente alrededor
del cuerpo bacteriano sobre un fondo oscuro.

Los antigenos capsulares son muy Utiles en la clasificacion

e identificacion de diferentes bacterias; Streptococcus sp. ,
S. pneumoniae, Haemophilus sp. , Neisseria meningitidis
sp, etc.

Frimbias o pilis: Las fimbrias son estructuras filamentosas
proteicas similares a los flagelos en su composicion y
morfologia, pero no participan en la motilidad y son menos
abundantes y mas cortas.

Es una estructura variable que la poseen algunas bacterias.
Las fimbrias o pilis comunes se relacionan con la
adherencia de las bacterias a superficies inertes o vivas. De
gran importancia en este sentido es la adherencia especifica
que presentan muchas bacterias a determinados epitelios,
jugando un papel fundamental en la colonizacion. Esto se
debe a que las fimbrias encuentran en las células epiteliales
receptores especificos para ellas.

A modo de ejemplo, las cepas de Neisseria gonorrohoeae
patdgenas son aquellas que poseen fimbrias que se
adhieren especificamente al epitelio uretral del hombre o al
cérvix uterino en la mujer.

Las cepas de E. coli capaces de causar infeccion urinaria
tienen fimbrias que les permiten una adhesion especifica al
epitelio del aparato urinario.

También E. coli enteropatégena clasica (EPEC) tiene
fimbrias que le permiten adherirse especificamente al
epitelio intestinal para luego producir los cambios a ese
nivel que determinaran la instalacion de la diarrea.

Existen otros pilis llamados sexuales que son mas largos y
se presentan en nimero de dos o tres por célula. Estos pilis
sexuales intervienen en el intercambio genético entre
bacterias, de alli su nombre. El apareamiento de dos
bacterias y la transferencia de ADN a través del pili sexual
se conoce como conjugacion. Se transfiere material
genético de una célula donadora a una receptora y se
transfiere s6lo pequefios sectores de ADN, en general un
plasmido o una porcion de cromosoma movilizada por un
plasmido.

La célula donadora tiene un plasmido llamado conjugativo
que posee la informacion genética para que esa célula
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produzca el pili sexual que le permita la unién a la célula
receptora.

Una vez unidas los pilis sexuales se retraen, permitiendo
que las células se unan y pase el ADN de la célula
donadora a la receptora, formandose, al parecer, una
verdadera union entre las membranas de las células que
forma un puente para el pasaje de ADN.

La célula receptora esta estrechamente emparentada con la
donadora y posee un receptor especifico para los pilis
sexuales.

Flagelos: los flagelos son filamentos largos, delgados,
helicoidales, de longitud y didmetro uniforme. Son
responsables de la motilidad de las bacterias.

Presentan flagelos fundamentalmente: bacilos Gram
positivos y Gram negativos. El flagelo esta compuesto de 3
partes, el filamento, el gancho y el cuerpo basal.

El filamento es externo con respecto a la célula y se une al
gancho en la superficie celular. El gancho esta fijado al
cuerpo basal, que a su vez estd anclado en la membrana
plasmatica. El cuerpo basal estd compuesto de un cilindro
y dos 0 méas juegos de anillos contiguos a la membrana
plasmatica, el peptidoglicano y, en el caso de las bacterias
Gram negativas, a la membrana externa. Figura 8.

Los flagelos pueden variar en nimero desde uno, unos
pocos 0 varios cientos como en algunas cepas de E. coli.
Segun el nimero de flagelos y su topografia en la célula
podemos hablar de monotricas cuando tienen un flagelo

Unico, lofotricas cuando presentan un penacho de varios
flagelos polares, anfitricas si los flagelos se encuentran en
ambos polos y peritricas cuando los flagelos estan
distribuidos sobre toda la superficie celular.

Esporos: algunas bacterias producen en su interior esporos
0 endosporas. Estas estructuras son muy resistentes al
calor, la desecacion, la radiacién, los é&cidos, y los
desinfectantes quimicos. Los producen algunas familias de
bacilos Gram positivos. El esporo se forma en la célula
vegetativa en ciertas condiciones como son la escasez de
nutrientes. En lugar de dividirse la célula, sufre una
compleja serie de fenémenos que dan lugar a la formacion
de la espora.

Una espora puede permanecer en ese estado durante
muchos afios pero puede convertirse de nuevo en una
célula vegetativa y volver a multiplicarse, fendmeno
denominado germinacion de la espora.

El descubrimiento de que hay bacterias que forman esporos
fue de gran importancia para la microbiologia. El
conocimiento de que existen estas formas altamente
termoresistentes fue esencial para el desarrollo de métodos
adecuados de esterilizacion de medicamentos, alimentos,
medios de cultivo microbioldgicos, etc. El ciclo vital de
una bacteria productora de esporos se puede ilustrar como
se ve en la figura 9.

Los esporos son impermeables a los colorantes, entonces
se pueden observar como regiones no tefiidas dentro de
células que han sido coloreadas con colorantes basicos
como el azul de metileno. Existen ademas coloraciones
especiales para tefiir los esporos.

Si observamos una espora al microscopio electrdnico se ve
que presenta numerosas capas. La capa mas externa es una
delicada y delgada cubierta llamada exosporium. Le sigue
la cubierta de la espora, que estd compuesta de una capa 0
mas de una sustancia parecida a la pared celular. Por
debajo de la cubierta se encuentra la corteza y dentro de
ella, el nucleo o corazén que contiene la pared de la
bacteria que dio origen al esporo, la membrana
citoplasmatica y la regién nuclear.

Las esporas son ricas en acido dipicolinico e iones calcio y
hay evidencias que esta asociacién cumple una funcion
importante para conferir la excepcional resistencia al calor
de los esporos.

Inclusiones y productos de almacenamiento: dentro de
algunas bacterias se pueden observar granulos y otras
inclusiones. Casi siempre su funcién es el almacenamiento
de compuestos energéticos como el acido poli B-
hidroxibutirico que se utiliza como fuente de carbono y
energia. En otros granulos se almacena glucégeno.

Con frecuencia las inclusiones pueden verse directamente
con el microscopio de luz sin tinciones especiales.
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