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Advertencia
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Prefacio



«Nada tiene sentido en biología si no se observa con la luz de la evolución.»


Theodosius Dobzhansky, genetista ruso (1900-1978)


Parafraseando a Dobzhabnsky, podríamos decir que todos nuestros estudios y conocimientos relacionados con la microbiología tendrán una mejor comprensión si los analizamos con una perspectiva evolutiva. No olvidemos que somos descendientes de aquella(s) primera(s) célula(s) procariota(s) que aparecieron en el planeta Tierra, o llegaron a él, hace unos 3.850.000 millones de años. A partir de aquellas primeras células, tras innumerables mutaciones y otras modificaciones genéticas (v. capítulos 1 y 14-16), fueron surgiendo otros tipos celulares, mayoritariamente microbianos, que hoy en día agrupamos en tres grandes grupos (dominios): Eucaria, Bacteria y Archaea. Es posible que incluso los virus (microorganismos acelulares) surgieran y evolucionaran paralelamente al resto de seres vivos celulares (v. capítulo 13). Simplificando, podríamos decir que los seres vivos «son como son» (estructura, metabolismo, etc.) (v. capítulos 1-7) porque así lo dictó el binomio «adaptación-selección natural»; es decir, son consecuencia de la evolución natural darwiniana.


Como consecuencia del trabajo de los primeros «cazadores de microbios» (finales del s. XIX: Louis Pasteur, Robert Koch, etc.), conocimos la cara menos amable de los microorganismos, como causantes de enfermedades. Se inició una carrera frenética en búsqueda de sistemas para su control, con métodos tanto físicos como químicos (v. capítulos 8 y 9). Más tarde, se observó que algunos microorganismos liberaban compuestos químicos (antibióticos) para eliminar posibles competidores; compuestos que podían ser empleados como agentes quimioterápicos tanto en plantas como en animales (v. capítulo 10). Sin embargo, el mal uso de los mismos ha provocado el incremento en la frecuencia de bacterias resistentes, el llamado «holocausto de los antibióticos» (v. capítulo 11).


A pesar de estas connotaciones negativas, hoy en día nadie puede negar, científicamente, que nuestra vida depende de la actividad microbiana. Los beneficios son innumerables (v. capítulos 17-21). Uno de los hitos científicos actuales lo constituye el conocimiento de la complejidad y funcionalidad de la microbiota normal (conjunto de microorganismos que conviven de forma simbionte mutualista con los animales). En el caso del hombre, el número de microorganismos celulares es 10 veces superior al de células animales (1014 frente a 1013), siendo el metagenoma de las células microbianas de nuestro cuerpo (conjunto de genes) 100 veces superior al de nuestras células (2 × 106 genes diferentes) (Proyecto Microbioma Humano). Estos estudios revelan que dichas bacterias no son simples comensales, sino que el beneficio es mutuo (v. capítulo 19).


El estudio de los microorganismos es el estudio de uno mismo, de su pasado y su bienestar (aunque, en ocasiones, también de su malestar). Merece la pena estudiarlo.


ALGUNOS DATOS QUE HAY QUE TENER EN CUENTA




• Edad del sistema solar: 12.000 millones de años (M).


• Edad de la Tierra: 4.600 M.


• Primer microorganismo sobre la Tierra: hace 3.850 M (termófilo, anaerobio; dependiente de ARN, génica y enzimáticamente).


• Primer microorganismo fotosintetizador: hace 3.600 M (anoxigénico, estromatolitos).


• Fotosíntesis oxigénica: hace 2.600 M.


• Aparición de eucariotas: hace 2.200 M.


• Atmósfera con un 21% de oxígeno: desde hace 1.600 M.


• Expansión masiva de eucariotas: desde hace 1.300 M.


• 109 especies microbianas celulares: 300.000 bacterianas (posiblemente sean millones, ya que un 90% no es cultivable).


• 170 especies bacterianas son patógenas para los mamíferos.


• El cuerpo humano contiene 1014 células microbianas, 10 veces más que células humanas.













Bloque 1

El universo microbiano

Introducción


Capítulo 1 Cazadores de microbios










Introducción

Robert Koch fue un pionero en el arte de observar y cultivar bacterias. Gracias a sus dotes técnicas fue capaz de teñir, cultivar, aislar bacterias, e incluso de fotografiarlas. Uno de sus principales hallazgos fue el empleo de agar como gelificante de los medios de cultivo líquidos clásicos (con la contribución de Fanny Hesse y Walter Hesse; cuadro 1-1 y cuadro 7-1). Otro colaborador suyo, Julius Petri, sugirió su disposición en placas superpuestas con objeto de evitar su contaminación y permitir la entrada y salida de gases. De esta forma, su laboratorio fue el primero en aislar en cultivo puro una bacteria patógena, lo que daría lugar a la ratificación de los postulados que llevan su nombre (postulados de Koch: demostración de que determinado agente infeccioso es el responsable de una enfermedad).


Estos ejemplos históricos nos muestran, una vez más, cómo los avances tecnológicos van de la mano de grandes descubrimientos. La microbiología se define como la ciencia que estudia los microorganismos, seres vivos muy pequeños que están por debajo del poder resolutivo del ojo humano. Esto hace que sea necesario el empleo de un instrumental y una metodología especiales. En el siglo XVII, el holandés Antony Van Leeuwenhoek desarrolló la gran habilidad de pulir lentes capaces de conseguir el equivalente a 400 aumentos. Gracias a su técnica, fue capaz de describir las primeras formas bacterianas (cuadro 1-2). Hoy en día, disponemos de microscopios de alta resolución capaces de discriminar dos puntos separados por tan solo 0,1 nm. Estructuras microbianas de las que antes tan solo intuíamos su presencia, surgen ahora con plena nitidez.


La ciencia avanza en todas sus vertientes en paralelo al desarrollo tecnológico. Durante los próximos años, los microorganismos nos seguirán revelando información conforme vayamos diseñando herramientas para su estudio. Queda mucho por avanzar. Un ejemplo: actualmente, tan solo se puede cultivar en el laboratorio el 1% de la diversidad total de bacterias del planeta; la mayoría están, por lo tanto, sin estudiar.










Capítulo 1

Cazadores de microbios


Puntos clave



• Las bacterias fueron los primeros seres vivos que poblaron el planeta Tierra y son esenciales para nuestra existencia.


• Los microorganismos representan más del 90% de todo el «material vivo» de la Tierra.


• Para conseguir su multiplicación en el laboratorio, es preciso aportar determinados nutrientes y condiciones ambientales para cada tipo particular. Aun así, la mayoría no son cultivables.


• Se estima la existencia de 109 especies microbianas celulares, de las cuales 300.000 son bacterias; aunque posiblemente sean millones, ya que un 90% no son, hasta la fecha, cultivables in vitro.





«El mundo está dividido, fundamentalmente, en bacterias y el resto.»


Richard Dawkins, biólogo evolutivo inglés (1941)


El título de este primer capítulo emula al clásico Cazadores de microbios (Paul de Kruif, 1940), un libro de cabecera para todo estudioso de la microbiología, ya que explica de una manera muy seductora historias sobre los pioneros en el estudio de los microorganismos. Un descubrimiento se define como el hallazgo de lo que estaba oculto y los microorganismos, por la dificultad en su estudio, son excelentes para ser descubiertos. En los albores de la microbiología, a finales del siglo XIX, ser microbiólogo era el ideal para cualquier científico de la biología. El estudio de la microbiología cautivó incluso a Ramón y Cajal, primer Premio Nobel en histología (quien se refería a la bacteriología como «el hechizo de lo infinitamente pequeño»). No es, pues, de extrañar que los primeros Premios Nobel en fisiología se concedieran por trabajos relacionados con la microbiología (von Behring, 1901; Ross, 1902; Koch, 1905; Laveran, 1907; Mechnikov, 1908; Ehrlich, 1908; etc.).


¿Quién es quién en el mundo microbiano?


Los microorganismos se engloban en cinco grupos fundamentales: 1) bacterias y archaeas; 2) algas; 3) hongos; 4) protozoos, y 5) virus, viroides, priones y otros acelulares.


De estos cinco grupos, algunos son celulares (procariotas y eucariotas) y otros acelulares (grupo de los virus) (tabla 1-1).




Tabla 1-1


Grupos microbianos








	
	Organización celular

	Dominio









	Bacterias

	Procariota

	Bacteria





	Archaeas

	Procariota

	Archaea





	Algas

	Eucariota

	Eukarya





	Hongos

	Eucariota

	Eukarya





	Protozoos

	Eucariota

	Eukarya





	Virus

	Acelular

	(no aplicable)











En este libro trataremos el mundo de los virus en el capítulo 13, pero es importante señalar que son parásitos intracelulares obligados, es decir, que no los podremos cultivar en medios nutritivos como los que se emplean para cultivar bacterias. El resto de microorganismos son celulares y pertenecen a un determinado dominio.


¿Qué es un dominio? Se trata de una entidad taxonómica superior a los reinos que fue necesario introducir tras el descubrimiento filogenético (clasificación según el ARNr 16S) de la existencia de tres grandes ramas en el árbol evolutivo de los organismos celulares. Estas ramas serían los dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya.


Los procariotas pueden ser del dominio Bacteria o del dominio Archaea. Los microorganismos eucariotas pertenecen al dominio Eukarya.


En este libro, trataremos fundamentalmente con procariotas del dominio Bacteria, es decir, con bacterias. Por lo tanto, todas las bacterias son procariotas, pero no todas las procariotas pertenecen al dominio Bacteria.


Las plantas y animales son eucariotas (dominio Eukarya), al igual que los microorganismos de los grupos algas, hongos y protozoos.


Queda claro, por lo tanto, que las bacterias no son plantas, por lo que de ninguna manera se debe hablar de «flora bacteriana». Es cierto que en la primera clasificación conocida (Carlos Linneo, 1707-1778) todos los seres vivos eran plantas o animales, pero eso fue hace muchas décadas. El nombre correcto para nombrar a una población de bacterias o microorganismos es microbiota.


Este capítulo tratará sobre dos técnicas fundamentales en el estudio de las células microbianas: la observación y el cultivo, que trataremos independientemente.



Observación




«El telescopio empequeñece el universo y el microscopio lo agranda.»


Gilbert Keith Chesterton (escritor británico, 1874-1936)


La mayor parte de los microorganismos son microscópicos, esto es, se requiere de un microscopio para su visualización. Sin duda, la invención del microscopio revolucionó la biología y supuso un avance trascendente hacia el conocimiento de estos pequeños seres vivos, nuestros ancestros.


¿Qué rasgos fundamentales podemos observar mediante un microscopio óptico?


El microscopio óptico nos ofrece un poder de resolución de 0,2 μm (capacidad de resolver como independientes dos puntos separados por 0,2 μm). Por lo tanto, con un microscopio óptico podremos obtener información sobre el tamaño, la forma y el agrupamiento de las células.




Tamaño


La mayoría de las bacterias son aproximadamente 10 veces más pequeñas que una típica célula eucariota. Escherichia coli o Salmonella son bacilos de tamaño medio (1 μm de diámetro × 2 μm de longitud). Podemos encontrar bacterias más pequeñas (p. ej., nanobacterias de 0,05 μm, o Mycoplasma, de 0,3 μm de diámetro) o mucho más grandes (p. ej., Epulopiscium fishelsoni, 80 μm de diámetro × 600 μm de longitud; Thiomargarita namibiensis, 800 μm de longitud; Thioplaca, 40 μm de diámetro × varios cm de longitud).




Morfología


La morfología bacteriana es más diversa de lo que en un principio podríamos pensar. A pesar de las muy numerosas formas bacterianas, la mayoría de las bacterias conocidas presentan una de las siguientes:



• Coco: esférica.


• Bacilo: bastón.


• Cocobacilo: bacilo corto y ancho; en ocasiones se confunden con cocos aplastados.


• Vibrioide: bacilo curvado con forma de «coma».


• Espirilo: bacilo alargado en espiral; rígido.


• Espiroqueta: bacilo alargado en espiral; flexible.


• Filamentoso: pueden ser muy alargados. Se producen como consecuencia de la división celular, pero sin la formación de septos entre las células hijas, lo que da lugar a largas células multinucleadas denominadas hifas. La red de hifas se conoce como micelio. Estas formas las podemos encontrar en el grupo bacteriano de los actinomicetos.


• Otras formas más extrañas y menos abundantes son las cuadradas (Haloarchaea) o las que forman pedúnculos (Caulobacter).


• Pleomorfas: algunas bacterias pueden presentar varias formas, dependiendo de las condiciones ambientales, incluidas las nutricionales (actinomicetos).




En la figura 1-1 se muestran algunas de ellas.




[image: image]


Figura 1-1 Formas bacterianas.
La variedad de formas bacterianas es sorprendentemente diversa. La figura muestra una representación de las más comunes (formas redondeadas, bacilares y curvadas). Igualmente, se muestran las agrupaciones bacterianas más características (diplos, tétradas, racimos, cadenas).





Pero es interesante no quedarse solo con la forma (de interés taxonómico), sino discutir por qué han llegado a tener dicha forma, qué ventajas le supone a la bacteria presentar esta forma concreta y no otra o, dicho de otro modo, por qué ha triunfado dicha forma y no otra a la hora de colonizar un ambiente determinado.


La ventaja evolutiva modulada por fuerzas físicas, ambientales y biológicas es la que marca el fenotipo: acceso de nutrientes, adherencia, movimiento, evasión de predadores, división celular y segregación, y diferenciación celular. Veamos, muy simplificadamente, algunos ejemplos de formas ventajosas en ciertas condiciones:




• Acceso a nutrientes: forma bacilar.


• Resistencia a estrés hídrico: coco.


• Resistencia a estrés térmico: filamento.


• Resistencia frente a sistema inmunitario: filamento, biofilm.


• Adherencia: bacilo, filamento, biofilm.


• Movimiento: espirilo.


• Evasión de predadores: filamento.





Los biofilms se tratarán en el capítulo 5. Independientemente de este tipo de «organización multicelular» en biofilms, las bacterias, tras su división, pueden permanecer agrupadas.






Agrupaciones


La agrupación también tiene interés taxonómico (v. fig. 1-1). Las agrupaciones están relacionadas con el modo de división o, más bien, con el modo en que no se separan tras la división (v. capítulo 7). Tomando como ejemplo un coco en división, tendremos las siguientes denominaciones:




• Diplococos: un coco se divide en dos, pero las células hijas no se separan (Neisseria).


• Estreptococos: un coco se divide sucesivamente, siempre por el mismo plano, formando largas cadenas, ya que no se separan entre sí (Streptococcus).


• Estafilococo: un coco se divide en planos aleatorios dando lugar a racimos, ya que no se separan entre sí (Staphylococcus).


• Tétradas: si un coco se divide consecutivamente en dos planos perpendiculares entre sí, formará una tétrada (Micrococcus).


• Sarcina: un coco se divide consecutivamente en tres planos perpendiculares entre sí, formando un cubo de ocho cocos (Sarcina).









Tinciones


Algunas bacterias presentan pigmentos para protegerse de la radiación (p. ej., bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum, de color púrpura). Sin embargo, la mayoría de las bacterias son traslúcidas, por lo que, si se observan bajo un microscopio óptico de campo brillante, no se podrán distinguir del fondo claro y será necesario teñirlas. Si el objetivo es simplemente este (contrastarlas sobre el campo brillante), la tinción se denomina tinción simple; si, además de marcarlas, obtenemos información sobre la estructura de la bacteria, se denominan tinciones diferenciales.




• Tinción simple: normalmente, se emplean colorantes básicos, catiónicos (cristal violeta, safranina, verde malaquita), que se unen electrostáticamente a moléculas de la superficie celular cargadas negativamente. La inmensa mayoría de las células presentan en su superficie una carga negativamente neta, por lo que estos colorantes son muy eficaces.


• Tinción diferencial de Gram (Christian Gram, Dinamarca, 1884). Es la más utilizada en el laboratorio. Se basa en las diferentes estructuras que puede presentar la envoltura celular bacteriana, concretamente en la pared celular. Divide el dominio Bacteria en grampositivos y gramnegativos. Sin embargo, algunas bacterias son bastante refractarias a esta tinción (micobacterias, Legionella, Treponema pallidum) por lo que requieren tinciones especiales.


• Tinción diferencial de Ziehl-Neelsen (Franz Ziehl y Friedrich Neelsen, Alemania, 1882): diferencia algunas especies que presentan una superficie muy hidrófoba, por lo que no se unen fácilmente a los colorantes habituales. Requieren un tratamiento con fucsina básica y fenol a elevadas temperaturas que no será posible eliminar tras un tratamiento con solventes ácidos y alcohol, razón por la cual se denominan «ácido-alcohol resistentes» (Mycobacterium).


• Tinción negativa con tinta china: empleada para destacar la presencia de glicocálix (cápsulas más o menos compactas). Tras aplicar la tinta, las bacterias encapsuladas aparecen brillantes sobre un fondo oscuro, ya que las partículas de carbono de la tinta no pueden penetrar a través de la cápsula.


• Tinción específica de endosporas de Schaeffer y Fulton (1933): algunos géneros bacterianos son capaces de formar endosporas. Dadas las dificultades para teñir su superficie, muy hidrófoba, se emplea el verde malaquita (v. anexo 2). Esta tinción tiene un gran valor diagnóstico dadas las implicaciones que puede tener esta forma diferenciada (v. capítulo 4).


• Tinción de flagelos: se basa en aumentar el grosor de los flagelos bacterianos para poder visualizarlos mediante microscopia óptica. Los finos flagelos (10-30 nm de diámetro) se recubren con ácido tánico y sales de aluminio y potasio, que precipitan las proteínas, engrosándolos. Posteriormente, se tiñe con pararrosanilina (tinción de Leifson) o fucsina básica (tinción de Gray).











Cultivo




«Si buscas resultados distintos, no hagas siempre lo mismo.»


Albert Einstein (1879-1955, científico alemán)


La especie Homo sapiens apenas lleva caminando sobre la Tierra unos cientos de miles de años, mientras que los microorganismos están aquí desde el principio (3.850 millones de años). Estos tuvieron que adaptarse a cualquier tipo de condición ambiental para poder sobrevivir. ¿Existe algún lugar en este planeta en el que no haya microorganismos? Probablemente no. Están presentes en el suelo y el agua, en cumbres montañosas y en las profundidades marinas, incluso en el interior de volcanes y fumarolas o, circunstancialmente, también en el aire, sin olvidar que nuestro propio cuerpo está repleto de ellas.


Un aspecto clave de la microbiología es el estudio de bacterias en el laboratorio. Por ello, teniendo en cuenta la enorme diversidad microbiana presente en la Tierra, los medios de cultivo son un factor limitante. Para poder aislar una bacteria, es necesario aportarle los nutrientes y condiciones necesarias para que sea capaz de replicarse. Por lo tanto, dependiendo del hábitat natural al que se haya adaptado, necesitaremos aportarle unos u otros requerimientos. Aún así, numerosos bacterias no son cultivables in vitro, y se estima que tan solo el 10% de las bacterias lo es; se denominan viables no cultivables (VNC). En esta estimación no se incluyen los microorganismos procariotas Archaea, ni los eucariotas, ni los virus, ya que presentan características especiales.


¿Qué es una colonia y qué información nos aporta?


En primer lugar, una colonia es el cultivo puro de un microorganismo celular. Una célula tuvo la fortuna de encontrar un sustrato con nutrientes y empezó a multiplicarse para dar lugar a un clon o colonia, una pequeña masa de células formada por los descendientes de aquella primera célula y que, por tanto, serán todos «iguales» (cultivo puro). Es muy interesante conseguir en el laboratorio cultivos puros. En el anexo 2, se sugieren algunas técnicas para conseguirlo.


Debemos hacer una puntualización importante: evidentemente, no todos los descendientes en una colonia son exactamente iguales entre sí. Durante la replicación del ADN se producen errores (mutaciones). En el capítulo 15 trataremos experimentalmente aspectos de la genética, incluidas las mutaciones.






Tipos de morfologías coloniales


La morfología de la colonia tiene interés taxonómico; está codificada genéticamente. Algunas colonias se presentan como pequeñas semiesferas, aunque otras son mucho más complejas. Los bordes, el tipo de elevación o la coloración son algunos de los aspectos morfotípicos que habrá que considerar. Otro aspecto a tener en cuenta se basa en que los nutrientes o los gases no son homogéneamente accesibles en las diferentes partes de la colonia, de tal forma que, en la parte central, la más antigua, habrá una menor accesibilidad a los nutrientes y se llegará a la fase de muerte celular antes que en los extremos, donde las células se multiplican más activamente (v. capítulo 7).






¿Una colonia es siempre un cultivo puro?


No. En ocasiones, células diferentes muy próximas entre sí forman una masa mixta que aparentemente parece una única colonia.




Estudio experimental


Los experimentos propuestos pretenden abarcar los aspectos fundamentales del estudio de las células microbianas mencionados anteriormente: la observación y el cultivo.




Experimento 1. Observación. Microbiota de la boca. Las células epiteliales de la boca están en continua descamación, por lo que se trata de una muestra muy fácil de obtener. La muestra de la mucosa se toma mediante un hisopo. Se sugiere estudiar la mucosa de las encías.


Experimento 2. Aislamiento e identificación de microorganismos celulares presentes en nuestro entorno. El objetivo es tomar muestras de ambientes diversos y tratar de correlacionar la morfología bacteriana encontrada con el ambiente en el que se aislaron los microorganismos.







Técnicas (v. anexo 2)




• Tinción de Gram.


• Tinción de endosporas.


• Inoculación bacteriana (siembra en césped).







Material necesario



• Muestras de diferente procedencia (p. ej., agua de río, tierra, polvo, superficies diversas).


• Medio de cultivo para levaduras: agar de Sabouraud.


• Agar nutritivo (AN).


• Material necesario para tinción de Gram.


• Material necesario para tinción de endosporas.


• Tubos con 5 mL de solución salina (SS) estéril.


• Vórtex.


• Incubadora a 37 °C.


• Hisopos estériles.







Protocolo experimental (fig. 1-2 y tabla 1-2)




Día 1




Experimento 1: hisopado de boca




• Tomar una muestra de la boca frotando con un hisopo. Fijar la muestra sobre un portaobjetos de vidrio.


• Realizar la tinción de Gram de la preparación. Observar al microscopio.


• Analizar los resultados.
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Figura 1-2 Protocolo experimental.





Tabla 1-2


Cronograma del experimento


[image: Image]







Experimento 2: aislamiento de microorganismos



• Sembrar distintas muestras ambientales en placas de Sabouraud y AN. Para ello, podemos utilizar un hisopo. En el caso de muestras de tierra, resuspender en solución salina, homogeneizar bien la muestra y sembrar.


• Realizar una comparación incubando duplicados de las placas a 37 °C y a temperatura ambiente.









Día 2, 3, etc.



• Observación macroscópica de las placas: morfologías coloniales.


• Tinción de Gram de los distintos tipos de colonias observados.









Análisis y resultados esperados



Tiempo de generación y morfología colonial


Es interesante que, desde un principio, seamos conscientes de la diversidad microbiana, tanto desde el punto de vista morfológico como desde el metabólico. Por ello, sugerimos que se comparen las colonias en las placas incubadas a temperatura ambiente y a 37 °C, haciendo un seguimiento diario de su evolución (fig. 1-3). A continuación, discutir la influencia del medio de cultivo y la temperatura en la multiplicación microbiana (v. capítulo 7).
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Figura 1-3 Colonias obtenidas tras la incubación de una muestra de suelo durante 24 y 48 h.







Morfología bacteriana y características tintoriales


Con el objeto de realizar una buena observación, la densidad de la población microbiana en el portaobjetos debe ser la adecuada. Si hay muy pocas células, será difícil establecer si existe o no un tipo de agrupación específica. Del mismo modo, si el número de células es excesivo, tampoco podremos analizar la muestra de forma correcta. Por ello, una vez hayamos enfocado la muestra, es importante elegir una zona de la preparación adecuada para el análisis y en la que seamos capaces de diferenciar las células bacterianas unas de otras. En la figura 1-1 podemos observar los tipos más habituales de formas y agrupaciones que presentan las bacterias. La figura 1-4 muestra tinciones de Gram y de endosporas de muestras obtenidas de diferentes ambientes. Es importante destacar que no todas las bacterias tienen por qué tener un sistema de agrupación determinada.
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Figura 1-4 Tinción de Gram de muestras ambientales.
En la muestra B, hisopado bucal, se observa una célula epitelial con su núcleo. La muestra D se tiñó específicamente para mostrar las endosporas (en verde; v. capítulo 4). Tras una tinción Gram, las bacterias grampositivas se tiñen de azul, contrastando con las gramnegativas, en rosa. La barra insertada representa 10 μm.





Una vez hayamos analizado las diferentes colonias, cabe preguntarse: ¿están todos los que son? La respuesta es simple: no. Recuérdese la estimación de que tan solo el 10% de las bacterias presentes en una muestra son cultivables. Además, hay que tener en cuenta las propias limitaciones del experimento, ya que solo hemos utilizado dos medios de cultivo (AN y Sabouraud) en unas condiciones de incubación muy concretas (aerobiosis, 37 °C). Así, como veremos en el capítulo 7, el tiempo que tardan los microorganismos celulares en replicarse (tiempo de generación) es muy variable. Por lo tanto, siempre hay que indicar bajo qué condiciones se ha realizado el experimento, y nunca hay que expresar el resultado como «microorganismos en una muestra», sino como UFC, es decir, unidades celulares que han sido capaces de formar una colonia en las condiciones experimentales empleadas.












Etimologías


Bacteria: del gr. baktēr-i(o)-, «bastoncillo».


Bacilo: del lat. bacillu(m), «bastoncillo».


Pleomorfo: del gr. plei(ō)-, «variado» y morph-, «forma».


Estafilococo: del gr. staphyl-, «racimo de uva» y kokk(o)-, «grano».


Estreptococo: del gr. strepto-, «trenzado».







Si quieres saber más


http://tolweb.org/tree/phylogeny.html


The Tree of Life Web Project (ToL) es un esfuerzo de colaboración de expertos de todo el mundo. Este proyecto proporciona información sobre la biodiversidad, las diferentes características de los organismos y su evolución histórica en más de 10.000 páginas webs.









Cuadro 1-1  Microhistoria: Los primeros cultivos en medios sólidos


Robert Koch
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Robert Koch (Alemania, 1843-1910) realizó sus primeros cultivos bacterianos utilizando rodajas de patata como soporte nutritivo sólido (v. cuadro 7-1). Sin embargo, se encontró con el problema de que algunas bacterias no crecían bien sobre patata; por ello, recurrió al caldo de carne líquido, diseñado por Loeffler. En 1881, añadió gelatina, logrando un medio sólido transparente ideal para la observación de la morfología macroscópica de las colonias microbianas. Surgió un nuevo problema, la gelatina (extracto proteico de tejidos animales) era licuada por muchas bacterias; además, por encima de 28 °C perdía sus propiedades sólidas. En este punto de la historia, 1882, aparece el agar como agente solidificante. Curiosamente, fue una propuesta de Fannie Eilshemius, esposa de Walther Hesse, el ayudante de Koch. Ella utilizaba el agar (extracto de algas) para gelificar sopas y postres. Comprobaron que era estable, no metabolizable por la mayor parte de las bacterias y que, además, no licuaba hasta los 100 °C. Más tarde, en 1887, otro ayudante de Koch llamado Julius Richard Petri comenzó a utilizar placas de cristal planas, denominadas desde entonces placas de Petri, para sustituir a las clásicas bandejas de vidrio cubiertas con pequeñas campanas que se usaban hasta entonces.


Gracias a este paulatino desarrollo en los sistemas de multiplicación y obtención de colonias de bacterias (cultivos puros), Koch pudo aislar el bacilo que causa la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis), el carbunco (Bacillus anthracis) o el cólera (Vibrio cholerae), aportando a la ciencia los conocidos como postulados de Koch (v. capítulo 17): razonamiento experimental de que un patógeno es el causante de una enfermedad concreta.









Cuadro 1-2


Microhistoria: el microscopio de Leeuwenhoek
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El personaje de esta microhistoria no inventó, ni mucho menos, el microscopio. De hecho, ni siquiera trabajó con un microscopio compuesto (desarrollado por Zacarías Janssen entre 1590 y 1600). Nuestro protagonista, el holandés Antony van Leeuwenhoek (1632-1723) tuvo la rara habilidad de pulir lentes simples (lupas) de las que fue capaz de sacar la máxima resolución posible. Gracias a dicho arte, fue la primera persona que observó y describió bacterias y protozoos. El oficio de Leeuwenhoek era el de comerciante de telas en Delft, y construyó su primer microscopio en 1660 precisamente para estudiar la trama de los hilos de las telas. Básicamente, fabricaba lupas potentes que consistían en una lente pequeña, muy convexa, con un aumento de ×50 a ×300, situada en el centro de una placa de metal. Sus lentes eran tan nítidas y estaban pulidas con tanta habilidad que su poder de resolución superaba con mucho el de los microscopios compuestos utilizados por sus contemporáneos, evitando las imágenes distorsionadas (aberración cromática) que generaban los demás. Trabajaba de noche, con la ayuda de una vela, creando un efecto similar al de campo oscuro (objeto iluminado sobre fondo oscuro). Desde 1673, Leeuwenhoek fue remitiendo sus observaciones a la Royal Society de Londres.














Autoevaluación



1. En un ambiente seco, como la piel, ¿qué morfología bacteriana piensas que predominará?


a. Coco.


b. Bacilo.


c. Vibrioide.


d. Espirilo.


e. Filamento.



Respuesta correcta: a.
Respuesta razonada: la forma redonda ofrece una mayor resistencia al estrés hídrico (ambientes xerófilos [secos]).


2. En un ambiente acuático, ¿qué morfología bacteriana piensas que predominará?


a. Coco.


b. Bacilo.


c. Vibrioide.


d. Espirilo.


e. Filamento.



Respuesta correcta: c.
Respuesta razonada: la forma que más favorece la hidrodinámica es la del sacacorchos (espirilo o espiroquetas, pero también las curvadas, como los vibrios).


3. En una muestra del suelo, ¿qué morfología bacteriana puedes encontrar?


a. Coco.


b. Bacilo.


c. Espirilo.


d. Filamentosa.


e. Todas son correctas.



Respuesta correcta: e.
Respuesta razonada: en el suelo existe una gran diversidad de microambientes; por ello, podemos encontrar numerosos tipos morfológicos. La menor disponibilidad de nutrientes hace que unas de las formas mejor adaptadas sean la bacilar o la filamentosa, ya que de ese modo aumentan su superficie para captar nutrientes (v. capítulo 6, «Metabolismo»).


4. Comparativamente, ¿cómo describiría el tamaño de las bacterias que se observa tras el hisopado de la boca respecto del tamaño de las bacterias de una colonia que se ha multiplicado in vitro?


a. Mayor, porque disponen de una mayor concentración de nutrientes.


b. Menor, porque disponen de menos nutrientes.


c. Igual (si se trata de la misma especie bacteriana).


d. Mayor, porque están mejor adaptadas a multiplicarse en esas condiciones que las que se incubaron in vitro.


e. Menor, porque el sistema inmunitario les impide crecer.



Respuesta correcta: b.
Respuesta razonada: las bacterias en la boca, a pesar de encontrase en un ambiente aparentemente protegido, disponen de una menor concentración de nutrientes que en un medio de cultivo in vitro. Por otra parte, algunas bacterias de la muestra del hisopado no son residentes (simbiontes bien adaptadas), sino en tránsito.


5. ¿Qué razones explicarían el hecho de que no observemos ninguna colonia al finalizar un cultivo en placa?


a. El medio no contenía los factores nutricionales necesarios.


b. La temperatura de incubación no fue la adecuada.


c. La atmósfera de incubación no fue la adecuada.


d. El tiempo de incubación no fue suficiente.


e. Todas las anteriores son aplicables.



Respuesta correcta: e.
Respuesta razonada: las bacterias requieren unas condiciones determinadas para multiplicarse: temperatura, medio de cultivo, tiempo de incubación, concentración de oxígeno, pH, actividad de agua, etc. Es posible que la muestra que hayamos analizado contenga microorganismos celulares con requerimientos más específicos. Podríamos utilizar otros medios de cultivo y condiciones ambientales diferentes pero, aun así, la probabilidad de éxito es relativa.
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Introducción


El tipo celular procariota representa dos de las tres grandes ramas del conjunto total de células en el planeta Tierra: dominios Bacteria y Archaea.


En esta sección, trataremos la estructura de estas células. La pregunta debe ser: ¿por qué son de esta y no de aquella otra forma? Simplificando, podríamos decir que las células son como son (estructura, metabolismo, etc.) porque así lo dictó el binomio adaptación-selección natural, es decir, son el fruto de la evolución natural: la selección del mejor adaptado.


En este mismo sentido abordamos el «para qué» de estas estructuras (función). Hay una pregunta muy ilustrativa que podríamos hacerle a una célula procariota: ¿por qué eres como eres? Es decir, ¿qué ventajas aporta tu estructura?


Algunas células procariotas presentan estructuras tan increíbles que algunos las emplean incluso como paradigma de una intervención directa del Creador (teoría del diseño inteligente). Un ejemplo de tal complejidad estructural es el flagelo bacteriano. Sin embargo, los datos científicos están aportando evidencias sobre los eslabones perdidos proclamados por este grupo de pensadores como base de su teoría.


Otra gran sorpresa que describiremos en esta sección será el comportamiento pluricelular, a modo de tejidos diferenciados, de algunos tipos bacterianos: los biofilms. De hecho, se estima que la mayoría de las bacterias de la naturaleza tienden a agruparse en biofilms, presentando patrones de conducta especializada.










Capítulo 2

Endotoxinas y exotoxinas


Puntos clave


• Las toxinas producen daños en el huésped que normalmente derivan en síntomas (enfermedad).

• Las intoxicaciones son enfermedades que se originan como consecuencia de la entrada en el huésped de una toxina específica preformada (p. ej., la toxina botulínica). Por tanto, las toxinas pueden inducir enfermedad incluso en ausencia del organismo que las produjo.

• Algunas exotoxinas bacterianas son las toxinas más bioactivas de la naturaleza. Por ejemplo, la toxina botulínica (Clostridium botulinum) por vía oral es 20.000 millones de veces más tóxica que el cianuro.

• Algunos ejemplos de actividad biológica (en unidades de dosis letal 50/kg por vía oral): cianuro: 600 mg; estricnina: 500 μg; dioxina: 300 μg; tetradoxina: 15 μg; veneno de serpiente: 100 μg; endotoxina de Escherichia coli: 1 μg; toxina de la difteria: 0,1 μg; toxina del tétanos: 0,1 ng; toxina de Shiga: 0,1 ng; toxina botulínica: 0,03 ng.



«Sigue el espíritu del maestro, no sus pasos.»


Dr. Kiyoshi Shiga, microbiólogo japonés (1871-1957). En 1890, Shibasaburo Kitasato descubría la toxina del tétanos (Clostridium tetani); más tarde, el apellido de su discípulo, Kiyoshi Shiga (1871-1957), quedaría inmortalizado por el descubrimiento del bacilo de la disentería (Shigella dysenteriae) y su paradigmática toxina, la toxina de Shiga.


La relación huésped-patógeno es muy compleja y diversa. Simplificando, podemos diferenciar dos estados: infección e intoxicación. Una enfermedad de origen infeccioso es consecuencia del propio desarrollo e invasión del microorganismo. En cambio, las intoxicaciones se refieren a las patologías relacionadas con la entrada de toxinas microbianas en un organismo (toxicum, veneno). No son acciones independientes; de hecho, lo más frecuente es que un microorganismo libere sus toxinas durante su proceso invasivo (toxiinfección). Sin embargo, es importante no olvidar que, para que una toxina muestre sus efectos lesivos, no requiere la presencia del microorganismo que la liberó.


En este capítulo nos referiremos exclusivamente a las toxinas bacterianas (fig. 2-1).
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Figura 2-1 Localización de las endotoxinas y exotoxinas bacterianas.
Se muestran secciones de la envoltura celular de bacterias gramnegativas y grampositivas.





Toxiinfección, intoxicación alimentaria, síndrome tóxico, choque endotóxico o endotoxemia son diferentes términos relacionados con las toxinas de origen bacteriano. Las toxinas bacterianas que pueden inducir una enfermedad se clasifican en exotoxinas y endotoxinas, dependiendo de su localización y naturaleza química (tabla 2-1).




Tabla 2-1


Diferencias más relevantes entre endotoxinas y exotoxinas








	Características

	Exotoxinas

	Endotoxinas









	Localización

	Secretadas al espacio extracelular desde el interior de la célula

	Parte integral de la estructura de la membrana externa





	Producidas por

	Grampositivas; gramnegativas; ácido-alcohol resistentes

	Gramnegativas





	Pirogenicidad

	Sí

	Sí





	Composición

	Proteína

	Lípido A del lipopolisacárido





	Estabilidad

	Termolábiles (≤60 °C)

	Termoestables





	Toxicidad

	ng/kg

	μg/kg





	Gen codificado en

	Cromosoma, plásmidos o profagos

	Cromosoma





	Patogenicidad

	Mecanismos de acción y daños variados dependientes del tipo de exotoxina

	Efectos sistémicos generales: fiebre, coagulación intravascular diseminada, diarrea, hemorragia intestinal, etc.











En este capítulo y en el capítulo 12 plantearemos experimentos para estudiar ambos tipos de toxinas, pero antes revisaremos algunas interesantes características de cada una de ellas, prestando especial atención a la nomenclatura empleada, ya que son muchas las ocasiones en las que estas estructuras se nombran erróneamente en la práctica profesional.



Endotoxina o lipopolisacárido


Las endotoxinas son componentes estructurales de las bacterias gramnegativas. Se denominan endotoxinas porque están ligadas a la membrana externa de estas bacterias, de la que se pueden liberar, ya sea de modo natural (durante la multiplicación activa de la bacteria o tras su muerte y lisis), o bien tras la acción de agentes químicos (ciertos antibióticos, desestabilizantes de membranas, etc.). El hecho de que se pueda encontrar libre de la célula que la produjo puede traer graves consecuencias, como se discutirá más adelante.


Esta macromolécula se conoce como lipopolisacárido (LPS) y ocupa aproximadamente el 75% de la superficie externa de la membrana externa. Esta localización («superficie externa») marcará sus propiedades y efectos de cara al huésped. Además de jugar un papel estructural importante, su presencia contribuye de manera esencial a la función de barrera de permeabilidad de dicha membrana externa (dada su naturaleza hidrófila, inhibe la entrada de compuestos hidrófobos potencialmente tóxicos, como las sales biliares que encuentran las bacterias gramnegativas durante su recorrido intestinal). Por otra parte, su peculiar naturaleza química es responsable de la inducción de la patología denominada choque endotóxico.


En esta molécula se pueden distinguir tres porciones bien diferenciadas (fig. 2-2): la cadena O, el núcleo (core) y el lípido A, que es la parte responsable de la toxicidad.
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Figura 2-2 Representación esquemática de la estructura del lipopolisacárido de una bacteria gramnegativa.






Propiedades biológicas del LPS. La endotoxina como señal de alarma


El sistema inmunitario reconoce al LPS como «peligroso», ya que es una estructura exclusiva de bacterias gramnegativas. De hecho, es uno de los denominados PAMP (del inglés pathogen associated molecular pattern), para los cuales nuestras células tienen receptores específicos, especialmente las células del sistema inmunitario, que se activan tras su reconocimiento.


Curiosamente, el LPS no interactúa directamente con estos receptores, sino que lo hace tras su unión con ciertas proteínas del huésped (proteínas de unión al LPS). Las siguientes son algunas de las consecuencias de la interacción del LPS con el huésped:




• Activa el factor de XII de la coagulación: con implicaciones en la activación de los sistemas de la coagulación, del complemento, el fibrinolítico y el sistema calicreína-cinina, cuyos mediadores son vasodilatadores y tienen gran importancia en la inflamación mediada por el LPS.


• Activa específicamente las células del sistema monocito-macrófago, que liberan IL-1 y TNF-α, denominados pirógenos endógenos, ya que producen un aumento de la temperatura corporal (pyros: fuego = fiebre) tras su interacción a nivel hipotalámico. La respuesta defensiva del huésped a estas señales puede ser tan exagerada que incluso puede comprometer su propia viabilidad. En un principio, la fiebre es un mecanismo defensivo (aumentar la temperatura para inhibir la multiplicación bacteriana) pero, en ocasiones, puede ser letal para el huésped si la respuesta es muy intensa y mantenida.


• En conjunto, el efecto sinérgico resultante de la masiva activación de componentes acelulares y celulares puede producir una masiva coagulación intravascular diseminada, vasodilatación y rotura de capilares, lo que implica un fallo multiorgánico conocido como choque endotóxico.





Pirógeno y endotoxina no son términos intercambiables, aunque sí es cierto que la endotoxina es normalmente un pirógeno (cuadro 2-1).




Cuadro 2-1


Pirógeno y endotoxina no son equivalentes


Pirógeno y endotoxina no son términos intercambiables, aunque sí es cierto que la endotoxina es normalmente un pirógeno.


Pirógeno (de pyros, «fuego») es una sustancia capaz de provocar una respuesta febril. Es el resultado de la respuesta del huésped ante una agresión. El huésped es capaz de «leer» ciertos signos, ya sea en la estructura o en el metabolismo de los patógenos y, como consecuencia de esta lectura, reacciona. Son muy numerosos los signos de peligro, tantos como variados son los tipos de agresores microbianos. Existe, por lo tanto, una gran variedad de pirógenos microbianos procedentes de procariotas, eucariotas y virus (ácidos teicoicos, peptidoglucano, exotoxinas, lipopolisacárido [LPS], ARN bicatenario, etc.).


De entre todas ellas, el LPS sería el más ubicuo: puede estar presente en la mayoría de las materias primas (incluso en el agua desionizada) y equipamientos; además, es estable tras los métodos ordinarios de esterilización (gran resistencia a la desnaturalización térmica y química). Por ello, su detección es «de obligado cumplimiento» en muchas procesos de producción, concretamente en la industria farmacéutica.











Exotoxinas


Las exotoxinas son proteínas solubles (a menudo, enzimas) termolábiles que la bacteria libera al ambiente durante su crecimiento. Son expresadas por numerosas bacterias que, a diferencia de las endotoxinas (que son exclusivas de las gramnegativas), pueden proceder de cualquiera de los tipos estructurales (grampositivas, gramnegativas o ácido-alcohol resistentes) (v. capítulo 1). En general, presentan una elevada toxicidad, mayor que la del LPS. Por ejemplo, las exotoxinas de Clorynebacterium diphteriae (difteria), Clostridium tetani (tétanos) o Shigella dysenteriae (disentería bacilar) son diez millones de veces más potentes que la endotoxina de Escherichia coli (cuadro 2-2).




Cuadro 2-2


La toxina botulínica y el bótox


La toxina química más potente de la naturaleza es la exotoxina producida por Clostridium botulinum, conocida como toxina botulínica o bótox (DL50 ∼0,03 ng/kg). Esta toxina es una neurotoxina que bloquea la neurotransmisión al evitar la liberación de acetilcolina de las terminaciones nerviosas, lo que produce una falta de tono muscular y parada respiratoria. Sin embargo, bien empleada y en las dosis adecuadas, puede tener aplicaciones terapéuticas (p. ej., estrabismo, distonías, espasmos, temblores, espasticidad, hiperhidrosis, cirugía estética).





La primera pregunta que podríamos plantearnos es: ¿para qué liberan toxinas las bacterias? Es decir, ¿qué fuerza evolutiva ha hecho que sean tantas las bacterias que liberan estas proteínas? La respuesta viene de la mano de la palabra «evolución»: lucha por la supervivencia. El amensalismo (no estar juntos en la misma mesa) es un tipo de relación simbionte (v. capítulo 18) que se refiere al efecto negativo de un organismo sobre otro para el beneficio del primero. La producción de toxinas u otros compuestos (ácidos, antibióticos, bacteriocinas o microcinas) produce amensalismo, con un efecto de inhibición o eliminación de otro organismo celular que pueda perjudicarla o de cuya muerte pueda obtener un beneficio. De cara al huésped, algunas exotoxinas se consideran invasinas, ya que facilitan el proceso invasivo (diseminación en el huésped). Son una parte importante del arsenal de factores de virulencia del patógeno (virulentia, virus = veneno; virulencia se refiere al grado o intensidad de la patogenicidad = capacidad de producir daños). Es el caso de las exotoxinas con acción fosfolipasa, lecitinasa, colagenasa o hialuronidasa. Las dianas son, por lo tanto, o bien las propias células del huésped, con el objetivo de eliminarlas, o bien el tejido conjuntivo, con el objetivo de facilitar su invasión.


Las exotoxinas pueden recibir diversos nombres, dependiendo precisamente de su diana (v. tabla 2-1):




• Citotoxinas (tejidos diversos: toxina de la difteria, toxina de Shiga).


• Neurotoxinas (tejido nervioso: toxina botulínica, toxina del tétanos).


• Enterotoxinas (mucosa intestinal: toxina del cólera, toxina termolábil de E. coli).





Las citotoxinas se pueden denominar más específicamente según el tejido concreto afectado (nefrotoxina [riñón], hepatotoxina [hígado] o cardiotoxina [corazón], entre otras] o dependiendo del tipo celular destruido (leucocidinas [serie monocito-macrófago]; hemolisinas [eritrocitos]). Esta capacidad tiene interés taxonómico y se pueden diseñar pruebas de laboratorio para detectar las diversas toxinas. Así, podemos emplear medios de cultivo sólidos que contienen sangre (v. «Si quieres saber más»). Si las hemolisinas de la bacteria causan la lisis total de los eritrocitos, se denomina hemólisis β; si el aclaramiento de la sangre es parcial, se denomina hemólisis α; se denomina tipo γ cuando no se aprecia lisis.



¿Cómo actúa una exotoxina?


Algunas toxinas se consideran paradigmáticas en cuanto a su estructura y mecanismo de acción, como la toxina del cólera (CT) o la toxina Shiga de Shigella (Stx) (cuadro 2-3).




Cuadro 2-3


Microhistoria: el curioso caso de las toxinas codificadas por fagos


[image: image]


El gen que codifica las exotoxinas puede estar localizado en plásmidos, en el propio cromosoma bacteriano o incluso en fagos (virus bacterianos) insertados en el genoma en estado lisogénico (v. capítulo 13). Esto hace que se puedan transferir fácilmente entre diferentes cepas y especies, o incluso entre diferentes géneros. Algunos ejemplos de toxinas codificads en fagos resultan muy llamativos, ya que son responsables de importantes enfermedades en el hombre: escarlatina (Streptococcus pyogenes), botulismo (Clostridium botolinum), difteria (Corynebacterium diphterieae), disentería bacilar (Shigella dysenteriae), cólera (Vibrio cholerae). Su expresión puede estar regulada por factores ambientales, como el hierro (toxina de la difteria) o el estrés bacteriano (toxina de Shiga).


La toxina Shiga (Stx, también conocida como verotoxina, ya que se puede estudiar por su efecto lítico sobre células de Vero, línea celular del riñón) es producida por el bacilo de Shiga, descubierto por Kiyoshi Shiga (Japón, 1898). Posteriormente, sería renombrado como Shigella dysenteriae. La Stx de Shigella difiere tan solo en un aminoácido con la toxina Stx1 de algunas cepas de Escherichia coli (denominadas ETEC). Existe una segunda toxina (Stx2) con un 56% de similitud con las anteriores. Estas cepas ETEC son responsables de importantes toxiinfecciones alimentarias. Todas ellas (Stx, Stx1 y Stx2) están codificadas en genomas de bacteriófagos insertados en el cromosoma bacteriano (v. capítulo 13).





La toxina de Vibrio cholerae presenta dos subunidades (AB), siendo B pentamérica. Las subunidades A tienen actividad enzimática, pero carecen de capacidad de unión y entrada a la célula, mientras que las subunidades B son las que se unen a la célula diana, pero no tienen actividad tóxica. Estas subunidades B de unión interaccionan con receptores específicos en la célula diana, como los gangliósidos, y se introducen en la membrana plasmática formando un poro por el que penetra la subunidad A. La subunidad A activa la adenilato ciclasa celular, aumentando las concentraciones de AMP cíclico que, a su vez, provocará la salida masiva de electrólitos acompañados osmóticamente por agua hacia la luz intestinal. Este efecto conlleva una severa deshidratación de hasta 25 L de agua al día. La toxina pertúsica de Bordetella pertussis (tos ferina) o la LT (termolábil) de E. coli también son del tipo A-5B con efecto en la liberación masiva de cAMP. La toxina Shiga, aun siendo A-5B, tiene un efecto glucosidasa sobre el ARNr (hidroliza una adenina del ARNr 28S) que implica inhibición de la síntesis proteica y muerte celular. Otras exotoxinas tipo AB son la botulínica (Clostridium botulinum), que inhibe la liberación de la acetilcolina presináptica de las neuronas periféricas colinérgicas, con el resultado de flacidez y parálisis del paciente (v. cuadro 2-2); por el contrario, la toxina tetánica (Clostridium tetani) inhibe la liberación de inhibidores de neurotransmisores de neuronas del sistema nervioso central, provocando una parálisis espástica; la toxina LF de Bacillus anthracis (carbunco) consistente en una metaloproteasa que rompe quinasas MAP, induciendo la liberación masiva de citocinas y la muerte celular.


Otras exotoxinas tienen un efecto directo de lisis celular tras su unión a la membrana plasmática, formando un canal que desestabiliza y lisa la célula. Un buen ejemplo lo encontramos en Staphylococcus aureus (exotoxina α), que estudiaremos experimentalmente en este capítulo.


Por último, se ha descrito una familia de exotoxinas conocidas como superantígenos, que se caracterizan por su capacidad de activar indiscriminadamente el sistema inmunitario, incluyendo linfocitos y macrófagos. Como consecuencia de esta masiva activación, se producen grandes cantidades de IL-1, TNF-α y otras linfocinas, responsables de inflamación, fiebre y choque sistémico. Se denominan superantígenos porque interactúan con moléculas MHC de clase II de las células presentadoras de antígeno y con cadenas β del receptor del linfocito T, es decir, fuera de las cadenas específicas α, provocando una activación no específica, indiscriminada (enterotoxina y TSST-1 de S. aureus; toxina SPE eritrógena de Streptococcus pyogenes).




Estudio experimental. Obtención y estudio de la actividad de una exotoxina de staphylococcus aureus


Staphylococcus aureus es una bacteria grampositiva responsable de una amplia gama de enfermedades y, en ocasiones, de septicemia (infecciones respiratorias, urinarias, posquirúrgicas, obstétricas, meningitis, osteomielitis, otitis, mastitis, acné, gastroenteritis, endocarditis). Presenta un gran repertorio de factores de virulencia, entre los que se encuentra la toxina α. Tan solo 1 μg de toxina es suficiente para producir síntomas, ya que para producir dicha toxina solo se requieren 100.000 UFC de S. aureus. La toxina α se une y polimeriza en la membrana (heptámero, a modo de porina) provocando la lisis celular (p. ej., de un eritrocito). Esta exotoxina la produce la bacteria durante su multiplicación, por ejemplo en un alimento, de ahí la amplia casuística de intoxicaciones alimentarias consecuencia de la contaminación por esta bacteria.




Objetivos


El experimento pretende mostrar que: 1) la bacteria libera una toxina durante su multiplicación in vitro, y 2) es citotóxica (hemolítica).







Material necesario



• Cultivo líquido (500 mL de TSB) con una cepa de S. aureus muy hemolítica (se puede comprobar tras su cultivo en agar sangre).

• Solución saturada de sulfato amónico (342 g de sulfato amónico/L).

• PBS, 10 mM, pH 7,2.

• Centrifugadora y tubos para centrifugadora.

• Membranas de diálisis.

• Eritrocitos (pueden utilizarse comerciales de carnero).

• Microplacas de 96 pocillos.

• Pipetas automáticas y puntas.

• Vórtex.






Protocolo experimental (fig. 2-3 y tabla 2-2)




Día 1


Incubar S. aureus en 500 mL TSB (37 °C, 48 h).




[image: image]


Figura 2-3 Protocolo experimental.
Obtención y evaluación de la citotoxicidad de la toxina α de Staphylococcus aureus.







Tabla 2-2


Cronograma del experimento


[image: Image]









Día 3



• Centrifugar el cultivo (8.000 g, 20 min). Recoger el sobrenadante.

• Precipitar proteínas del sobrenadante con una solución saturada de sulfato amónico (sal que reduce la solubilidad de las proteínas). Para ello, añadir por goteo la solución saturada de sulfato amónico al sobrenadante del cultivo. Conservar a 4 °C en agitación durante 12 h para provocar la precipitación de proteínas (se observará un incremento en la turbidez).

• Centrifugar (8.000 g, 20 min) y eliminar el sobrenadante.

• Resuspender el sedimento, que contiene las proteínas precipitadas con 20 mL de agua desionizada.

• Homogeneizar con vórtex.

• Dializar (membranas de diálisis, PM ≤ 8.000) contra 2 L de agua desionizada (4 °C, 24 h).






Día 4


Congelar y liofilizar.




Día 7


Preparación de los eritrocitos


• Centrifugar los eritrocitos a una velocidad baja para evitar su lisis (300 g, 5 min) y resuspenderlos en el mismo volumen de PBS. Este stock se puede guardar hasta 7 días a 4 °C.

• Diluir los eritrocitos hasta 1:100 en PBS (solución de trabajo) el mismo día del experimento.






Preparación de la toxina


• Preparar una solución de 3 mg de toxina liofilizada en 1 mL de PBS.

• Añadir 50 μL de PBS a los 12 pocillos de una fila de la microplaca.

• Añadir 50 μL de la solución de la toxina al primer pocillo y realizar diluciones dobles seriadas hasta el pocillo 11. El pocillo 12 corresponderá a un control del estado de los eritrocitos (no hemólisis).

• Añadir 50 μL de la solución de eritrocitos a todos los pocillos.

• Incubar 1 h a 37 °C.

• Observar los resultados.










Análisis y resultados esperados


En los primeros pocillos observaremos la hemólisis causada por la toxina (se observará un color rojizo en el sobrenadante). A medida que la concentración de toxina es menor, aparecerá un botón en el fondo del pocillo, al igual que en el pocillo 12 (control). En este caso, no se ha producido la lisis de los eritrocitos y estos han sedimentado al fondo (fig. 2-4).




[image: image]


Figura 2-4 Hemólisis producida por la toxina α de Staphylococcus aureus.
Tras efectuar diluciones dobles seriadas de la toxina (v. fig. 2-3) se observa que, a partir del pocillo n.° 6, la concentración de toxina es insuficiente para provocar lisis de los eritrocitos (botón de eritrocitos sedimentados).





La observación crítica de los controles nos indicará si los componentes del bioensayo han funcionado correctamente.


En el caso de no observar hemólisis en ninguno de los pocillos:




• La concentración de eritrocitos no fue suficiente (ensayar con una solución más concentrada).


• La cepa de S. aureus empleada no produce una toxina biológicamente activa. Para comprobarlo, se puede sembrar la cepa en el medio de cultivo «agar sangre» y observar la hemólisis.





En el caso de observar hemólisis en todos los pocillos, incluso en el control, los eritrocitos se han lisado durante su procesamiento (centrifugación y resuspensión). Es importante resuspenderlos en una solución isoosmótica para evitar su rotura (no emplear agua).









Etimologías


Amensalismo: del gr. a-, «sin, en contra de», y del lat. mensa, «mesa» («que no están juntos en la misma mesa»).


Eritrógeno: del gr. eryth(ro)-, «rojo» y gen-, «que genera».


Patogenicidad: del gr. pathos, «daño». Capacidad de producir daños.


Piógeno: del gr. py(o)-, «pus».


Pirógeno: del gr. pyr(o)-, «fuego».


Toxemia: del lat. toxicum, «veneno» y -emia, «sangre». Presencia de toxinas en la sangre del huésped.


Toxina: del lat. toxicum, «veneno».


Virulencia: del lat. virus, «veneno». Se refiere al grado o intensidad de la patogenicidad.







Si quieres saber más


Díaz R, Gamazo C, López-Goñi I. Manual práctico de microbiología. 3.a ed. Barcelona: Elsevier/ Masson; 2005.


Ledermann D. Una historia de Shigella desde Jerjes a Saddam Hussein. Rev Chil Infectol 2003; 20(Supl): 76-79.


Trofa AF, Ueno-Olsen H, Oiwa R, Yoshikawa M. Dr. Kiyoshi Shiga: discoverer of the dysentery bacillus. Clin Infect Dis 1999 Nov; 29(5): 1303-6.


http://www.biomedcentral.com/content/pdf/1471-2180-7-109.pdf


http://www.historiadelamedicina.org/shiga.html















Autoevaluación




1. Las endotoxinas y las exotoxinas…


a. Difieren en su localización.


b. Ambas son producidas por bacterias grampositivas.


c. Solo la endotoxina es pirógena.


d. Difieren en su composición.


e. Las respuestas a y d son correctas.



Respuesta correcta: e.
Respuesta razonada: las endotoxinas son toxinas que forman parte integral de la membrana externa y su parte reactiva es el lípido A, mientras que las exotoxinas, de naturaleza proteica, son secretadas al espacio extracelular desde el interior. Mientras que las exotoxinas pueden ser producidas por varios microorganismos, las endotoxinas se limitan solo a bacterias gramnegativas.


2. Las exotoxinas…


a. Son producidas solo por bacterias grampositivas.


b. Son termoestables.


c. Son secretadas al espacio extracelular.


d. Es necesaria la presencia de la bacteria para causar una intoxicación.


e. Las respuestas b y c son correctas.



Respuesta correcta: c.
Respuesta razonada: las exotoxinas son termolábiles y son secretadas al espacio extracelular, desde donde podrán acceder a sus dianas, que son las células del huésped.


3. El lipopolisacárido…


a. Es un tipo de exotoxina.


b. También es llamado endotoxina.


c. Se puede encontrar en gramnegativas y grampositivas.


d. Es termolábil.


e. Las respuestas b y c son correctas.



Respuesta correcta: b.
Respuesta razonada: el lipopolisacárido se conoce como «endotoxina» por ser parte integral de la membrana externa de las bacterias gramnegativas. A diferencia de las exotoxinas (que son proteínas) esta macromolécula soporta altas temperaturas (termoestable).
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