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CUBIERTAS MUCILAGINOSAS

DEFINICION:

Muchos microorganismos presentanuna capa externa de material mucila
ginoso gue rodea completamente la célula y que cubre la pared celular: a esa -
capa demostrable mlcroscoplcamente se le 1llama CAPSULA. Este material capsu--
lar se encuentra en la mayoria de las bacterias, principalmente bacilos tanto-
grampositivos como gramnegativos aislados recientmente de sus habitats natura-
les y de sistemas patogénicos; asi como tambieh en hongos, levaduras y algas.

La formacién de cdpsula no es caracteristica de especie.

VISUALIZACION AL MICROSCOPIO:

La técnica comunmente empleada para visualizar microscopicamente —-
las capsulas bacterianas es la Tincién negativa 6 Preparac1ones en tinta china.
Estas preparaciones dan informacién acerca del TAMANO y FORMA de la cépsula, -
pero dicen muy poco sobre la ESTRUCTURA FISICA.

Fig.l.Capsulas bacterianas mostradas dispersando
las células en tinta china. El organismo -
es chillus_gggaterium. Tomado de Stanier, —
Adelberg, Ingraham (1976).The Microbial World.

Las principales dificultades para hacer las preparaciones para el -
microscopid de luz o electrénico son:

A)Las cébsulas por ser geles altamente hidratados, sufren una
deformacidén estructural (se colapsan) debido al proceso de
deshidratacidén indispensable para la mayoria de las técnicas
preparativas de microscopia, ya que el agua es reemplazada-
por solventes organicos como alcoholes & acetona.

B)Las capsulas tienen poca densidad y no se tifien rapido con-
los reactivos convencionales.




Hasta ahora, la estabilizacién mas exitosa de la capsula se ha
efectuado por pretratamiento de las células con anticuerpos anti-capsula.
Asi, la deshidratacién subsecuente no ocasiona colapso estructural, pero-
la estructura fina se oscurece, ya que la mayoria de la masa de la capsu-
la consiste de complejos polisacarido-IgG. La estabilizacidn del material
capsular por exposicidén de los organismos capsulados al anticuerpo especi
fico se debe a que la capsula forma un producto tipo gel incrementahdose-
la densidad de la masa y el tamafio de 1la cébsula, motivos por los que la-
tecnica se ha designado "Quellungsreaktion' de Neufeld

La visualizacidn de los polisacaridos capsulares se ha intenta
do con varios grados de éxito mediante el uso de colorantes como el ROJO-
DE RUTENIO , el AZUL ALCIAN & ACIDO FOSFOTUNGSTICO y compuestos afines. -
Estos ultimos se aplican después de embeber la muestra. Aunque el trata-
miento con rojo de rutenio estabiliza la estructura capsular y aumenta la
densidad de los polisacéridos capsulares, el grosor de la capsula se redu
ce grandemente en comparacién con el grosor mostrado por células tratadas
con anticuerpo o con la técnica de Bayer et al. El uso de acido fosfo——
tngstico no incrementa el contraste 'del dominio capsular. Las capsulas-
tratadas con anticuerpos son mas grandes en tamafio y mas homogeneas en su
matriz, y muestran un contorno superficial relativamente mas liso que las
cébsulas preparadas o tenidas con rojo de rutenio.

Fig.2.Mxilago de maturaleza polisacarida tefiido con rojo de
rutenio mostrando un arreglo concenirico de fibras.
Tamado de H.C. Jones, I.L. Roth y W.M. Sanders. J.Bac-
teriol. (1969) 99: 3i6.

En 1985 Bayer et al disefiaron un nuevo método para la preservacién estruc
tural de la capsula, consistente en la combinacién de un procedimiento de
deshidratacidn con dimetilformamida (DMF) con una disminucién progresiva-
de la temperatura embebiendo las muestras en Lowicryl K4M,
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ESTRUCTURA FINA:

Cuando la técnica de Bayer es aplicada a cortes finos, la céh
sula se puede identificar pos su bajo contraste electrdénico, aparece como una
capa de 0.75 um de grosor mostrando una gran cantidad de fibrillas embebidas-
en una matriz granular fina. Las fibrillas delgadas se extienden radialmente
desde la pared celular y atraviezan la

El dominio capsular completo y la membrana externa unen anti-
cuerpo anticapsular, mientras que el espacio periplasmico y la mayor parte de
la membrana interna carecen de inmunocolorante especifico de cépsula. Estas -
caracteristicas se muestran en la siguiente figura.

Fig.3. Ultraestructura de las capsula de E.coli. los
polisacaridos capsulares se observan como microfibri
llas radiales embebidas en una matriz granular fina.

EXTRACCION DE CAPSULAS:

Existen varios métodos alternativos para el aislamiento de
los materiales mucilaginosos, puede lograrse mediante la agitacién vigorosa —-
del cultivo y posterior centrifugacién o bien empleando soluciones diluidas de
dlcalis o aecidos. ~Para liberar componentes de algunas microcapsulas es preci
so utilizar agentes como el acido tricloroacético, fenol acuoso o etilenglicol
tomando las precauciones pertinentes ya que estos agentes pueden ocasionar la-
degradacién del material capsular.

CLASIFICACION DE LAS CAPSULAS :

Desde el punto de vista anatomico hay dos categorias de cu-
- - - . -
biertas mucilaginosas, las capsulas 6 cubiertas adherentes y los mucilagos o-
cubiertas no adherentes, sus caracteristicas son:

1.-CAPSULAS O CUBIERTAS ADHERENTES:Es una cubierta gelatinosa, relativamente
estrecha que presenta una orientacion i organizacidén alrededor
de cada organismo, no tiene una membrana superficial morfoldgl
camente diferenciada, pero si un contorno liso. Estas cubier-
tas que permanecen‘adheridas cuando las celulas se suspenden -
en agua, se agrupan en dos categorias dependiendo de su grosor:




a)MICROCAPSULAS: Cdpsulas con un espesor menor de 200 nm-
que no se pueden demostrar con el micros
copio 6ptico, pero si con el electrénico
Son presentadas por miembros de la fami-
lia Enterobacteriaceae.

b)MACROCAPSULAS: Son demostrables al microscopio Optico y
poseen un espesor de por lo menos 200 nm
Presentan una superficie externa defini-
da, por ejemplo las capsulas presentadas
por Klebsiella aerogenes, Enterobacter,-
Streptococcus pneumoniae, Bacillus sp

2.-MUCILAGOS o CUBIERTAS NO ADHERENTES: Es una acumulacion desorganizada de-
material viscoso alrededor de las bacterias, constitufda por ——
una malla de fibras de polisacaridos, que no esta asociada con-
alguna bacteria, sino que aparentemente cumple una funcién como
envoltura comunitaria, por ejemplo el mucilago de:

Leuconostoc mesenteroides

PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS DURANTE EL CRECIMIENTO:

Las bacterias que producen exopolisacdridos capsulares se reco-
ngcen p?r Su apariencia colonial y porque le confieren viscosidad a los cul-
tivos liquidos. Particularmente en medios liquidos, a medida que los culti—
v?s enve jecen, ocurre la disolucién de las cébsulas, de tal manera que ade-—
mas de las bacterias que retienen las capsulas,

. . pueden detectarse mucflago -
libre y bacterias no capsuladas.

La produccidén de exopolisacdrido ocurre a través de todas las -

faes del crecimiento bacteriano en muchas especies, pero en una Pseudomonas
=2=L8oonas,

la s%ntesis dgl polimero comienza hasta que se alcanza la fase logaritmica -
tagdia como si fuese un metabolito secundario. Esto quiza se deba a la dispo
nibilid ipido isoprenoi ici i =
11 i ad'del 11p}§9 isoprenoide que participa no solo en la sintesis de la-
capsula sino tambien en la formacién de peptidoglicana y lipopolisacarido.
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EFECTO DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO SOBRE LA FORMACION DE CAPSULAS

La cantidad de material capsular y el tamafio son controlados por las con-
diciones nutricionales o ambientales. La mayoria de los trabajos sobre los-
efectos de las condiciones fisiolégicas en la produccién de polisacéridos -
capsulares se han realizado con bacterias aerobicas o anaerobias facultati——
vas, por lo que las siguientes notas se aplican a tales organismos; aunque -
algunas especies de Clostridium y bacterias del rumen también producen exopo
lisacaridos

1.- La composicidén del polimero capsular es INDEPENDIENTE del sustrato em———
pleado como fuente de carbono y energia; no asi en las especies bacteria
nas que forman levanas o dextranas; éstas s6lo son sintetizadas en me-——
dios que contienen sacarosa.

la formacidén de exopolisacaridos es favorecida usualmente cuando hay un-
exceso de carbohidratos y limitacion de nutrientes como el P, N o S; es
decir, cuando la relacién C/N es alta. Pero cuando ocurre una limita---
cidén de carbohidratos disminuye el rendimiento de exopolisacaridos.

En organismos como Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Chromobacter
violaceum y Rhizobium sp, la presencia de un medio rico en carbohidratos
pero deficiente en N, P o S permitié una produccidén incrementada del -
polimero capsular no asi en Acetobacter acetigenum cuyo exopolisacarido-
es la celulosa.

Farhi en 1970 observd que los criptococos eran incapaces de formar capsu
la si se hacian crecer en medios de cultivo a los cuales se les incorpo:
raba una de una gran variedad de sales o una alta concentracién de gluco
sa. Dykstra y colaboradores encontraron que es la osmolaridad alta del-
medio la que influencia el tamafio de la capsula y no la glucosa, pues -
tanto la .alta concentracidén de NaCl como la de glucosa suprimieron la -
formacion de esta envoltura envolvente.

Dykstra y colaboradores han detectado tambien que el pH ofrece una in--—-
fluencia sobre la encapsulacidén. Estas envolturas fueron mas grandes a
pH 7 que a pH 5, pero el efecto fué en un menor grado que el inducido -
por la glucosa; sin embargo estos resultados solamente son aplicables a
'Cryptococcus neoformans.

El alto grado de aireacidén favorece la formacién de exopolisacaridos en
enterobacterias como Escherichia coli Y Klebsiella mientras que disminu
ye la produccion de celulosa en Acetobacter acetigenum. En Rhizobium -
la produccidn del polimero capsular fué mayor bajo aireacidén reducida.

La produccién de exopolisacaridos se incrementa cuando el crecimiento -
bacteriano ocurre a bajas temperaturas, lo anterior ha sido reportado -
para dos cepas de Escherichia coli K12 cuyo polisacarido capsular es -

sintetizado en cantidades incrementadas a 25°C pero no a 35°C que es su
temperatura optima de crecimiento, como se puede apreciar en la Figura-
5
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Fig.5. Produccidn de exopolisacarido en E.coli K12. Dos cepas derivadas de
E.coli K12 fueron incubadas a 25° y 35°C en medios sintéticos Y se-
determiné la produccidn de exopolisacarido en los frascos agitados.

COMPOSICION QUIMICA: El principal componente de la capsula y mucilagos es el
agua, la cual constituye aproximadamente el 99% del peso de la -
estructura, adicionalmente contiene un elemento fibrilar comun——
mente denominado POLISACARIDO EXTRACELULAR, sin embargo en baci-
los como B. subtilis y B. anthracis 1las fibrillas son polipepti
dos constituidos de Acido D-glutdmico unidos a traves de sus ng
pos alfa amino y gamma carboxilo como se muestra en la figura 6.
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Fig. 6. Estructura del poliglutamato que es el companente
fibrilar en muchos bacilos.

Se pueden distinguir dos grupos de expopolisacaridos capsula—
'eS que son: a)Homopolisacaridos y Heteropolisacaridos y b)Le-
vanas y Dextranas.
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1.- HOMOPOLISACARIDOS Y HETEROPOLISACARIDOS sinttizados en la membrana
celular y iuego liberados en el medio extracelular. Su sintesis -
es un proceso que involucra la participacidén de Nucleosidos—-difos-
fato—azicares como precursores y Lipido isoprencide como acarrea—-
dor membranal.

LEVANAS y DEXTRANAS, su ocurrencia es mas limitada y ss sintetizar
mediante procesos extracelulares que no requieren de Nucleosidos--
Difosfato-azicares como precursores ni de Lipido acarreador; pero
si dependen estrictamente de la presencia de sustratos especificos
en el medio de cultivo tales como la sacarosa u oligosacaridos es-
trechamente relacionados.

Los exopolisacaridos bacterianos estan compuestos por unidades re-
petitivas que contienen de 2 a 6 monosacaridos acompafiados frecuentemente -
por sustituyentes acilo o acetales. Son generalmente lineales, de longi--
tud variable, pero pueden presentar cadenas laterales de uno o més monosacé
ridos.

Entre los monosacaridos que forman los polimeros capsulares se en-
cuentran:

A) HEXOSAS NEUTRAS como la D-glucosa, D-galactosa, D-Maposa que -
son de amplia ocurrencia,

B) DESOXIAZUCARES como la L-Fucosa y la L-Rhamnesa

C) AMINOAZUCARES como la N-acetilglucosamina y 18 N-acetilgalacto-
samina.

D) ACIDOS URONICOS como el Acido D-glucurdnico y el Acidoﬁb-ﬁalac-
turénico que le confieren una carga negativa 41 polisacéarido.
El Acido D- Manurdnico ocurre escasamente.

E) PENTOSAS, la D-Ribosa y la D-Xilosa estén presentes comunmente-
en los exopolisacaridos de levaduras y algas pero raros en -
bacterias.

F) HEPTOSAS no se han detectado

G) POLIOLES como el glicerol y el ribitol se encuentran como susti
tuyentes.

H) OTROS COMPONENTES como los grupos acetilo, O-acetilos, fosfatos
formato o succinato pueden encontrarse también asociados en los
exopolimeros.

Varios exopolisacaridos bacterianos son casi idénticos a los poli-
meros producidos por los eucariotes, entre ellos la celulosa, el Acido hia-
lurénico, el alginato o el acido polisidlico. Sin embargo aunque son es——-
tructuralmente similares el mecanismo biosintético es diferente.

Hemos de recalcar que la sintesis de exopolisacéridos es dependien
te de la disponibilidad de lipido acarreador presente en la membrana y que-
ésta se deprime cuandd ocurre una reduceidn del lipido disponible.




