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PERETELE CELULAR (PC)

e Reprezinta un invelis rigid ce inconjoara
protoplastul bacterian. Lipseste la
micoplasme.

e Se disting 2 mari grupe de bacterii in functie
de structura PC:

1. Bacterii gram-negative (G-)
2. Bacterii gram-pozitive (G+)
(1884, savantul danez Christian GRAM).

Elementul comun al ambelor grupe -
peptidoglicanul (PG).



PEPTIDOGLICANUL (PG)

e PG - structura particulara rigida a PC bacterian. o
o Structura PG:

Heteropolimer macromolecular reticulat, constituit dintr-un
component si unul

Partea (polizaharidica) este constituita din catene
liniare paralele in care alterneaza N-acetyl-glucozamina
cu acidul N-acetyl-muramic.

Partea este reprezentata de unitati tetrapeptidice
(izomeri L si D de AA), fixate de acidul muramic, care pot
fi legate intre ele direct (formand o structura
bidimensionala, la bacterii G-) sau prin punti
interpeptidice (structura tridimensionala, la bacterii G+).

Lakanine

Staphylococcus aureus
peptidoglycan

(1]

PERETELE CELULAR AL BACTERIILOR GRAM-POZITIVE H
Uniform, cu pori mici
Grosimea 20-80 nm (pana la 300 nm)

Componentul major (40-80%) reprezinta PG
(structura reticulata tridimensionala)
Componente minore:

1. Acizii teichoici (polimeri de glicerol sau ribitol fosfat),
fixati de N-AGA. Traverseaza PG si creaza sarcina
electrica negativa la suprafata bacteriei, asigura
transferul de ioni si fixarea unor proteine, functie
antigenica. Pot activa complementul pe cale
alternativa si stimula secretia citokinelor de catre
macrofage.
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Lalarine
Dglutamlc acid
Heso-daminapime ic acid
D-alanine

g Lipoprotein

E.coli peptidoglycan

Acidul diaminopimelic, izomerii D ai AA si acidul
muramic se intalnesc doar la celulele procariote.
Fragmente solubile de mureina pot stimula secretia
excesiva a citokinelor de catre macrofage, prin
legarea de receptorii toll-like sau CD14, inducand
astfel simptome de soc septic

e PG reprezinta tinta de atac a unor substante:

Lizozimul, care taie legaturile dintre N-AGA si acidul N-
AM (catena glicanica)

2. Unele antibiotice (beta-lactamine, glicopeptide,
fosfomicina), care perturba procesul de
transpeptidare.

B

2. Acizii lipoteichoici: se fixeaza de MCP si depasesc
stratul de PG.

Functii: identic cu acizii teichoici, intervin in
adeziunea la celule si au un efect toxic slab.

3. Proteine asociate peretelui celular: proteina A,
coagulaza legata (“clumping factor”) si proteina
fixatoare de fibronectina la Staphylococcus aureus,
proteina M la Streptococcus pyogenes (rol in
adeziune la substrate, protectie de fagocitoza)

4. La unele bacterii G+ (de exemplu: Mycobacterium,
Nocardia) peretele contine o cantitate importanta
de lipide sau ceruri, la altele (ex.: streptococi)
peretele contine multe glucide.
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PERETELE CELULAR AL BACTERIILOR GRAM-NEGATIVE .

- Grosimea 10-12 nm

- Neomogen, format din straturi distincte:

1. PG, stratul intern, constituie 1-10% din
masa uscata a peretelui celular. Acizii
teichoici lipsesc. Nu exista punti
interpeptidice (structura bidimensionala).

2. Membrana externa (ME) - dublu strat lipidic
cu proteine inserate (proteine majore -
70%, minore - 30%).

3. Lipoproteinele asigura legatura dintre ME si PG

4. Lipopolizaharidul (LPZ) - stratul extern al peretelui
gram-negativ. Este format din:

- Llpldul A (endotoxina), glicolipid ancorat in ME.
Stimuleaza formarea si secretia citokinelor.
Determina efectul toxic al bacteriilor G- manifestat
in urma lizei celulare.

- Polizaharlde complexe, fixate pe lipidul A. Participa
in procese de penetrare si transport a unor
substante, confera specificitate de gen (antigenul
R

- La exterior, subunitati oligozaharidice liniare sau
ramificate. Creaza sarcina negativa la suprafata
bacteriei (impiedica fagocitoza, accesul
moleculelor toxice), confera specificitate de specie
sau tip (antigenul O)
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Unele proteine majore - porine, unindu-se in
triplete, participa la formarea porilor, altele
(nonporine) - au functie de receptor pentru
bacteriofagi si pili sau asigura adeziunea la
receptorii celulelor-gazde.

Proteinele minore sunt enzime implicate in
captarea unor substante si transportul specific
transmembranar.

ME este permeabila pentru ioni si mici molecule
hidrofile si impermeabila pentru molecule
hidrofobe sau amfipatice
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— The Lipopolysaccharide Complex
Lipid Core polysaccharide 0-specific
polysaccharide chain
Lipoid A Inner Outer Repeating units
- Diglucosamine ‘core region core region consisting of
- Fatty acids 3-8 sugars

Different Different

sugars sugars

(heptoses) (heptases)
Fatty acids Kdo (2-keto-
Diglucosamine: 3-decxy-octulosonic acid)
Phosphate

Movement of Waler in and Out of Bacterial Cells by Osmasis
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LPS
0 polysaccharide
lipid A

outer
membrane

cytoplasmic
membrane

Spatiul periplasmic este regiunea dintre ME si

MCP. Contine PG si proteine-enzime
implicate in transport, digestia nutrientilor,
protectia contra substantelor toxice (ex.:
beta-lactamazele, care distrug antibioticele
beta-lactamice).

La bacteriile G+ aceste enzime sunt secretate

in mediul extern.

Evidentierea peretelui celular: microscopia

electronica, metode speciale de colorare,
plasmoliza (in mediu hipertonic),
plasmoptiza (in mediu hipotonic).

Pepsiogysan

-

b il )

Gram- cell
envelope



FUNCTIILE PERETELUI CELULAR

Confera forma bacteriilor

Bariera osmotica si mecanica

Bariera de permeabilitate selectiva

Functie antigenica (Ag O si R)

Participa la procesele de crestere si diviziune
celulara

Functie de receptor

7. Responsabil de aderenta specifica la substrate

8. Componente ale peretelui celular (lipidul A, acizii
lipoteichoici, fragmente de PG) contribuie la

o w NP e

o

producerea citokinelor si activarea complementului
pe cale alternativa cu manifestarea socului septic
(endotoxinic)

9.  Reprezinta tinta de atac a unor enzime si
antibiotice
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o Mecanismul: Peretele G- este subtire,
contine multe lipide (20%), care sunt
dizolvate de alcool, porii au diametrul mare,
pH citoplasmei este slab acid (se
decoloreaza cu alcool);

Peretele G+ este gros, nu contine lipide sau
foarte putine, alcoolul deshidrateaza
peretele si reduce diametrul porilor, pH acid

(colorantul nu este spalat din citoplasma)

e Utilizarea practica a coloratiei Gram:

1. Diagnostic

2. Orientare in tratament (sensibilitate diferita
la antibiotice)
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Determinarea tipului peretelui celular

COLORATIA GRAM (conditionata de structura si
compozitia chimica a peretelui celular)

1. Colorarea frotiului fixat cu violet de gentiana
(citoplasma bacteriilor se coloreaza in violet)

2. Spalarea cu apa apoi tratarea cu solutie Lugol (I,
+Kl) - fixeaza colorantul in celule prin formarea
complexului insolubil violet-iodin

3. Decolorarea cu alcool 95%. Bacteriile G+
pastreaza colorantul, cele G- se decoloreaza.

4. Recolorarea bacteriilor G- cu fucsina apoasa

Rezultat: bacteriile G+ apar colorate in violet,
bacteriile G- in rosu.
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o Acidorezistenta bacteriilor

Unele bacterii G+ (Mycobacterium, Nocardia)
contin in componenta peretelui multe lipide,
acizi grasi si ceruri (70% din greutatea
peretelui). Aceasta le confera rezistenta
marcanta in mediul extern si sensibilitate
distincta la antibiotice.

Coloratia Ziehl-Neelsen permite diferentierea
acestor bacterii dupa proprietatea lor de acido-
alcoolo-rezistenta
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Figure1 : Aspect de lenvelopp: fenne vue au microge ique (Brennan et Draper, 1994),
A Micrographie électronique de I'enveloppe et d'une partie du conlenu cellulaire de M. phlei 425,

Le segment (=) représente une longueur de 30 nm
B Interprétation de I'image monirée en A, en terme de couches structurales.

MEMBRANA CITOPLASMATICA (MCP)

Prezinta o structura membranara clasica:
dublu strat fosfolipidic in care sunt
inserate proteine si glicoproteine.
Lipsesc sterolii.

La bacteriile gram-pozitive MCP formeaza
invaginatii, mezosomi (septali, laterali),
in care se contin enzime, citocromi si
proteine ale sistemului transportor de
electroni.
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e METODA DE COLORARE ZIEHL-NEELSEN e

Principiul: bacteriile acido-rezistente colorate cu
fucsina fenicata incalzita nu pot fi decolorate
de acizi sau alcool.

1. Frotiul se coloreaza cu fucsina fenicata,
incalzind lama pana la aparitia vaporilor (2 - 3
ori)

2. Se clateste cu apa, apoi se trateaza cu solutie
de acid sulfuric de 5%

3. Dupa spalare frotiul se recoloreaza cu albastru
de metilen

Rezultatul: bacteriile acido-rezistente raman
colorate in rosu, cele acido-nerezistente se
decoloreaza, apoi se recoloreaza in albastru

Sub influenta unor substante (lizozim, antibiotice) | ¢

PG poate fi deteriorat, iar bacteria “explodeaza” di
cauza presiunii osmotice ridicate (5-20 atm). In
mediu echilibrat osmotic pot fi obtinute forme
particulare:

Protoplastul - reprezinta o structura sferica
totalmente lipsita de perete celular. El este obtinut
din bacterii G+

Sferoplastul - structura sferica sau neregulata partial
lipsita de perete celular. Este o bacterie G- lipsita de
peptidoglican si inconjurata de ME si MCP

Bacteriile care prezinta un deficit in PG sunt numite
forme L (descoperite la institutul Lister). Ele se pot
forma sub influenta antibioticelor betalactamice.
Sunt instabile fata de variatii osmotice si rezistente
la betalactamine. Pot fi reversibile sau ireversibile

Peptide

cytoplasmic
membrane

phospholipid




Proteinele MCP:

1. PFP (Proteine Fixatoare de Penicilina), enzime ce
catalizeaza legaturile dintre catenele peptidice din
PG - reactia de transpeptidare (sunt inactivate de
penicilina si antibiotice beta-lactamice)

2. Componente ale sistemului de transport
(permeaze)

3. Proteine ale sistemelor de secretie (I - V).
Reprezinta cilindre proteice ce traverseaza
invelisurile celulei bacteriene. Asigura transportul
proteinelor din interiorul celulei bacteriene spre
exterior

4. Proteine - receptori

5. Enzime ale lantului respirator

o Evidentierea MCP
1. Microscopia electronica

2. Fenomene de plasmoliza (in mediu
hipertonic - retractia citoplasmei) sau
plasmoptiza (in mediu hipotonic - liza
celulei, desprinderea MCP de peretele
celular)

NUCLEOIDUL BACTERIAN
Constituit din ADN bicatenar circular, uneori liniar,
plasat liber in citoplasma. ADN este repliat in bucl
si stabilizat prin ARN si proteine. Fiecare bucla este
hiperspiralizata sub actiunea ADN-girazei si
topoizomerazei IV (se intalnesc doar la bacterii). Pe
ADN sunt fixate enzime de sinteza (ADN -, ARN -
polimeraze)

Functii: dirijaza activitatea celulei (procesele de
sinteza, cresterea, multiplicarea, diferentierea
celulei, replicarea proprie, etc)

Evidentierea:

Microscopia electronica
Metode speciale de colorare (Feulgen)
Feulgen: HCI....aldehida....react. Shiff....culoare rosie

® N o o > W

Functiile membranei citoplasmatice
Bariera osmotica si de permeabilitate selectiva

Asigura transportul activ prin intermediul
permeazelor

Excretia enzimelor hidrolitice, toxinelor, etc
Sediul metabolismului energetic (mezosomi)
Intervine in diviziunea celulara (mezosomi)
Implicare in sinteza PG si a fosfolipidelor
Implicare in chemotaxie prin receptori specifici

Asigura transmiterea informatiei din mediul
inconjurator spre interiorul celulei bacteriene

CITOPLASMA
Necompartimentata
Lipsesc organitele celulare
Formata din apa (80%), contine nucleoidul,
ribosomi (apr. 20 000 per celula), incluziuni,
plasmide, ioni, enzime, deseuri, etc.
Consistenta densa (stare de gel) asigura
permanenta mediului intern

- pH acid
Functii: sediul tuturor proceselor metabolice
Evidentierea: prin orice metoda de colorare

Protein
Fibrils

|
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o PLASMIDELE

Elemente genetice (ADN) extracromozomiale, e
capabile de replicare autonoma. Confera bacterie|
caractere suplimentare. Se transmit celulelor-fiice

la diviziunea bacteriei. Plasmidele conjugative F se
transmit prin conjugare.

Episom - plasmida integrata in cromosom
- Tipuride plasmide:
1. F - factor de fertilitate, conjugative (sinteza pililor

R - rezistenta la antibiotice

Ent - producerea enterotoxinei

Hly - producerea hemolizinei

. Col - producerea de bacteriocine

Utilizarea practica: in tehnologii de ADN-recombinant

o B w N

cat wa Chromesaess

SPORUL BACTERIAN

Reprezinta o diferentiere celulara care
asigura supravietuirea bacteriei in conditii

Pasrid

nefavorabile ale mediului extern.

e Bacterii sporogene - Bacillus, Clostridium. Aceste
mi/o se prezinta sau sub forma vegetativa, metabolic
activa, sau sub forma inerta metabolic - sporul.

e Procesul de formare a sporului este numit
sporogeneza, sporulare. Este declansat in special de
carente nutritive sau conditii nefavorabile ale mediului
extern.

End of i
vegetative growth  septation

o Stadiile sporogenezei (durata 36-72 ore)

Stadiul | - se formeaza filamentul axial, compus din
ADN

Stadiul Il - divizarea asimetrica a citoplasmei printr-un
sept, formarea presporului, care contine un filament
de ADN. MCP inglobeaza presporul.

Stadiul lll - inglobarea completa a presporului, care este
limitat de 2 membrane

Stadiul IV - formarea cortexului de PG intre cele 2
membrane

Stadiile V-VI - formarea tunicii proteice la exterior si
maturarea sporului. Uneori se formeaza un invelis
extern suplimentar - exosporiu

Synthesis of

. . . - Lysis of mother cell Assemhly of
Stadiul VII - sporul matur este eliberat iar celula-mama andrelease of  protei
se dezintegreaza SPORE spore coat cortex
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Thick outer spore coat

Sporangium
(mother cell)

o Proprietatile sporului
Inactiv metabolic
Continut scazut de apa libera
Continut mare (pana la 10%) in dipicolinat de calciu

Rezistent la temperaturi si pH extreme, desicare,
radiatii, agenti chimici si fizici

in conditii favorabile sporul germineaza, dezvoltandu-
se forma vegetativa.

Forma sporului (sferica, ovala) si pozitia in celula
(centrald, subterminald, terminald) sunt caractere
utile in identificarea bacteriilor.

Evidentierea sporilor: colorarea dupa AUJESZKY (sporul
se coloreaza in rosu, iar citoplasma in albastru)

Thin outer spore coal
Immature endospore
Sporangium

(mother cell)

Sk, " ASM MicrobeLibrary.rg © Stahly
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Spore centrale ou Spore sub-terminale Spore terminale
subterminale déformante déformants.

non déformante, Exemple : Clostridium sp
Exemple : Bacillus sp

Exemple : Clostridium fetani

Exosporium

Paroi sporale Tunique exteme

Tunique inteme
Appareil
nucléaire

Cortex

Cytoplasme entouré de la membrane cytoplasmique +ribosomes



Bacillus <
anthracis rods

— Dental Plaque

o Functiile capsulei:
Impiedica desicarea bacteriei
Bariera de permeabilitate pentru substante toxice
(antibiotice, ioni metalici)
Bariera protectoare fata de factori antiinfectiosi
(complement, fagocite), bacteriofagi, protozoare
Rezerva nutritiva

Asigura aderarea bacteriei la substrate - tesuturi sau
suporturi inerte (placa dentara, biofilm pe catetere,
proteze, instrumente, etc)

Specificitate antigenica de specie sau tip (Ag K)
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CAPSULA

-invelisul extern al unor bacterii.

Reprezinta polimeri organici sintetizati in mediul
natural de viata al bacteriilor (exemplu: in
macroorganism).

Se disting:

Capsula adevarata (peste 0,2um), vizibila la
microscopul optic

Microcapsula, detectata la microscopul electronic
Capsula flexibila (slime, glicocalix), o retea laxa de
fibre polizaharidice, care difuzeaza in mediu. Nu se
evidentiaza microscopic. Asigura formarea
biofilmelor bacteriene - ansamblu structurat de
celule bacteriene inglobate intro matrice de polimeri
de origine bacteriana, care poate adera la suprafete
inerte (ex.: cateter, stimulator cardiac, endoproteze,
sonde de intubare, etc) sau tesuturi vii.

e Compozitia chimica a capsulei: apa si
substante organice (polizaharide,
mucopolizaharide, peptide)

e Bacillus anthracis - acid glutamic

e Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae - polizaharide

e Streptococcus pyogenes - acid hialuronic

o Evidentierea capsulei
Coloratia Burri-Hins (metoda negativa)

Pe lama se amesteca suspensia bacteriana cu tus
de China, se etaleaza, se usuca

Frotiul se fixeaza cu alcool
Se coloreaza frotiul cu fucsina apoasa

Rezultatul: capsula apare ca un halou incolor pe
fondul negru. Citoplasma bacteriilor se coloreaza in
rosu.

Coloratia Romanovski - Giemsa (capsula se
coloreaza in roz) - coloratie pozitiva a capsulei

10
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Capsule

Brucela '
Copyight-John.J. Cardamone Jr

GRANULATIILE DE VOLUTINA

Reprezinta polimeri anorganici de polimetafosfat.
Servesc in calitate de rezerva de fosfati si pot
interveniin metabolismul energetic.

Interesul medical: 1a agentul difteriei,
Corynebacterium diphtheriae, granulele de volutina
se localizeaza la extremitatile celulei, iar la
corynebacterii nepatogene sunt repartizate
neuniformin citoplasma.

La tratarea cu unii coloranti bazici granulele de
volutina se coloreaza in alta culoare, de ex. in rosu-
violet la colorarea cu albastru de metilen -
fenomenul metacromaziei.

Evidentierea: metoda Loeffler, metoda Neisser

' Diplochque epsulé {Blelr de méthglene)

11
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Le Flagelle
Flagelline
(filamenty
crochet-
au L
Annecau P

plasmigue

Systeme dexportation

Filament

Lring
Pring
Rod

Sring
Mring

°

Motility in Escherichia coli :
°

°

°

O —> s
Counter clockwise rotation
produces propulsive
bumdling of flagella

Clockwise rotation |
disperses ﬂag\!llaa
o (=)

: k2 Tumbling and
- randem
.‘ U re-orientation

0 r

Suceession of swimming (S)
and tumbling (T} in typical
E. coli motility
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FLAGELII

- structuri filamentoase proteice, intalnite la
bacterii, bacili, spirili si spirochete.

o Functii: intervin in mobilitatea bacteriana,
reprezinta Ag H al bacteriilor.

e Structura flagelulul:

- Filamentul, structura helicoidala constituita din
fibrile proteice (flagelind) rasucite

- Carligul de articulatie

- Corpul bazal, constituit dintr-un ax rigid si mai
multe inele ce servesc la fixarea flagelului (la
MCP si PC).

Mobilitatea bacteriei este asigurata de rotatia
flagelului (30 - 70 micrometri/s).

Nucleus

equivalent \ Flagella

(syn. nucleoid) \
Cell wa\l/('
murein Outer

= membrane

(onlyin
gram-
negative
bacteria)

Attachment

Plasmid —_ il

N 7 Depot substances
Cytoplasmic - metaphosphates (volutin)
membrane —/ 705 ribosomes - glycogen (granulose)

Tipurile de bacterii dupa dispozitia flagelilor
e Bacterii monotriche

e Bacterii lofotriche (un manunchi de flageli la
o extremitate)

e Bacterii amfitriche (cate un flagel sau un
manunchi de flageli la fiecare extremitate)

e Bacterii peritriche (flageli pe toata suprafata
celulei)

La spirochete flagelii se plaseaza in spatiul
periplasmic - flageli interni, periplasmatici.

12
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e ot monotiche
Eueoet oo i s
A - | et Example S NI N ek tis
Monetrichous Vibno choleraa
T —
M e hrescers,
B it ot
Lophotrichous Bartovedlz bacilifonms
e R
C — S B i
Peritichous Escherichia coll

Bt -

o Evidentierea flagelilor
| - metode directe
- Microscopia electronica

Il - metode indirecte (studierea mobilitatii bacteriilof)s

Studierea preparatelor native “picatura suspendata”
sau “intre lama si lameld” (microscopia cu contrast de
faza sau pe fond negru)

insamantarea culturii

- Coloratia speciala Loeffler (mordansarea cu tanina, saruri bacteriene in medii semisolide
de aluminiu, Fe, apoi colorarea cu fucsina sau albastru de metilen) (se observa turbiditate)

Cresterea culturii “in val”
pe suprafata mediului solid

oteus mirabilis swarm terraces spieading over an ager plate.
A swarm colony originating from a spot of less than 10%bacteria can
covera 9-cm-diameter petri dish n about 12 to 16 haurs at 32°C.

13
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o Pilii comuni (fimbriile)- elemente proteice
fine, rigide, scurte repartizate pe suprafata
celulei bacteriene G - in special. Sunt formate
din subunitati proteice identice (pilina),
implantate in ME.

o Numarul fimbriilor per celula: 1 - sute

o Functii: asigura adeziunea bacteriilor la
suprafete inerte, la celule sau alte bacterii,
reprezinta antigenul F

e Pilii conjugativi - structuri capiliforme de
natura proteica, prezenti in numar de 1-10
per celula (numai la bacteriile ce gazduiesc
plasmide conjugative F).

o Functii: transferul de ADN prin conjugare,
receptori pentru unii bacteriofagi

o Evidentierea pililor: microscopia electronica
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