Envoltorio bacteriano

Estruturas bacterianas
e suas funcoes
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Comparar e diferenciar as paredes celulares das bactérias Gram
positivas, Gram negativas, arqueobactérias e micobactérias

Lipopolissacarideo (LPS)
Outras estruturas bacterianas

Morfologia bacteriana



1.Comparacao entre os dois tipos
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Comparacao entre os dois tipos

celulares - estruturas

PROCARIOTO

EUCARIOTO

Bacténa e Cianobacténas.

Protistas fungos animais e vegetais.

Aerobios e anaerobios

Aerobios

Poucos ou sem organelas

Muitas organelas

DNA circular no Citosol

DNA linear restrito ao nucleo. com exons.

RNA produzido no Citosol

RNA produzido no nucleo.

Célula sem citoesqueleto

Celular com citoesqueleto

=Unicelular

Pluricelular com di=ferenciac;ﬁo e divisdo
em tecidos




2- Estruturas da célula bacteriana
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Inclusao Parede celular

Membrana plasmatica
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contendo DNA
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plasmatica

Fimbrias Flagelos




MATERIAL GENETICO DA BACTERIA
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PLASMIDEO

* Elemento genético extracromossomal

* Fitadupla * pequeno
* Replicagao independente do nucledide
* Numero variavel

* Contém genes que conferem propriedades
especiais as células:
* Resisténcia a antimicrobianos
* Proteinas efetoras
* Sintese de nutrientes
* Tolerancia a metais toxicos

* Na3ao é essencial a vida bacteriana 2
VANTAGENS!!!

* Biotecnologia



TRANSFERENCIA DE MATERIAL

GENETICO

a Bacterial transformation

Release of
DNA

Antibiotic-
resistance gene
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/" Release of
phage

Donor cell Recipient cell

b Bacterial transduction

Phage-infected donor cell Recipient cell

C Bacterial conjugation

0= 0¥

TransposonJ Donor cell Recipient cell




RIBOSSOMOS

e Sintese de proteinas
e Aspecto granular no citoplasma

EUKARYOTIC RIBOSOMES PROEKARYOTIC RIBOSOMES
(Rat) (E.coli)

42x10°D)

Sm

(1.4x105D) (2.82%10°D) (1.59%10°D)
RNA 185 RNA 28S + 5.85 RNA RNA 165 RNA 23S RNA
(1874 nucleotides) (4718 + 160 nucleotides) (1542 nucleotides) (2904 nucleotides)
55 RNA 55 RNA
(120 nucleotides) (120 nucleotides)
Protein Protein
33 proteins 49 proteins 21 proteins 31 proteins

Coeficiente de sedimentacao (unidade: Svedberg, S) por ultracentrifugacao.



RIBOSSOMOS

e Sintese de proteinas

e Aspecto granular no citoplasma

<4~ Direcdo da transcri¢do RNA- DNA

-polimerase
——-
", *-I

: } Polirnbossomo
T Ribossomo
. mRNA

Direcado da traducao




RIBOSSOMOS PROCARIOTOS

estreptomicina eritromicina
gentamicina cloranfenicol
S - —*

(a) Subunidade menor (b) Subunidade maior (c) Ribossomo
completo 70S



Inclusoes bacterianas

 Reservatorio de constituintes estruturais

 Armazenamento de energia

* Varios tipos

* Insoluveis
— nao elevam a pressao osmotica
— vantagem




Inclusdes — depdsitos de reserva

Granulos metacromaticos — reserva de fosfato inorganico
(polifosfato) = Volutina
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Corynebacterium diphtheriae



Inclusdes — depositos de reserva

Granulos polissacaridicos - glicogénio e amido

Na presenca de iodo, os granulos de glicogénio ficam de cor
marrom--avermelhada, e os granulos de amido ficam azuis.

Chlorobium limicola



Inclusdes — depdsitos de reserva

* Inclusoes lipidicas — Armazenamento de carbono.

v Polimero acido poli-B-hidroxibutirico (PHB).
v Nome mais genérico = poli-B-hidroxialcanoato (PHB)
v Exp: Mycobacterium, Bacillus, Azotobacter, Spirillum e

outros géneros.

Poli-B-hidroxibutirato .

Rhodovibrio sodomensis



Inclusdes — depositos de reserva

» Granulos de enxofre = bactérias sulforosas
v' Oxidacdo do enxofre e compostos contendo enxofre.
v’ Exp: género Thiobacillus

Isochromatium buderi



CITOPLASMA

« Solucao aquosa;

« Membrana citoplasmatica;

« Particulas insoluveis:

+ Ribossomos;

+ Nucledide;

+ Reacodes quimicas;

Agua
Sais e ions inorganicos
Acucares

Aminoacidos Nucleotideos
Vitaminas

Coenzimas

Enzimas

Outros compostos soluveis

W







3- O que é Envoltorio bacteriano e

qgual a sua importancia?

 Conjunto de membranas e estruturas macromoleculares que
delimitam a fronteira entre o meio intracelular e o ambiente.

Citoplasma =

Ribosomas

Region nuclear

Membrana plasmatica

Peptidoglicano wgb

Membrana externa

Capsula



Envoltorio bacteriano
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Gram-negative Gram-positive Mycobacteria



MEMBRANA CITOPLASMATICA

* Delgada — bicamada fosfolipidica

* Fluida = dleo de baixa viscosidade

e Vital —integridade celular

* Citoplasma €< = meio extracelular

* Barreira de permeabilidade altamente seletiva




MEMBRANA CITOPLASMATICA

Produgao de ENERGIA
Citocromos;

Cadeia de transporte de elétrons;

1. Barreira de permeabilidade: impede o extravasamento e atua
como uma porta para o transporte Duplicagao DNA

de nutrientes para dentro e fora

da célula

Secregao

Enzimas = macromoléculas;
Toxinas

Bactenocinas

2. Ancoragem de proteinas: sitio de muitas proteinas envolvidas

no transporte, bioenergética Biosintese
e quimiotaxia
Lipideos da membrana
x-\'++++++++++++$x Macromoléculas
Peptidioglicanos
Acidos teicdicos PAREDE CELULAR
% . - -
* 4+ 4+ + 5 ++++++r Lipopolissacarideos

3. Conservagao de energia: sitio de geragédo e utilizagdo
da forga préton motiva



4- Comparar e diferenciar as paredes celulares

das bactérias Gram positivas, Gram
negativas, arquiobactérias e micobactérias




Parede celular - importancia

e Estrutura complexa
* Semirigida
* Responsavel pela forma da célula

e Circunda a membrana plasmatica, protegendo-a e ao
interior da célula

« PREVENIR A RUPTURA DA CELULA QUANDO A
PRESSAO DA AGUA DENTRO DA BACTERIA E MAIOR
QUE A DE FORA



PAREDE CELULAR - PEPTIDEOGLICANO

Gram positivo

Gram negativo

1-C
CX)

phospholipid




Parede celular

Peptideoglicano

Membrana
citoplasmatica

Membrana externa

Membrana
citoplasmatica

Peptideoglicano

Membrana citoplasmatica + Parede celular = Envoltério bacteriano




Peptideoglicana

* Polissacarideo composto por dois acucares e aminoacidos:

— N-acetilglicosamina (G ou NAG)

N-acetilglicosamina Acido N-acetilmuramico
ACi : At NAG NAM
— Acido N-acetilmuramico (M ou NAM) (NAG) (NAN)

e L-Alanina

e D-Alanina

« Acido D-glutamico

* Lisina ou Acido diaminopimélico (DAP)

Ligacdo B 1,4 - sensivel a lisozima




Esqueleto
de glicano
e ¥
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I
DAP — p-Ala

Ligacao glicosidica | |
D-Ala D/|\P
D-Clilu

Ligacdo peptidica L-Ala

|
-0-0-0-

(@) Escherichia coli
(Gram-negativo)

Ligacoes peptidicas

X
Ligagoes glicosidicas




Peptideoglicana — Gram-positivo

N-Acetylglucosamine
(GlcNAC)

N-Acetylmuramic
acid (Mur2Ac)

Site of «
cleavage by \. :

Reducing
end

|
Pentaglycine
cross-link



Biossintese de Peptideoglicana
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GRAM POSITIVAS

PAREDE CELULAR

Acido teicdico

Proteinas

Extracelular JAcido lipoteicéico

Exclusivos de Gram positivas;

r Glicerol fosfato ou ribitol fosfato
Parede

Membrana citoplasmatica 2 Ac. Lipoteicoicos;

Parede celular = Acidos teicdicos;

Funcao:
1. Facilitar e regular entrada e saida de cations;

2. Regular atividade das autolisinas;

Membrana

Citoplasmatica 3. Receptor para bactendfagos;

4. Ligacgao a receptores no hospedeiro;

Identificacao sorolégica;

Intracelular




Parede celular - Mycobacterium

surface proteins
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Estrutura complexa
Exigentes nutricionalmente
Crescimento lento

Rica em lipideos

Superficie hidrofdbica

Resisténcia a desinfetantes e
corantes comuns



Parede celular — Gram negativas

LPS
O polysaccharide
lipid A

outer
membrane

cytoplasmic
membrane

phospholipid




GRAM NEGATIVAS
PAREDE CELULAR
PERIPLASMA OU ESPACO PERIPLASMATICO
« Membrana citoplasmatica 2 Membrana externa;
o “Gel”;

Composicao:

« Peptideoglicano = delgado (5%);
« Enzimas:

» Hidroliticas (proteases, lipases, nucleases);

+ |nativadoras de drogas;

* Proteinas transportadoras;

cytoplasmic
membrane

phospholipid




Membrana externa— Gram negativo

- Camada bilipidica assimeétrica associada a
prOteinaS: O-polysaccharide Core polysaccharide

O/~ = A LipidA 0 Protein
- Lipidica:
» fosfolipideos:;

+ lipopolissacarideos (LPS);

- Protéica:
* Proteinas de membrana externa (OMP);

+ Lipoproteinas.



Membrana externa— Gram negativo

Compohnentes proteicos

Antibiotic AL Antibiotic B ;Antibiotic C o

| o @ LS

€ ¢ D¢ 3 --------Q-d D 56
® Lipoprotel’nas; t ‘ ............................ ;.E L L)
2 o 2 Pepndo_glycan > 4 . < . s : s W : e |/ \
« Porinas classicas; S QR T ° o Q “
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« Canais especificos; !nnermembrane Efflux pump
Nature Reviews | Microbiology

« Receptores de alta afinidade;

* Proteinas envolvidas diretamente na
exportacao/importacao de proteinas e possivelmente
drogas.



5- Lipopolissacarideo( LPS ) na
membrana externa

cytoplasmic
membrane

phospholipid




Estrutura e Composicao do LPS

O-polysaccharide chain Quter core Inner core Lipid A
e e A A SN
< N ' & = Y o XN = N

(Repeating oligosaccharide
£ subunit)

= n
Highly variable, responsible for serological More likely to Highly Di-glucosamine
specificity of LPS variants. Primary target contain conserved, backbone very highly
for antibody responses against LPS. Long common contains conserved. Acyl chain
repeating form not seen in LOS sugars such unusual length/substitution
expressing bacteria or rough mutant as hexoses/ sugars Kdo pattern is primary
strains. hexosamines and heptose. determinant of

etc. endotoxicity.

C. Erridge et al. / Microbes and Infection 4 (2002) 837-851



O-polysaccharide chain Quter core Inner core Lipid A

N A A A
[ N v N il N

(Repeating oligosaccharide
- subunit)

* diferencia as bactérias em sorogrupos (AgO)
- Ag O + Ag H = sorotipo Ag O: O1- 0173
Ag H: H1- H60 (ex. E.coli O55:H6)

* Analise antigénica: em Laboratorio Clinico € realizada apenas
para : E. coli (fezes) Salmonella sp

Shigella sp Yersinia sp

Estudos epidemiolégicos



6. Outras estruturas bacterianas




Externa; -

- Parede celular

Ligada; _

Polissacaridica;
Compacta;

Espessura variavel;

Rigidez;

Funcgao:
Resisténcia a dessecacao;
Anti-fagocitica;

Adesédo;

~  Capsule

S
ol



Capsula




FLAGELO

e Motilidade

e Tipagem bacteriana

e Adesao bacteriana

e Biofilme

e Maior do que a célula

e Espiroquetas - filamento axial

e Ligados na membrana plasmatica e na parede celular
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Flagelo polar - monotriqueo

1 Bacteriol, 1966 Jan; 91(1): 414-421.

Flagelo polar - lofotriqueo

)

Clin Microbiol Rev. 2012 Jan; 25(1): 42-78

Flagelo anfitriqueo

YV

1um
mBio. 2014 May-Jun; 5{3): e01349-14,

Flagelo anfitriqueo

Appl Environ Microbiol. 2007 May; 73(9)

1 2963-2975.



FLAGELO

® LoCOmMOCao ao acaso
e Em direcao a/ em oposicao a

e Quimiotaxia

Flagelos reversiveis

,::> Oscilagao — ':> :‘l
os flagelos /V\/G)r\.o —— NP
wgﬁ. — sdo
separados Rotagéao AH Rotagao H

Flagelos formando (Rotagéo H)
um feixe
(Rotagzio AH) / Flagelos unidirecionais ﬁ !
N\f\/ \ O ES A célula e
<":J.N Flagelos em feixe para : <52
A (Rotagao AH) Rotagao H reorienta-se
Rotagao H

(@) Peritriquios (b) Polares



Flagelo

Swimming x Swarming

Swimming — movimentac¢ao bacteriana

- unidade (movimento da célula bacteriana)

- meio aquoso

Swarming — fendmeno social

— multicelularidade

- movimentacao de um conjunto bacteriano

- superficies



\K;‘, \gatiive col A  'Stiff agar surface Planktonic cell

l Differentiation
K e

Differentiation Migration

Consolidated
cel

Muiticellutar rafts

Dedifferentiation

Hannah H. Tusonetal. J. Bacteriol. 2013;195:368-377 http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtmi/2009/sm/b812146j




Flagelo

Biofilme
- adesao celular - swimming e swarming
- colonizacao - regulada por Quorum sensing

(Garcia et al., 2001)



Flagelo

Analise ultraestructural de biofilme de S. maltophilia

o

(Garcia et al., 2001)



Filamentosos ; !

Proteina;

menores - flagelo;

maior numero;

Funcao - adeséo;




Ponte de
conjugagao

(a) Pilus sexual T |1M_m| (b) Ponte de conjugacéao e

—
0,3 um



PLASMIDEO - conjugacao

Chromosomal DNA

F Plasmid Chromosomal DI

Sex pilus

Recipient

Relax dsomdransferasome

F Plasmid F Plasmid Copyright ® 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings.

Filus

Old Donor New Donor



Estrutura de resisténcia; .

Radiacao;
g Esgotamento de nutrientes essenciais
Dessecacéo;

Quimicos;

Células especializadas de “repouso”

* Desidratacao;

Esporulagdo ou esporogénese

Gram positiva:
Género: Bacillus e Clostridium;

Bactérias de solo;

~———Capa do espornd

Cortex

Caréncia nutricional;
Coloracao Schaeffer-Fulton;

IMPORTANCIA > esterilizacao!!




ENDOSPORO - localizacido

(a) Esporos terminais
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MORFOLOGIA MACROSCOPICA

Bacterial colonies

Isolado do solo

Lactose positiva Lactose negativa



MORFOLOGIA MACROSCOPICA




IMPORTANCIA DAS TECNICAS DE

ISOLAMENTO

« Permite observar a morfologia das col6nias bacterianas;

+ Facilita a identificacdo de contaminacbdes em culturas;

+ Permite a coleta e trabalho com populagdo unica
(mesmo perfil genético).



IMPORTANCIA DA MORFOLOGIA

BACTERIANA

 Permite classificar as bacterias:

« Sugere géneros bacterianos;

« Prediz o plano de divisao celular.



MORFOLOGIA DA CELULABACTERIANA
FORMA

eTamanho

— Variam de acordo com a
espéecie

— Observadas com aumento

1.000 vezes
"0,5a1lpum

°
—

Bacilo

—y

Espirilo



Classificacao dos Microrganismos

Forma / Tamanho

e Esférico - coco (d=0,5 - 4um)

e Cilindrico — bacilo
L =0,5-20um
d =0,5 - 4um

e Espiralada
Vibridao L > 10um
Espirilo d=0,5um




MORFOLOGIA DA CELULA BACTERIANA

ARRANJO

(a) Vibndo
Estreptobacilos (b) Espinlo
e
2 pm
Cocobacio
(c) Espiroqueta

(d) Estafilococos

e
(2) Backéna em oema m 05m
e estrela (b) Bacténas retanguiares
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Staphylococcus aureus Streptococcus pyogenes
Streptococcus pneumoniae
O - R
Bacillus cereus 7, JOSIER N
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Klebsiella pneumoniae
~ Vibrio cholerae 1
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Bordetella pertussis Corynebacterium diphtheriae Helicobacter pylori
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Clostridium botulinum  Clostridium tetani  Neisseria gonorrhoeae Treponema pallidum



Diplococos - Neisseria (A)

Diplococos-Streptococcus pneumoniae (B)







Vibrio Leptospira







NORMAS A SEREM SEGUIDAS NO

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

O uso de AVENTAL branco, comprido e abotoado, ¢ OBRIGATORIO no laboratdrio de aulas praticas, a fim
de proteger a roupa de possivel contaminacao.

As bolsas, pacotes, livros etc., deverao ser colocados embaixo da bancada do laboratério de aulas
praticas e nunca sobre as bancadas de trabalho.

N3o comer no laboratério. Nao beber agua das torneiras. PROIBIDO USO DE CELULAR.
Manter as maos, canetas, lapis e quaisquer outros objetos sem contato com a boca ou a face.

Antes de cada aula pratica serdao dadas as instrucdes sobre a maneira de executar os trabalhos. Nao
iniciar um trabalho pratico sem haver lido, cuidadosamente, as instru¢cdes e compreendido o modo
de execucao da experiéncia e seu objetivo. Consultar o professor se encontrar dificuldades para
entender ou para executar os trabalhos praticos. Verificar se o material estd completo; no caso de
falta de algum, dirija-se imediatamente ao professor.

Durante o curso serao utilizados microrganismos potencialmente patogénicos para o homem e animais.
N3ao havera perigo se as técnicas de laboratorio forem executadas cuidadosamente.

Em caso de qualquer acidente (derramamento de cultura, por exemplo), comunicar imediatamente ao
professor ou ao pessoal técnico do laboratdrio, para que sejam tomadas as providéncias
necessarias.



NORMAS A SEREM SEGUIDAS NO

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Todo o material contaminado (pipetas, bastdes, laminas, laminulas etc.) deverd ser colocado nos
recipientes adequados (provetas, cubas com desinfetantes etc.) para ser esterilizado; nunca deixa-
lo sobre a mesa de trabalho ou na pia.

A alca ou ponta de platina que se usa para semeadura do material ou repique de culturas deve ser
aquecida até o rubro, tanto antes do uso como depois dele. Antes de tocar o material ou meio de
cultura, deve-se deixar que a alca ou ponta esfrie, mantendo-a préxima a chama.

Os tubos de cultura deverao ser colocados nas estantes ou suportes adequados e nunca nos bolsos do
avental.

O estudante é responsavel pelo equipamento com que trabalha. Os microscépios devem ser
manuseados cuidadosamente. Qualquer dano ou defeito deve ser imediatamente comunicado ao
professor. Apds o uso do microscopio limpar a objetiva de imersao, usando lenco de papel.

Apds terminar os trabalhos praticos, verificar se as torneiras de agua e de gas estao fechadas, as
lampadas desligadas e os microscopios limpos. Deixar o local de trabalho sempre limpo.

LAVAR SEMPRE AS MAOS, APOS O TRABALHO PRATICO
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