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“NOGOES ELEMENTARES DE SEGURANGA PARA OS LABORATORIOS
DIDATICOS DE MICROBIOLOGIA - DISCIPLINA BMMO0160"

APRESENTAGAO

Este fextc foi preparado pela CIPA (Comizsdo Interma de Prevengio de Acidentes) e
alguns docentes dos cursos introdutdrios de laboratdrio do Instituto de Quimica e
adaptado para o Instituto de Ciéncias Biomédicas. Seu objetivo é prevenir a ocorréncia de
acidentes durante a realizagdo de experimentos e esse objetive somente serd alcangado
com sua colaboragdo.

Quando estamos no ICB, estamos expostos &s mais variadas situagdes de risco, devido &
prdpria natureza da atividade que se desenvolve aqui: diferentes micro-organismos com
diferentes graus de periculosidade & sadde humana, substincias cormosivas e tdxicas,
materiais radicativos. O primeirc passo para se evitar um acidente & saber reconhecer as
situagbes gque podem desencaded-lo. Em seguida, é preciso conhecer e aplicar uma série
de regras bésicas de protegio individual e coletiva. Mas paginas seguintes wvocé
encontrard um grande ndmerc dessas recomendagdes; segui-las ndo somente contribuira
para seu bem-estar pesscal como, também, para sua formagio profissional.

NORMAS DE SEGURANGCA

Seguranga & assunto de maxima importdncia e especial atengio deve ser dada as
medidas de seguranga pessoal e coletiva em laboratdrio. Embora ndo seja possivel
enumerar aqui todas as normas de seguranga em laboratdrio, existem certos cuidados
bésicos, decorrentes do uso de bom senso e de conhecimento cientifico, que devem ser
observados. As normas foram divididas em cinco grupos: as que se referem & parte fisica
do laboratdrio, &s atitudes que o laboratorista deve ter, a seu trabalho no laboratdric, &
limpeza do laboratdrio @ do material @ acs procedimentos em caso de acidente.

0 laboratdrio

1. Conhega a localizagio da salda de emergéncia, do chuveiro de emergéncia, do lava-
alhos, dos extintores de incéndic, dos registros de gas de cada bancada e das chaves
gerais (elétricas). Saiba usar estes dispositives.

2. Mantenha as janelas abertas para ventilar o laboratdric.

3. Verifique se os cilindros de gds sob pressho estdo presos com correntes ou cintas.

4. Ao se retirar do laboratdrio, werifigue se n&oc hd torneiras (dgua ou gds) abertas.
Desligue todos os aparelhos.

As atitudes

5. E expressamente proibido que os alunos subtraiam qualguer material bicldgico e
quimico (especialmente solventes), wvidraria ou eguipamento (micropipetas, eletrodos,
balangas, eic.) dos laboratdrios diddticos. Estes materiais podem ser utilizados somente
para a execugio de experidncias em aulas préticas e os infratores desta norma estardo
sujeitos &s sangdes disciplinares & legais previstas no regimento intermo da USP.



6. Use avental devidamente fechado & de manga comprida.

7. Ndo use sandilias ou chinelos, gque ndo protegem de respingos e de queda de
objetos. Use somente sapatos fechados, de preferéncia de couro.

8. Prenda seu cabelo se for compride. Pode pegar fogo.

9. Mao fume, ndo coma e ndo tome nada no laboratdrio. Isto pode contaminar reagentes,
comprometer aparelhos e provocar intoxicagio.

10. Méo cologue bolsas, malhas, livros, efc. sobre a bancada, mas apenas o caderno de
anctagbes, caneta e calculadora.

11. Méc bringue no laboratdrio. Esteja sempre atente ao experimento que estd sendo
realizado.

13. Nio trabalhe sozinho no laboratério. E precise haver outra pessoa para ajudar
em caso de emergéncia. O trabalho experimental no laboratéric pode ser executado

somente na presenga do professor responsaval.

14. Mioc receba colegas no laboratdrio. Atenda-cs no comedor. Apenas alunos da
disciplina podem adentrar ao laboratdrio.

15. Siga rigorosamente as instrugdes fornecidas pelo professor.

16. Consulte o professor antes de fazer qualguer moedificagde no andamentc da
experiéncia @ na guantidade de reagentes a serem usados.

17. Casc esteja usando um aparelhe pela primeira vez, leia sempre o manual antes &
consulte o professor.

18. Munca teste um produto guimico ou material bioldgico pelo sabor (por mais apetitoso
que ele possa parecer).

19. Mo teste um produto quimico ou material biclégico pelo cdor.
0O trabalho

20. Para pipetar, use seringa, péra de borracha ou pipetador para aspirar o liquide. Nunca
aspire llquidos com a boca.

21. Evite contato de qualguer substéncia com a pele.

22. Encare fodos os produtos guimicos e microbiclégices come potencialmente nocivos a
salde, enguanto ndo verificar sua inocuidade, consultando a literatura especializada.

23. Conhega as propriedades fisicas, quimicas e toxicolégicas das substincias assim
como o nivel de periculosidade dos micro-organismos com gue wvai lidar, bem como
métodos de descarie dos residucs gerados. Consulte a bibliografia.

24. Antes de usar gualquer reagente, leia cuidadosamente o rétulo do frasco para ter
certeza de que aguele & o reagente desejado.



25. Conserve os rdtulos dos frascos, pois contém informagdo importante.
26. Mdc aguega llquidos inflaméveis em chama direta.

27. Nunca deixe frascos contendo sclventes inflaméveis (por exemplo: acetona, dlcool,
éter) préximo a uma chama.

28. Nunca deixe frascos contendo selventes inflaméveis exposios ao sol.
29. Ndo armazene substincias cxidantes prixime a liquidos volateis e inflaméveis.
30. Abra frascos o mais longe possivel do rosto e evite aspirar ar naguele exato momento.

31. Munca torne a colocar no frasco uma droga retirada em excesso @ ndo usada. Ela
pode ter sido contaminada.

32. Nunca aguega o tubo de ensaio, apontando sua extremidade aberta para um colega
ou para si mesmo.

33. Cuidade ao aguecer vidro em chama: o vidro quente tem exatamente a mesma
aparéncia do frio.

34. Ndo deixe bicos de Blinsan acesos a toa.

35. Dedigue especial atengBo a qualgquer operagio gue necessite aguecimento
prolongado ou gue libere grande quantidade de energia.

36. Use luva térmica para tirar material quente da estufa.

37. Use luva de pano ou simplesmente um pano para proteger 8 m8o ao inserir um tubo
de vidro ou um termémetro numa rolha.

A limpeza

38. Agus ou outros produtos deramados e ndo contaminados no chdc podem tornar o
pigo escorregadio. Providencie imediatamente a limpeza.

3%9. A bancada de trabalho dewve ser mantida limpa e seca para evitar que se entre
inadvertidamente em contato com uma substincia tdxica, corrosiva ou biclogicamente
pergosa.

40. Ndo jogue papéis ou outros sdlidos nas pias. Provocam entupimentos.

41. W&o jogue cultura de micro-grganismos, solventes ou reagentes nas pias. Eles
contaminam/poluem o ambients & solventes inflaméveis na tubulagdc de esgoto podem
levar a sérias explosdes. Despeje solventes em frascos apropriados. Em caso de ddvida,
consulte o professor sobre o métedo adeguado de descarte.

42. Ndo jogue vidro quebrado ou lixo de qualguer espécie nas caixas de areia.

43. Ao se retirar do laboratério, lave sempre as mios.



Os acidentes

44. Em caso de acidente, procure imediatamente o professor, mesmo gue ndc haja danos
pessoais ou materiais.

45, Todo acidente, por menor que parega, e qualguer goniactn com reagentes guimicos
ou microbiclégicos devem ser comunicado ao professor.

46. Caindo produto guimice ou microbiclégico nos olhos, na boca ou na pele, lave
abundantemente com agua a parte atingida. A seguir, avise ¢ professor e procure o
tratamento especifico para cada caso.

47. Vidros guebrados devem ser descartados, depois de limpos, em depdsitos para lixo
de vidro. Munca jogue vidros quebrados no lixo comum, onde podem causar cortes no
pessoal de limpeza.

48. Em caso de derramaments de mercdrio, chame imediatamente o professor ou o
técnico. Vapores de merclric s8o muite tdxicos.

Telefones Utels:
Bombeliros 183

Servigo De Atendimente Mdével De Urgéncia (SAMU) | 182

Hospital Universitario (HU) 3039-8200
Hospital das Clinicas (HC) J067-6000
Seguranga USP 30914222

Portaria do ICB-II 3081-7270
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Vamos Refletir!

O gque é uma Bactéria?
e Como vocé sabe o que é uma bactéria, o que é
um virus, uma célula eucariotica?

E um microrganismo
Caracteriza pelo tamanho?
Forma?

Composicao?

Seu metabolismo? ......

* O que € um microrganismo?



Tamanho da célula bacteriana?

Na ponta de uma agulha...

1 1/5 1/20 1/100
millimetre millimetre millimetre millimetre
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Tamanho da célula bacteriana?
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Maior bacteria descoberta

Oscillatoria (cianobactéria)

1§ hiomararita Namibiensis is visible without
supplementary magnification enhancement.
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Fonte: Madigan et al., 2004



Porque bactérias tem taxa de mutacao
maior que células eucaridticas?

Isso é bom ou ruim?



As vantagens de ser pequeno

r=1pm
Surface area (4nr?) = 12.6 um?
Volume (3 7r3) = 4.2 um®

Surface _
Volume

r=2pm
Surface area = 50.3 pm?

Volume = 33.5 ym?

Surface _

=1.5
Volume

Figu‘re 3.3 Surface area and volume relationships in cells. As a cell

increases in size, its S/V ratio decreases.

* Pequenas podem absorver mais
nutrientes

e Crescem mais rapido
* Procariotos sao haploides e os
eucariotos sao diploides (mutantes em

haploide tem efeito imediato)

Bactérias se adaptam mais rapido ao
meio ambiente

* Possuem grande diversidade
metabolica



A forma da bactéria esta relacionada com seu metabolismo?

Com seu ambiente?

Com sua patogenicidade?



Quais sao as formas das bactérias?

As formas comuns de Bactérias

1- COCO = Esféricas

Variacoes:

* Ovais 1

* Alongadas 3 ESplral
* Achatadas

2- bacilo = Cilindrica I u v u U
’ Cocobacio

A definicdao da forma pode ser imprecisa mas tende a ser caracteristica de cada espécie




ARRANJO
BACTERIANO

DICA: divisao sé ocorre no
menor eixo!'!!




ARRANJO BACTERIANO

DICA: divisao sd ocorre no menor eixo!!!

COCO

VRV

Cacho de uva = Estafilococo



ARRANJO BACTERIANO

DICA: divisao sé ocorre no menor eixo'!!!

Bacilo
(isolado)

Diplobacilo

|
L A
/
Estreptobacilo

Agregacao de bacilus alinhados




FORMA BACTERIANA

espiroqueta espirilo vibriao

@ 2um

* Mais espirais * Saca-rolha

- Flexivel - Rigido * Foice



FORMA/ARRANJO

A nomenclatura nao deve ser
confundida:

genéro vs. forma ou arranjo

Diplococcus

Diplococo

Neisseria
Estreptococo Streptococcus
. Bacillus
Bacilo

Escherichia



WHY BAUTERIA HAVE SHAPE 653

FIG, 1, Vanety of prokanvabe shapes, This collage of difesent cells, unless otberwise stated, s constructed Tram descaptions and diustrabaors
pver by Starr et al (313) oo by Zieder and Dwadkan (3500 The cells are drawn to seale, These e the dasked black cirdde are drawn selative 10
the Sepom hine, These same cells are included o smaller taom e the dasked blue Srde 10 compase 1hear sizes 1o these ol larger bactena, which are
drger relatne to e 10-um hine, (A) Stelle strzin IFAMIZZ (280 (B) Maraoeles (8 peeus snke senamed Anopledacrer) Mawes (367),
() Bifedahacienuen bifidam, (D) Clistadiam covleatem, (E) Aguagaisilom awateophicues; (F) Poditiues alnss (380); (G) Eachenichia coh,
(H) Hifdodvactenicom sp (1) transverse secton of rgtoce stunt-assocated bactenum, (1) Plasciomscrs spo [133); (K) Novaedio opeeoa; (1) Chaan of
sarcon stunt-assoiated bacteng, (M) Caualiductvr sp, (3800, (N] Sperockaeta halopdiale; (O) Prasthecolvicter luafoemis, (P) Methanopeeium canac,
(0) Arthrodvacter plodsfnemic prowth wyele, (R) grame-negatne Alphupenfenhactong om manne sponges (240) [S) Ancalamicrntauem s, (380),
(1) Newskon suensasa (1330, (L) Rhadomivrobearr sannielin, (V) Strepdomuesy spo (W) Canaphasan Latuen; [X) Calotheic sp, The yellow-lined
Peckpround oob repeesents & shee of e gant bactenam Tlaomanarits semilvenyiy (290), which s repeesented 1o seale with the other coganisms

FORMA/ARRANJO

Bacilos, cocos e espirilos
sao tipos genéricos,
representativos de um
universo de variacoes.
Exemplo: bacilos podem
ser curtos, longos, finos,
largos, etc.

Esses trés tipos sao os
mais comuns entre
bactérias e arqueas mas
existem espécies com
células filamentosas,
quadradas, triangulares,
em forma de estrela, etc.

Young KD (2006) The Selective Value of
Bacterial Shape. Microbiol. Mol. Biol. Rev.,
70(3):660. DOI: 10.1128/ MMBR.00001-06.



Morfologia

Notas

* Aforma, o arranjo e o tamanho de uma bactéria,
embora profundamente afetadas pelo ambiente
(temperatura, nutrientes, osmolaridade, agitacao,
etc.) sdo caracteristicas hereditarias e

* amaioria € monomdrfica (uma forma)
* mas algumas sao pleiomdrficas (muitas formas)

* A morfologia das células evoluiu para otimizar a
adaptacao de uma bactéria ao seu ambiente



A forma da bactéria esta relacionada com seu metabolismo?

Nao

Com seu ambiente?

Sim, mas é um fator mais hereditario

Com sua patogenicidade?

Em alguns casos pode estar envolvido — Leptospira interrogans



Como as bactérias acumulam

nutrientes, agua, proteinas
?

Como € seu compartimento célular??

Pois cada célula é uma fabrica.

> Quais tipos de reagdes quimicas ocorrem dentro da
célula?

> Como as bactérias conseguem manter sua integridade
(forma) populando diferentes ambientes, diferentes
temperaturas, diferentes concentragdes salinas e etc??




% |Vamos olhar para o seu

envolutodrio celular




https://jensenlab.caltech.edu/movies/

Research Papers Software Movies Course Press People

ECT of Bdellovibrio bacteriovorus

Electron cryotomography, 3D reconstruction, and segmentation of an intact bacterial cell highlighting cellular features and showing how, in a growing number of cases, atomic
models can now be fit into their context within the cell

From the Publication:
Oikonomou, C.M., and Jensen, G.J. (2016). A new view into prokaryotic cell biology from electron cryotomography. Nature Reviews Microbiology.

http://www.nature.com/nrmicro/journal/vaop/ncurrent/full/nrmicro.2016.7.html



Capsula—

Nucledide

) Parede Celular
Plasmideo

Pilus Membrana

Citoplasmatica

Ribossomos
Membrana Externa

Citoesqueleto

Flagelo }/ Citoplasma



Membrana Citoplasmatica ou
Membrana Interna




MEMBRANA CITOPLASMATICA

Principal componente da membrana plasmatica: fosfolipideos — Bicamada
Fosfolipidica Out

Prospnolpods

- naeeiie - Proteinas integrais
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Mi

* Cria uma barreira hidrofobica
* Transporte de ions e compostos é via porinas
e Ml e ME é rica em proteinas sensoras



MEMBRANA CITOPLASMATICA

« Estrutura e Composicao:
 Delgada -> 8 nm;

« Vital > integridade celular;

* meio intracelular €= meio extracelular

* Presentes em varias bactérias
* Regulam a permeabilidade da

Bicamada fosfolipidica (40%)
Hopanéides membrana
f * Rigidez
JFosfato
e 2 8 o0 0 ooeoo Regido |
hidrofilica
Regiao
% §§ §§ §§ §§ hidrofébica
Y.,"Y Y Y 3 y r y y J ‘Y
"o @ @ @ "" o . o.9 o ]
Acidos Prot;eina .
raxos Gli | P
9 (60%) icero Colesterol: composto analogo

presente na membrana
citoplasmatica de eucariotos

- Micoplasma tem colesterol



MEMBRANA CITOPLASMATICA
Arquea BN NN

hd CO m pOS i 950 fa; Glycerol diether Isocprere unit
® F |ta n | I ) Bipnytaryl C40
. . 2e_o_‘c s
. Crovar S ENAAAAAANAAAAAAAAL |
» Crenarqueol H,COPO C-~0-Ch,

() Diglyceral tatraethers

« Em alguns grupos, a ouc
membrana "T‘°'°
citoplasmatica €é ucoe -
composta de uma @ cerehe ¢ -0-oH

monocamada! ou
uma mistura de de
mono e bi.

Biphytany!

= Membrane proten

Hipertermofilas
Maior resisténcia

{4} Lipid bilayer {a) Lipld manolayer ao calor

Figure 3.7 Major Epids of Archaes and the architecture of archaeal membranes. (3, bj Note tral e
hydrecarnon ol tha ip Q€ attachad to the giyceral by an ether linkage n bath cases. Tha hyd-ecarnon is
phytany! (Canl n pat a and bionytany (Caol 0 pan b o) Amajor ipc of Crananchaso!s 1S crenachaedl, a

pa camanng 5- and 6-carbon nngs. (¢, €] Vembrans siruciure 0 Archses may be biayer of monciaper

{or amx cf bath).




MEMBRANA CITOPLASMATICA

.. N FPM é usada transporte
Quais sao suas FUNQOES Funcoes da membrana citoplasmatica Motilidade, biosintese

1
[ 1

\\ “ ’l 3 m N O T e e e
(L Y —4—

(a) Barreira de permeabilidade: (b) Ancoragem de proteinas: (c) Conservacao de energia:
impede o extravasamento e atua como sitio de muitas proteinas envolvidas no sitio de geracgao e dissipacgao da forca
uma porta para o transporte de nutrientes transporte, bioenergética e quimiotaxia. proton-motiva.

para dentro e fora da célula.

1. BARREIRA DE PERMEABILIDADE:

Extracelular
» Hidrofobicidade > extravasamento;

« Citoplasma: solugdo aquosa (sais, agucares, e o 0 o0 @ e 0 0 0 o
aminoacidos, vitaminas e etc.);
* Moléculas hidrofébicas - difusao simples;
« Moléculas carregadas ou hidrofilicas & NAO e ¢ o ¢ o ® o o o ©
ATRAVESSAM !!!

Tem que ter Mecanismos
para acumular nutrientes
contra o gradiente!

Vc sabe algum?

Intracelular

« Agua > atravessa > acelerado (aquaporinas);




MEMBRANA CITOPLASMATICA

Transporte simples:
promovido pela

TIPOS DE SISTEMAS TRANSPORTE | ¢ 0rgia da forca

préton-motiva

1. Transporte simples — uma proteina TM

« Usa energia do gradiente de Substancia
transportada
prétons
4 h
« Sem alteracdo quimica Translocacao de grupo:
_ modificagdo quimica da
2. Translocacgao de grupo - varias substancia transportada,

promovida pelo

proteinas TM fosfoenolpiruvato

« Gasto de energia

/1
* Molécula é modificada por '
)™

fosforilacao

« Exemplos: Glicose, manose e Transportador ABC:
proteinas periplasmaticas
de ligagao estao envolvidas

. T e a energia é fornecida
3. Sistema ABC (ATP Binding Cassete) | pelo ATP

frutose;

>

1. ATP é a fonte de energia )
Figura 2.20 As trés classes de sistemas transportadores. Observe

como os transportadores simples e o sistema ABC transportam substancias
3. Alta afinidade pelo ligante sem modifica-las quimicamente, enquanto a translocacao de grupo resulta na
modificagao quimica (neste caso, a fosforilagao) da substancia transportada.

2. Sem alteragdo quimica (aldcrito)



MEMBRANA CITOPLASMATICA

e ©
Extracelular . . .
Transporte simples .. . . .

(envolve apenas uma proteina TM) 292 0 0 @ e 92 0 0 0

N

3. TRANSPORTE:

Transportador saturado

T e o o o o e e o

T Transporte

Intracelular

Difusdo simples

/

Concentragao externa do soluto

Velocidade de entrada do soluto




MEMBRANA CITOPLASMATICA

Sistemas de transporte

Alta especificidade: sistemas de transporte séo, em geral, especificos, ou seja, caracterizado pela
alta afinidade por um unico tipo ou classe de moléculas

Alvos Denominagdo Descri¢do

1 Uniportador transportador especializado em um uUnico composto
2 Simportador S6 ha transporte quando dois compostos sdo carregados simultaneamente na mesma direcao
2 Antiportador Exige o transporte simultaneo de pelo menos dois compostos em direcées opostas

Aspectos energéticos

TRANSPORTE PASSIVO
Difusédo simples
Sem gasto de energia
Gradiente de concentracao
Exemplos: oxigénio, diéxido de carbono In

\
a .o =

TRANSPORTE ATIVO . .
Gasto de energia wgnlg?:ter Antiporter Symporter

Gradiente de concentragdo (contra) - 1000 vezeslii s




Questoes

 Como a lac permease funciona?
* Bactérias G+ tem transportadores ABC?

* Qual a principal caracteristica das proteinas
periplasmaticas ligadores do sistema ABC para
0S organismos que vivem em ambientes
probres em nutrientes?



A membrana citoplasmatica
é suficiente para manter a
integridade da célula
procariética?




Parede Celular

Nucledide ranulos

Plasmideo ( 135
/d\ X

Parede Celular

Membrana Citoplasmatica

Ribossoma

}/ Citoplasma



nature.com

Cell Wal]. Atom RSS Feed

The plant cell wall is a complex matrix of linked polysaccharides such as cellulose and pectin, forming a thick semi-
permeable rigid barrier outside the plasma membrane. It physically protects and constrains the cell, and its exact

composition is highly variable depending on the species.



PAREDE CELULAR

tipos principais

Gram-positivo Gram-negativo
Peptideoglicano Peptideoglicano
Membrana
Membrana — Periplasma

Membrana externa
(lipopolissacarideos e
proteinas)

(@) (b)

Membrana citoplasmatica + Parede celular = Envoltério bacteriano



GRAM POSITIVAS

PAREDE CELULAR

Peptidoglycan —

Cytoplasmic
membrane

Figure 4-27c Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

J.L.Pate



GRAM POSITIVAS

PAREDE CELULAR
COMPOSICAQO E CARACTERISTICAS

Extracelular

B - @
g: » Composicao relativamente simples;

* Peptideoglicano ou mureina (70% - 90%)
Parede =- -=- * Espessa
Celular =

E@@ﬁ Ma

Staphylococcus aureus

Membrana
Citoplasmatica

Intracelular




PAREDE CELULAR

N-acetilmuramico N-acetilglicosamina

(NAM) (NAG) o Peptideoglicano (ou mureina) —
sl PN principal componente da camada
tok g rigida da parede (s6 encontrado em

Bacteria).

o Unidades repetidas de um
dissacarideo unido por polipeptideos.

Ligacao B 1,4 - sensivel a lisozima!!

T

Cadeia de glicano (ligagées covalentes)

4 Poptide imentwidge
chain " {Gmm-positive celis)

Diaménopimelic
acd

D-alanine

glicano

Existe

Ponte cruzada de peptideos "
diversidade

o [“WW “ Cadeia adjacente de glicano

Nestor-Anderson-Roderts:

Microblology. A Hemas
Perspective, Foursh Edition

C The McGroe- Hil
Companias, 2003



GRAM NEGATIVAS

PAREDE CELULAR

Peptide tond

N-acetylglucosamine

~

crons-link

Tetrapeptide
Diaminopimelic acid
|

c-alanine

A formacao destas ligacdes C-C
entre mondmeros de NAG e NAM é
catalizada por transglicosilases

Sugr backnons | Nsoomraric 23d

g

c-alanine

Sugar backbone

A formacao desta ligacao peptidica
entre dois polimeros de NAG e NAM é
catalizada por transpeptidases

Ietrapaptice

N-acetyiglucosamine



GRAM POSITIVAS

Acido teicoéico PAREDE CELULAR

3
3
3
.
.
3
.
3
3
A\
3

Proteinas

3
3
3
.
.
3
.
‘e
4

Extracelular

Acido lipoteicéico

" Atributos exclusivos de Gram positivas:

Glicerol fosfato ou ribitol fosfato

Parede Membrana citoplasmatica > Ac. Lipoteicoicos;
Celular

Parede celular > Acidos teicoicos;

Funcgao:

1. Facilitar e regular entrada e saida de cations;
2. Receptor para bacteriofagos;

Membrana 3. Ligacao a receptores no hospedeiro;

Citoplasmatica gvéu

Util na identificagdo sorologica!!!!

Intracelular




QUAL E A PAREDE CELULAR DE ARCHAE?

Archaea Pseudomurein

Variedade de paredes celulares:

« Pseudopeptideoglicano
* N-acetilglicosamina e ac
» Ligacdes glicosidicas (B-
« Sem D-aminoacidos (todt

Algumas nao possuem pseudopt

LY

« Camada paracristalina (camad—- P B =~~&m'——

- : : 'S
. \
i 'L Wl :
h LT ) ?
- 4
w3 4 3
$. .
TN, (L
', R
™ » \
.
A4
‘ ‘A !
.l
X .

glicoproteina) — possui simetria.
« Algumas archaea apenas possui camada-S (forte)
 Polissacarideos;
» Glicoproteinas;

* Proteinas.



GRAM NEGATIVAS

Outer membrane

Cytoplasmic
membrane

T.D.Brock and S.F.Conti

Figure 4-27d Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.



GRAM NEGATIVAS

Envolutéorio CELULAR

Mais complexa: composta por trés camadas
 Membrana externa: contém lipopolissacarideo (LPS)
* Periplasma: peptideoglicano

 Membrana interna: fosfolipideos

'll' |

teis | i R o

g! T (T TR
) v

7

Fonte: Madigan et al, 2004.



GRAM NEGATIVAS

MEMBRANA EXTERNA

LPS ou ENDOTOXINA «- f % *
Mombrana | 5 SOy ‘T— I‘b ! -,'ch"

+ Composicao

il (301 ef ) 5
- Lipideo A L -
* Polissacarideo infemo s P A T _
* Polissacarideo O
« Relevancia clinica Proteinas envolvidas em transporte
« O lipideo A é toxico!!! Porinas especificas e ndo especificas
- Pirogénica Proteinas de membrana externa (OMPs)
+ Ativagio do sistema imune Acido Graxo
. Usada na sorotipagem Com diferentes quantidade de C

ecifco [ Polssscardeointeme | Upidso |

€DO Ester amina
® ¥ 9 l
®) ‘w‘A g
(2
2 OO - >
29 GieN oA
Nac-Gl: N-acetil glucosamina Gal: Galactose GlcN: Glucosamina @

Gli: Glucose Hep: heptose CDO: Cetodeoxyoctonoato



* O LPS de bactéria G- nao patogénica tem o LPS
toxico?

* Quais sao as principais diferencas entre as Ml
de bactéria e as de arquea?

* Quais sao as principais diferencas entre a
parede celular de G+, G- e arqueas?



GRAM NEGATIVAS

PAREDE CELULAR

PERIPLASMA OU ESPACO PERIPLASMATICO

» Corresponde ao espaco entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa

« “Gel”, analogo ao citoplasma
« Composicao:
« Peptideoglicano - delgado (5%)
 Enzimas:
» Hidroliticas (proteases, lipases, nucleases)

* Inativadoras de drogas

* Proteinas transportadoras r

mm’
[y

PERIPLASMA > —
naw]}unm i

cropasmstca | i

Fonte: Madigan et al, 2004.
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Como poderiamos diferenciar G+ de G- ?

Gram-positivo Gram-negativo
Peptideoglicano Peptideoglicano

Membrana

— Periplasma
Membrana externa
(lipopolissacarideos e
proteinas)

Membrana

(@) (b)



COLORACAO GRAM

Hans Christian Gram (1853-1938)

1884 -> Meétodo empirico ;

Dois grupos:
GRAM POSITIVOS
GRAM NEGATIVOS

Porque funciona???

Gram* Gram™

.’3” Cells on slide

Primary stain,
crystal violet

8

Stain purple Stain purple
Mordant,

Gram'’s iodine
(increases affinity
of primary sfain

Remain purple  for cell Remain purple
Decolorizer,
alcohol and/or @
acetone
Remain purple Become colorless

Counterstain,

safranin ‘. iy

Remain purple




Comparacao — Gram positiva e Gram negativa

Monte a tabela.

Caracteristica

Reacgao de Gram.

Camada de peptideoglicano.

Acidos teicoicos.

Espaco periplasmatico.
Membrana externa.
Conteudo de LPS.

Conteudo de lipideos e lipoproteinas.

Toxinas produzidas.
Resisténcia a ruptura fisica.

Ruptura da parede por lisozima.




OUTROS PADROES DE ENVOLTORIO CELULAR

Micobactérias

Ziehl-Neelsen (bactérias alcool-acido resistentes)

] B 8 B
""""""
!s.,aﬂ ‘HI ::::

Capsule-like
material

Inter- : P,
lated B % B8«
Mycolic e
acid layer s {

Arabino-
galactan

nnnnnnn
0O000Q GOQOCOBCO-OOHDEPHNHOR 000 GC00000Q COOOOO0Q

Galactan{ e
P A [

ool LN A

EMurNAc/Gc @Man [ Ara Protein PSRty inositol
B GIcNAc O Galf @ L-Rhamnose




CITOPLASMA

e

* Solugéo aquosa (70 — 80%);

 Membrana citoplasmatica;

* Ribossomos;

* Nucleodide;

* Proteinas;

 Reacobes quimicas;




DNA GenOmico
\

DNA
cromossomico

fel Nucleoxd Vambeana wiall

Plasmideo
Helicobacter modesticaldum

[ ~ " R
.....

Citoplasma



P

Qual a Diferenca de DNA
Cromossomico do DNA Plasmidial?



* Fenotipicas e genotipicas > ESSENCIAIS!
* Nao é delimitado por membrana;
* Dupla fita (hélice) > 1 mm de comprimento!!!

» Superenovelado;

« Circular (na maioria dos casos!)

T LT
L] ,,,,‘,"::

N
\‘\\
N

«
P}
|\|“‘.“\\\\

g ¥

E. coli SE11
4887515bp

AL
"

AT T

Iy

e n

,,
LA
Vg W A

Cromossomos marcados em amarelo



PLASMIDEO

 Pequenos;
 Extra-cromossoémico;

 Replica

« Segregacao independente;
A maioria é circular;
Host

° Dupla fita; % x genome

 Numero variavel;

Plasmid

Antibiotic

. . . @, .

- N3o é essencial > VANTAGEM! ® g~¢ Antiioti
 Resisténcia a antibidtico;

* Sintese de nutriente;

« Biotecnologia;



Estruturas

=L\ =
et

Nucledide

=
S E

% B T

\ ~:

2 n . (G fJ
\" v 4
|7
.'u.“g,‘-

Plasmideo

Ribossoma

}/ Citoplasma



RIBOSSOMOS

newly born protei

amino acids

{RNA large subunit

small subunit

 Funcao: Sintese protéica
« Bactérias
« Coeficiente de Sedimentagao: 70S
« Subunidades: 30S e 50S;
* Eucarioto: 80S:
 Subunidades: 40S e 60S;



A

[

Granulos
Nucledide

. \
e R A N~

Plasmideo

Ribossoma

Citoplasma

Estruturas

(a)

Y A
(®)

Figure 419 Bacterial inclusion bodies. {a) Large partizles
{ping) of polyhydroxybuty-ate are ceposited ir o concent-ated form
that previces an ample leng-term supply of that mutdient [32,500x).

{b) A section through Aguasoinlium reveals a chain of tay -on magrets
(magnetosarmes = MF). These unusua bacteria use these inclusicns to




GRANULOS

Substancias de reserva;
* Energia

« Subunidades para macromoléculas;
« Exemplo: reservas de fosfato

* Alguns sao envoltos por uma membrana - lipideos em monocamada
» Qutros sao cristais de compostos inorganicos

« Tipos:
« PHB (acido poli-B-hidroxibutirico)
» Fonte de carbono/energia — sintetiza [C], e degrada em ausencia
« consisténcia de plastico - plastico biodegr
* Glicogénio
* Fonte de carbono/energia
* Excesso de carbono®

Magnetosomes

- INSOLUVEIS
» Nao elevam a pressao osmotica

C 20 Magnetosomes. This micrograph of Magnetospirillum
magnetotacticum shows a chain of magnetosomes. This bacterium is
usually found in shallow freshwater mud.



VESICULAS DE GAS

« Lagos ou mares;
« exemplo: Cianobactérias

 Funcao:

* Flutuabilidade;
* “Motilidade” — mover em direcao da luz

(fotossinteses);

« Caracteristicas:
« Vesicula é composta exclusivamente de

proteinas!
* impermeavel: agua e solutos;

* permeavel: gases;
 Didmetro e numero variavel:
 Poucas até centenas/célula;

Transverse section of a dividing cell of the
cyanobacterium Microcystis sp. showing hexagonal
stacking of the cylindrical gas vesicles. (Micrograph
by H. S. Pankratz.) Magnification, x31,500.

(image 665x700)




OUTRAS ESTRUTURAS

NAO ESTAO PRESENTES EM TODAS AS BACTERIAS

MUITAS VEZES NAO ESSENCIAIS PARA SOBREVIDA



Bactéria sem parede celular

Mycoplasma

Fig. 17-83 Mycoplasma. Electron micrograph of My-
coplasma pneumoniae. The cell lacks a cell wall and is bounded by
a cyroplasmic membrane that has a trilaminar structure.

Como os eucariotos, contém esterol na membrana (aumenta resisténcia)



Estruturas

Capsula
Camada S

Nucledide ranulos

) Parede Celular
Plasmideo

Membrana Citoplasmatica

Ribossoma

Citoplasma



®
® o =-

Glicocalice: substancias secretadas que envolvem a célula

(1) Capsula

1. de facil visualizacdo

2. exclui particulas

3. adere a parede celular

(3) A fusdo das camadas limosas leva a formacgao de biofilmes
j
1
Capsula polissacaridica Funcao:
- Compacta - Resisténcia a dessecacao
Figure 3.23 Bacterial capsules. j3) Ceos./es ol Annsiobacrar
- Espessura variavel - Anti-fagocitica of cals wih India i Incia rk Goes not panalia tne capaLi and 80
. . o capsue sopears ag a lignt aea surcunding the call, wheh appears
- Rigidez - Adesao; Arconbacts caps.ei wih 2068 () Coary v dart, ol

aout 0.8 pmw e, ] Iransmigson &lectron mcrograph of zoowum
mifoly stanad with rucnanum rad 1o maveal the cepsule. The cel € sbows

0.7 um wde.



Bacteria e Archaea (parede celular);

Subunidades : proteinas ou glicoproteinas;

Funcao:
Desconhecida;
Permeabilidade;
Protecao;
Adesao;

Biotecnologica;




Como as Bactérias se
locomovem?




Capsula
Camada S

Nucledide

Plasmideo

Ribossomos

Flagelo }/

ranulos

Parede Celular

Membrana Citoplasmatica

Citoplasma



Motilidade;

« Tipagem bacteriana

« Maior que a célula bacteriana
Comum: bacilo

Raro: coco

« Filamento axial > espiroquetas

Embedded

Anchor of flagelia
in cell membrane



« ARRANJOS:

Tumzle —flagella
: pusned apart
\ (C'W rotation)
oLan @ U 1%

{lagala
(COW matation) /

: AdlZnen Flagala burdled
wc [CCW retation)

LOFOTRiQUlO fa} Peritrichous
Reversible flagella
—=> <=
AYATE ‘_C — FAYAY ""'LC
i CCW rotaticn CW ratation
PERITRIQUIO
Unidirectional flagedia ﬁ
=> .
TAYAY W C —_—p Cg] —
slops, ‘;
CW rofatiocn eanants e
C'N ratatior

ol Polar



FSTRIITIIRA

14 nm
I— 1

33373 Filament

Flagellin

Hook

T s

(VI IIIIG
¢

Outer

membrane

(LPS)\;
8888

(T

[ P Rin

Rod

——— e
Pty

Periplasm - \ v Peptidoglycan
= H o
| L%y B MS Ring }ij'%’ .‘ +++
it

body i M Pl

{1 LI I

CRing NI

Mot protein Fli proteins Mot protein
(motor switch)
| |
45 nm
Figure 4-56a Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

Cytoplasmic
membrane

Flagellum

Flagellum

Gram-

negative Filament

Gram-
positive

Hook
Basal body
Peptidoglycan

Quter
membrane

ooooooo

----------------

S
P
.

e Unico rotor natural conhecido
e Proteina Mot ativada por gradiente de prétons

Como Quimiotaxia esta relacionada com o Flagelo??



\ 3

Capsula
Camada S

-

VFimbrias

Nucledide ranulos

|
:
|
N, <
S
, \ Parede Celular
Plasmideo

Pilus Membrana Citoplasmaética

Ribossomos

Flagelo .
Citoplasma



—

Filamentos proteinaceos mais finos e retos que os flagelos

Fimbrias Pili

Muito mais curtos que os flagelos  Mais longo que as fimbrias

De poucos a centenas por célula Uma ou poucas copias por célula

Funcao: Funcao:

Adeséao - Transferéncia de DNA (conjugacéo)

- Mobilidade — Twitching Motility

Fimbrias

http: e Sive. eduf



Movimento Bacteriano

—_

Qual a importancia destes movimentos para
a célula?



crescer em meio de cultura cresce.

Como vc faria para caracteriza-lo?



Nao Cora Facil, Apenas com verde
malaquita. O que é isso?

Posso ferver e nao desaparece, e quando coloco para crescer cresce!!!



N ‘|-.P

Capsula P |
Camada S \

} //Fl’mbrias

Nucledide ranulos

: \
W e W G, e, W

] Parede Celular
Plasmideo

Pilus Membrana Citoplasmaética

Ribossomos

Esporos

Flagelo .
Citoplasma



Estrutura de resisténcia;
Radiacao;
Dessecacao;

Quimicos;




= Forma dormente da célula

Gram positiva:

Género: Bacillus e Clostridium;
Bactérias de solo;
Caréncia nutricional;

Coloracao Schaeffer-Fulton;

IMPORTANCIA > esterilizagao!!

Capa do esporo

Cortex

Exospério

H.S. Pankistz, T.C Beaman & Paiipp Garhardt

Parede do nicleo




Cell wall o Spore septum begins to isolate
newly replicated DNA and a
small portion of cytoplasm.

Plasma
membrane

Bacterial
chromosome
(DNA)

(a) Sporulation, the process of endospore formation

Endospore

(b) An endospore of Bacillus subtilis TEM

e Endospore is freed from cell.

e Plasma membrane starts to surround DNA,
cytoplasm, and membrane isolated in step 1.

o Spore septum surrounds isolated portion,
forming forespore.

Two membranes

e Spore coat forms.

8 horas;
~ 200 genes;

Diferenciacao celular;




ESTRUTURA:

Parede do Cerne
Capa do esporo
Cortex

Exosporio

H S Penkiwz. 7.C Beaman ¢ Palipe Gerhardt

Parede do nucleo

DNA, small

Ribossomos

Desidratacao;

Todos os endosporos tem acido dipicolinico ligado ao calcio
(localiza principalmente no cerne) - auxilia na desidratacédo do
espero e estabilidade do DNA.

HO
Pequenas proteinas acido soluveis (PPAS) também no cerne

protegem o DNA de danos de radiacao.

/)

The highly dehydrated endospore core has:
mounts of RNA, ribosomes,

enzymes, and a few important small molecul
Essential for resuming metabolism later.
or milhares de anos.

OH



T Germinagao

Esporo (fase latente) > Célula vegetativa (crescimento normal);

Fases de transicao de um esporo para uma célula vegetativa:
- Ativacao;
- Germinacao;

- Extrusao;



Refrineias

« Tortora et al. Microbiologia 10? Ed. (2012).

« Capitulo 4: Anatomia funcional da célula eucaridtica e procariética

« Madigan et al. Microbiologia de Brock. 13% Ed. (2012).

« Capitulo 3: Estrutura e Funcio Celular em Bactérias e Arqueas

« Black J.G. & Black L. Microbiologia — Principios e
Exploracoes, 82 Ed. (2012).

« Capitulo 4: Caracteristicas das células eucaribticas e procaribticas

« Trabulsi et al. Microbiologia 5% Ed. (2009).
 Capitulos 1e 2



P

Um estagiario de um laboratorio recebeu uma placa de
agar nutriente contendo uma bactéria desconhecida e
a incumbéncia de realizar uma colora¢ao de Gram a
partir de uma colénia isolada desta cultura.

Durante o preparo, o estagiario descuidado esqueceu-
se de utilizar a solucao descorante e, apos a analise da
lamina por microscopia Optica, identificou a bactéria
como um bastonete Gram-positivo.

O resultado obtido é confidvel? Justifique.



Duvidas ?




Lista de exercicios

\
+ Olhe o video (

https://www.coursera.org/lecture/cryo-em/introduction-
tomography-0js9q) e responda:

* Quais estruturas sao descritas no video?

# Traga um video sobre estrutura bacteriana de 3-4 min que
conte alguma informac¢ao suspeita. Traga também 2 questdes
sobre o video para discutirmos.



