Bactérias
<« ]

[ Coloracao de Gram




Classificacao de bactérias
o]

e Analise do acido nucléico: sequéncia do DNA
do rRNA,; conservado entre espécies

e Analise de propriedades bioguimicas e
caracteristicas de crescimento

Caracteristicas morfologicas (forma, flagelos)



Classificacao de bactérias
o]

e Testes bioguimicos e fisiologicos

- Gram

- Motilidade

- Producao de acido a partir de carboidrato

— Oxidacao/fermentacao de glicose

- Asparagina como unica fonte de carbono e nitrogénio
- Producéao de pigmento verde-fluorescente

— Teste de oxidase

- Producao de 3-cetolactose

- Producao de inclusbes de poli-B-hidroxibutirato



Coloracao de Bactérias
o]

Direta: A bactéria fica colorida
« Simples
« Gram (diferencial)
Corantes: Safranina ou Fucsina

Indireta: A lamina fica colorida
Corantes: Nankin ou Nigrosina



W0 11 Professor Hans Christian Gram
‘ ‘ 4§ Bacteriologista Dinamarqués
\¢ \j 3
Desenvolveu o método de
o . coloracéo em Berlin, 1884
N

Teste Gram
Sequéncia de corantes

Apos a fixacdo do esfregaco:

Cristal violeta (1 min)

Lavar com agua

Solucao lugol (1 min)

Lavar com alcool absoluto por 30 seg
Lavar com agua

Safranina (30 seq)

Lavar com agua

Secar

Observar
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Etapa 1 O

Resultado: 0

Todas as células
coram-se em roxo

Resultado:

Todas as células
permanecem roxas

Etapa 3 0

Resultado: 0

As células Gram-
-positivas coram-se
em roxo; as células
Gram-negativas

apresentam-se incolores

Etapa 4

Resultado:
As células Gram-

positivas (G*) coram-se
em roxo; células Gram-
negativas (G°) coram-se
em réseas a vermelhas

@
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Cobrir o esfregago
fixado pelo calor
com cristal violeta,
por 1 min.

Adicionar a solugao
de iodo, por 1 min.

Descorar
rapidamente com
alcool - cerca de
20 seg.

Coloragéo de
contraste com

safranina por 1-2 min.

Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon

Leon J. Lebeau
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Figura 2.4 Coloragdo de Gram. (a) Etapas do procedimento de
coloragao de Gram. (b) Bacteria coradas por coloragdo de Gram
que sao Gram-positivas (roxo) e Gram-negativas (rosa). As espécies
sdo, respectivamente, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. ()
Células de Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativas, em verde) e
Bacillus cereus (Gram-positivas, em laranja), submetidas a um méto-
do de coloragéo fluorescente de etapa Unica. Esse método permi-
te a diferenciagdo de células Gram-positivas e Gram-negativas em
uma Unica etapa de coloragao.



Legenda
B Cristal violeta
M 1odo
[ ] Alcool
. Safranina

Gram-positivo

Gram-negativo

€ Aplicagao de cristal ©) Aplicagao de iodo € Lavagem com élcool @ Aplicagao de safranina
violeta (corante purpura) (mordente) (descoloragéo) (contracorante)

Bastonete

(gram-posmvo)

Cocos
/ (gram-positivos)
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d= ' Figura 3.12 Coloragédo de Gram. (a) Procedimento. (b) Micrografia de bactérias

Vibgsa ; ] coradas pelo Gram. Os bastonetes e os cocos (roxo) sdo gram-positivos, e os vibrides
(gram-negativo) # .
< (rosa) sdo gram-negativos.
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— P Como a reacédo de Gram pode ser (til na prescricéo de um tratamento com anti-
S pm bidticos?



O resultado da coloracao de Gram depende do tipo de parede celular

Peptideoglicana
Acido teicoico

Acido
lipoteicoico

Membrana
plasmatica

Proteina " Li Polissacarideo O

Cerne polissacaridico

T uion

Partes do LPS

(b) Parede celular gram-positiva

Protefna porina

Lipoproteina

5 ' {Polissacarldeo o}

4 Lipopolissacarideo < Ceme polissacaridico
Membrana externa

Lipideo A
Parede celular
Peptideoglicana

Membrana
plasmatica

Periplasma ! | — Proteina

(c) Parede celular gram-negativa



Caracteristica

Reagéo de Gram

Parede de peptideoglicana

Acidos teicoicos

Espaco periplasmatico

Membrana externa

Conteiido de lipopolissacarideo (LPS)
Contetido de lipideos e lipoproteinas

Estrutura flagelar
Toxinas produzidas
Resisténcia a ruptura fisica

Ruptura da parede celular por lisozimas

Sensibilidade a penicilina e as sulfonamidas

Sensibilidade a estreptomicina, ao cloranfe-
nicol e a tetraciclina

Inibigéo por corantes bésicos
Sensibilidade a detergentes anionicos
Resisténcia a azida sddica

Resisténcia ao ressecamento

Gram-Positiva
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Retém o corante cristal violeta e cora-se de violeta-
-eSCUro ou purpura

Espessa (camadas mdiltiplas)
Presentes em muitas
Ausente

Ausente

Nenhum

Baixo (as bactérias dlcool-4cido resistentes possuem
lipideos ligados a peptideoglicana)

Dois anéis no corpo basal
Exotoxinas

Alta

Alta

Alta

Baixa

Alta
Alta
Alta
Alta

Gram-Negativa
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Pode ser descorada e aceitar o contracorante (safra-
nina) e cora-se de rosa ou vermelho

Fina (camada tinica)
Ausentes

Presente

Presente

Alto

Alto (devido a presenca da membrana externa)

Quatro anéis no corpo basal
Endotoxinas e exotoxinas
Baixa

Baixa (requer tratamento para desestabilizar a mem-
brana externa)

Baixa

Alta

Baixa
Baixa
Baixa

Baixa



Murcha de Curtobacterium em feijoeiro
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

« Gram positiva
* Coloniza o xilema

 Sobrevivéncia:
e Sementes
« Solo

« Controle:
* Resisténcia
 Sementes sadias
* Rotacao de culturas

Sintomas de murcha, queima e encarquilhnamento foliar
em variedades de feijoeiro



Mancha angular da mangueira
Xanthomonas campestris pv mangiferaeindicae

« Gram negativa

» Disseminacao: vento,
chuva, insetos

* Penetracao: aberturas
naturais e ferimentos

« Controle:
 Mudas sadias
« Escolha do local
* Protecédo com cupricos
e mancozebe




