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[solamento de Micro-organismos

Método de semeadura em Placa de Petri

Método da
Sobrecamada
Meio de cultura
sobre as células

(a) The pour plate method (b) The spread plate method

1.00r 0.1 ml 0.1 ml
Inoculate Inoculate plate
empty plate contalnlng
v solid medium

L Bacterial dilution

€) Add melted
nutrient agar

Spread inoculum

\ / over surface
/—-\A evenly

e Swirl to mix (

o

) colonies Colonies grow
grow in and only on surface
on solidified of medium
medium

Copyright €& 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings.

Método de espalhamento
sobre o meio de cultura




Deteccao de Micro-organismos

Método de coloracao por DAPI ou Acridina Laranja (AO)

Estratégias:

DAPI (diamidino-2-phenylindole) cora as células de azul fluorescente

AO cora de laranja ou laranja esverdeado

Fluorescéncia é observada sobre Luz U.V.

Permitem a quantificagdo de micro-organismos ao microscopio de
fluorescéncia.

Sao inespecificos pois coram os acidos nucleicos

Nao permite diferenciar células vivas de células mortas

DAPI Acridina Laranja
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Culturabilidade dos Micro-organismos

Inconsisténcia entre o observado e o isolado
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Amostra ambiental

Meio de cultura 1 Meio de cultura 2




Meétodos Independentes de Cultivo

Bibliotecas de Clones




Meétodos Independentes de Cultivo
Metagenoma

Extreme envlmnments

Sampling
collection of uncontaminated sample material

DNA isolation
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Function-based screening Sequence-based analysis

Bioinformatic data mining
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Meétodos Independentes de Cultivo

Reacao em Cadeia da DNA Polimerase (PCR)

Polymerase chain reaction - PCR
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€) Denaturation at 94-96°C
o Annealing at ~68°C
o Elongation atca. 72 °C
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Célula bacteriana

— Basic Bacterial Cell Structure

Nucleus

equivalent ————— Flagella

(syn. nucleoid) \
Cellwall e
murein

~Quter
membrane
{onlyin
gram-
negative
bacteria)

' S e Attachment
Plasmid —— pili

Depot substances
Cytoplasmic - metaphosphates (volutin)
membrane 705 ribosomes - glycogen (granulose)

All bacteria have the same basic structure (not to scale).
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Célula bacteriana

C—

(a) Single bacillus coccus diplococcus
b Diplobacilli
(b) B streptococcus tetrad

sarcina
staphylococcus
vibrio
- o
(d) Coccobacillus Splfl"l.lm

" Spirochete



Célula bacteriana

Espiroqueta

A forma da célula é mantida pela parede celular



Parede celular de bactérias

Caracteristicas

% Rigida (petidoglicanos) UL

4 Confere forma e protecao as “m R R ANy

mudancas de pressao.

J“‘ y
4 “Exoesqueleto” defesa e ‘
—

protecao = == L

¢ Mycoplasma nao SEEEL
\\\\\\\\,

apresentam parede celular W

(mals sensiveis as variacoes »
Gram +

osmaoticas.

¢ Em Gram-negativas: LPS Composicao da parede celular
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! tetrapeptide

peptidoglycan
monomer

Parede celular de bactérias

4 Manutencao da forma

4 Biossintese durante a divisao celular

¢ Peptidioglicano (mureina) (exceto micobactérias)

pentaglycine cross-links



Coloracao de Gram
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Médico dinamarqués Hans Christian Joaquim Gram (1884)
Método importante e utilizado em laboratorios de microbiologia e analises clinicas
Laminas podem ser montadas de forma permanente

Identifica o tipo de parede celular

Gram Positive Gram Negative

Fixation

Crystal violet
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Coloracao de Gram
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Lipopolissacarideos (LPS)

Smooth-type

O specific chain .<

Outer core

Innercore g

Lipid A =<

=
E—C y
\ . v
N~ 3
s —)
/d — K&o f— R&o
~—
~

Antigeno-O € a parte imunodominante do LPS e é alvo para a
resposta humoral do hospedeiro.

Este LPS é composto de uma cadeia, que varia de comprimento,
com até 40 unidades repetidas de dideoxyhexoses.

Pelo menos 20 diferentes moléculas de agiicar podem compor o
antigeno-0O, incluindo moléculas que sao raramente encontrados
na natureza, como abequose, colitose, paratose e tyvelose e sao

especificos de linhagem.
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polysaccharide
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Constituida basicamente por exopolissacarideos (EPS)
Protecdo a célula contra sistema de defesa do hospedeiro

Protecao contra dessecacao
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Formacao da matriz do biofilme

Nuclear Hinclusi
Cytoplasm Membrane Material Cell inclusions

slime layer
(capsule)

Cell structure

Cell wall




Membrana Plasmatica - Capsula

200 nm’
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Membrana Plasmatica - Bactérias

4 8 nm de espessura

4 bicamada fosfolipidica (+-60% proteinas)

4 LPS em bactérias gram-negativa - faz parte da membrana externa

4 duplicacdao do DNA

O-polysaccharide

Outer

membrane
Periplasm—— .-.:-.eé
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phospholipid

teichoic acid
lipoteichoic acid

peptidoglycan
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peptide

cytoplasmic
membrane




Membrana Plasmatica - Bactérias

4 Forca Proton-Motriz: Energia gerada pela transferéncia de protons ou elétrons

através de uma membrana transdutora de energia, e que pode ser usada para realizar

trabalho quimico, osmotico ou mecanico.

Outside of Cell pH=105

Alkaliphilic Bacterial Cell
Cytoplasm pH = 8.2

Cell Membrane

/Potenital = 180mV )

QH = A "OH




Func¢des da Membrana Plasmatica - transporte

Transporte activo Transporte pasivo
' N
Difusion facilitada Difusion pasiva
o " iv .0 e :
® o >l < - “ Py *s
8% 's'
%o v >$ - ,.. <~

I I IV I I I I I I I I NI N
%
'v °
'V
e \ 4
.
[+ )]
o
°%,

Transportes de solutos e efluxo de drogas



Fun¢des da Membrana Plasmatica - Co-transporte

Uniporte é o transporte de um uUnico elemento num
determinado sentido através de uma proteina
carreadora ou canal, com ou sem gasto de energia. Ex.:
canais de Ca2+, canais de K+.

simporte: quando as duas substiancias sao
transportadas na mesma direcdao. Por exemplo, a energia
do gradiente de s6dio Na* é muitas vezes utilizada para
transportar os acucares contra o seu gradiente de
concentracao.

Antiporte: dois ions diferentes ou outros solutos sao
transportados em dire¢cOes opostas através da
membrana (a exemplo dos ions cdlcio e hidrogénio,
transportados pelo sédio). Uma das substancias ] )
transportadas é transportada no sentido do gradiente de Uniport  Symport Antiport
concentracao (de uma zona de conce~ntragéo ele\./ada Cotrahsport

para uma zona de baixa concentracao), produzindo

energia que é canalizada para o transporte ativo da outra

substancia, que vai contra o gradiente de concentracao.

Ex: transporte de sddio-calcio.




Funcdes da Membrana Plasmatica - Sistemas de secrecao

OO OOy 000000000 80000000000000000 000000000
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Translocation unit

Secretin |units Translocation unit
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ABC trapsporters

ClpB ATPase

ATPase

cytoplasm Rv3871 Rv3868

Typel Typelll TypeV Type lll Type IV Type VI Type VIl

HM: membrana do hospedeiro

OM: membrana externa

IM: membrana interna

MM: micomembrana (Mycobacterium)
OMP: Proteina da membrana externa
MFP: proteina de fusdo a membrana
ATPases e chaperonas= amarelo



Estrutura da parede celular

Colanic acid

Capsule

Outer
membrane

Periplasm
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Peptidoglycan portion

Plasma membrane 4[

Outer protein ring

Inner protein ring

[a) Monetrichous

(b) Lophotrichous

&

{c) Paritrichcus

Flagelos bacterianos

Motilidade da bactéria.

Estrutura complexa

Variam no numero e na posicao de
insercao
Flagelina

Utiliza a forca préton-motriz

(d) Amphitrichous



Flagelos bacterianos - motilidade

4 Permite o deslocamento aleatério - exploracao do ambiente

4 Motilidade em resposta a um estimulo - quimiotaxia

Running mode Tumbling mode




Fimbrias e pili
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Gram negativas

Pilina

Apéndices finos (3 a 10 nm), retos e curtos.
Bastante numerosas (1000 ou mais por célula)
Sitios receptores

Aderéncia / fixacao

Major Tip
Fimbriae Stzgi‘l‘i')‘it adhesin

Flagellum
N

" Host glycolipid

Cell-Surface Appendages of a Bacterial Cell or glycoprotein

" Copyright © 2001 Denniis Kunkel Microscopy, Inc. / Dennis Kunk




Biofilme bacteriano

4. Cellular detachment
Biofilm dispersal:

Detachment signals

Biofilm maturation:
Adhesin down-regulation
Matrix degradation
Quorum-sensing jamming

Initial adhesion:
~ Biosurfactants

“Surface blanketing”
'|' - g

Host factors?b \?
Environmental cues

- -
Biosurfactants ) ; :}‘...;(; Ly
Quorum-sensing jamming T e
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1. Initial adhesion

Estrutura organizada, composta por uma populacao ou comunidade microbiana



Biofilme bacteriano




(4) Scanning electron
micrograph of A. nidulans.

(C) Magnification of A.
nidulans (Scale bar: 20 pm.)

(E) Further magnification of
A. nidulans

(B) Scanning electron micrograph
of A. nidulans coincubated with S.
hygroscopicus. (Scale bar: 200

um.)

(D) Magnification of B. (Scale bar:
20 pm.)

(F) Further magnification of D
showing the close contact
between the filamentous bacteria
and fungal mycelia.

Schroeckh V et al. PNAS 2009;106:14558-14563 I I g ‘ } : ‘!




Aparéncia tipica da linhagem selvagem, contendo a A linhagem curada ndo forma esporangio.
endobactéria. A barra de escala representa 30 mm.

Current Biology 17, 773-777, May 1, 2007 #2007 Elsevier Ltd All rights reserved DOI 10.1016/j.cub.2007.03.039



Crescimento Bacteriano

Concentration
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Questao para ser entregue na préoxima aula

Descreva a estrutura do peptidioglicano (componente da parede celular) e
o modo de acdo da Enzima Lisozima

Porque o dano fisico a membrana citoplasmatica corresponde a um
problema mais sério que o dano a algum outro componente cellular?




