Crescimento e Cultivo de Bactérias CAPITULO

(D
Eu estava extasiado, préximo a um géiser, na Isldndia, maravilhado e com- , :
pletamente absorto pela grandeza ao meu redor. A tinica razio da minha ’
expedigdo ondulava delicadamente na correnteza fugidia que se apre-
sentava diante de mim. Os filamentos longos e ondulantes das bactérias do enxofre pareciam
longos cabelos louros agitados por uma brisa suave. Eles eram magnificos! Finalmente, pude
ver com meus proprios olhos as bactérias a respeito das quais eu vinha lendo hd anos.
Minha excitagdo me dominou, €, apesar do vapor ameacador oriundo da dgua, mergulhei
minha mao. Queria apenas descobrir que sensacdo os filamentos proyvocavam, mas acho que
nunca vou saber. A proximidade da dgua fervente imediatamente queimou minha mio. Mais
tarde, quando tratava minhas bolhas ¢ meu orgulho ferido, refleti sobre este fendOmeno que per-
mite ag bactérias se desenvolverem em um ambiente tdo hostil 2 maior parte das formas de vida
(a mim, inclusive).
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B 2 ) D Como é medido o crescimento bacteriano?
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E Como os fatores fisicos afetam o crescimento
bacteriano?

F Como os fatores bioquimicos afetam o

Nestc capitulo, utilizaremos 0 que aprendemos no Cap. 3 sobre a energia em mi- crescimento bacteriano?

crorganismos para estudarmos como desenvolvé-los em laboratério. O cres-

cimento bacteriano, que tem sido estudado mais cuidadosamente do que © cresci-
mento de outros microrganismos, € afetado por uma variedade de fatores fisicos e )

! nutricionais. Saber como estes fatores influenciam o crescimento & util para cultivar B Quais 530 08 métodos usados para se obter

organismos emn laboratério e também para impedir seu crescimento em lugares in- uma cultura pura de um organismo para

desejaveis. Além disso, cultivar micrébios em culturas puras & essencial para area- estudo em laboratdrio?

lizag@o de testes diagndsticos, que sdo usados na identificagdo de vérios orgamismos |

causadores de doengas.

0 que ocorre durante a esporulagdo, e qual a
sua importancia?

(omo as diferentes necessidades nutricionais
sio supridas por diferentes meios?

(Crescimento e Divisdo Celular

Crescimento Microbiano Definido

Na linguagem cotidiana, 0 crescimento refere-se ao aumento de tamanho. Estamos
acostumados a ver criangas, outros animais e vegetais crescerem. Os 0rganismos uni-
celulares também crescem; porém, l0go que uma célula, chamada célula-mie, te-
[ nha aproximadamente dobrado de tamanho e duplicado seu contetido, ela se divide

em duas células-filhas. Entdo as células-filhas crescem e, subsegiientemente, tam-
bém se dividem. Considerando-se que as células individuais crescem apenas para se
dividir em dois novos individuos, 0 crescimento microbiano é definido ndo em
termos de tamanho celular, mas como o aumento do nimero de células, que ocorre
por divisdo celular.
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> Fig. 6.1 Divisio bindria. (a) Estdgios da divisdo bindria em uma célula bacteriana. (b) TEM colorida de um corte delgado da bactéria
Staphylococcus sofrendo divisdo bindria. (¢) Nucledide de uma célula bacteriana.

Cada centimetro quadrado de pele hospeda, em média,
100.000 organismos. As bactérias se reproduzem tdo
ripido que sua populagdo é restaurada dentro de horas
apos a lavagem.

Divisdo Celular

A divisdo celular nas bactérias, diferentemente daquela nos se-
res eucariontes, geralmente ocorre por divisdo bindria ou s ve-
zes por brotamento. Na divisdo bindria, a célula duplica seus
componentes e se divide em duas outras células (= Fig. 6.1a).
As células-filhas tornam-se independentes quando um sepro (di-
visdo) cresce entre elas, fazendo com que se separem (> Fig.
6.1b). Ao contrdrio das células eucaridticas, as células procarié-
ticas ndo possuem um ciclo de vida com um periodo especifico
para a sintese do DNA, Em vez disso, em células em constante
divisdo, a sintese do DNA também € continua e replica o tinico
cromossomo bacteriano imediatamente antes de a célula se di-
vidir. O cromossomo ¢ ligado & membrana da célula, que cresce
e separa os cromossomos replicados. A replica¢do do cromos-
somo se completa antes da divisdo celular, quando a célula pode
temporariamente conter dois ou mais nucledides. Em algumas
espécies, a separagio incompleta das células produz cadeias li-
neares (bacilos ligados), tétrades (grupos de quatro cocos em
forma de cubo), sarcinas (grupos de oito cocos em pacotes cli-
bicos), ou grupos em forma de cachos de uvas (estafilococos) ws
(> Fig. 4.2). Alguns bacilos sempre formam cadeias ou filamen-
tos; outros os formam apenas em condigdes desfavordveis de
crescimento. Os estreptococos formam cadeias quando crescem
em meios artificiais, mas podem viver em forma de células iso-
ladas ou aos pares quando obtidos de uma lesio que cresce rapi-
damente em um hospedeiro humano infectado.

A divisdo celular nas leveduras e em algumas bactérias ocor-
re por brotamento. Neste processo, uma pequena célula nova
se desenvolve a partir da superficie de uma célula preexistente
e, subsegiientemente, se separa da célula-mie (= Fig. 6.2)

Fases de Crescimento

Considere uma populacdo de organismos introduzida em um
meio fresco e rico em nutrientes, isto €, uma mistura de substin-
cias sobre ou dentro da qual os microrganismos crescem. Estes
organismos mostram quatro principais fases de crescimento: (1)
a fase lag, (2) a fase log (logaritmica), (3) a fase estaciondria e
(4) a fase de declinio ou de morte. Estas fases formam a curva-
padrio de crescimento bacteriano (> Fig. 6.3).

A Fase Lag

Na fase lag, os organismos ndo aumentam significativamente em
niimero, mas sdo metabolicamente ativos: crescem em tamanho,
sintetizam enzimas e incorporam diversas moléculas provenien-
tes do meio. Durante esta fase, os organismos individuais aumen-
tam em tamanho e produzem grandes quantidades de energia na
forma de ATP.

> Fig. 6.2 Brotamento em leveduras.
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> Fig. 6.3 Curva-padrao de crescimento bacteriano.

A duragdo da fase lag €, em parte, determinada pelas carac-
teristicas das espécies bacterianas e, em parte, pelas condi¢des
do meio — tanto o meio do qual 0s organismos provém como
aquele para onde sdo transferidos. Algumas espécies se adap-
tam ao novo meio em uma ou duas horas; outras levam vérios
dias. Os organismos origindrios de culturas antigas, adaptados
a nutrientes escassos e a grande acimulo de dejetos, levam
mais tempo para se ajustarem ao novo meio do que aqueles
transferidos de um meio relativamente fresco ¢ rico em nutri-
entes.

A Fase Log

Uma vez que os organismos se tenham adaptado ao meio, o cres-
cimento da popula¢io ocorrerd em velocidade exponencial ou
logaritmica (log). Quando a escala do eixo vertical é logaritmi-
ca, o crescimento nesta fase log aparece no grafico como uma
linha diagonal reta, que representa o tamanho da populagdo bac-
teriana. (Na escala logaritmica de base 10, cada unidade suces-
siva representa um aumento de 10 vezes o nimero de organis-
mos.) = (Apéndice A) Durante a fase log, os organismos se di-
videm na sua velocidade mais rdpida — um intervalo regular,
geneticamente determinado, chamado tempo de geracdo. A
populagdo de organismos dobra em cada tempo de geragio. Por
exemplo, uma cultura contendo 1.000 organismos por mililitro
com um tempo de geracio de 20 minutos conteria 2.000 orga-
nismos por mililitro apés 20 minutos, 4.000 organismos apés 40
minutos, 8.000 apés uma hora, 64.000 apés duas horas e 512.000
ap0s trés horas. Tal crescimento € chamado de exponencial, ou
logaritmico.

Em condigdes ideais, uma bactéria pode se multiplicar e
originar 2.097.152 novas bactérias num periodo de 7 horas.

O tempo de geragdo para a maioria das bactérias fica entre
20 minutos e 20 horas, e é geralmente menor que uma hora. Al-
gumas bactérias, tais como aquelas causadoras da tuberculose
e da lepra, possuem tempos de geracio bem maiores. Alguns
organismos demoram mais um pouco do que outros para irem
da fase lag para a fase log, e nem todos se dividem precisamente
juntos. Se todos se dividissem juntos e se o tempo de geragio
fosse de exatamente 20 minutos, o nimero de células em uma
cultura aumentaria como os degraus de uma escada, dobrando
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exatamente a cada 20 minutos — uma situacéo hipotética cha-
mada crescimento sincrénico. Em uma cultura real, cada cé-
lula se divide em algum momento durante o tempo de geragdo
de 20 minutos, com cerca de 1/20 das células se dividindo a
cada minuto — uma situagdo natural chamada crescimento
ndo-sincrénico. O crescimento ndo-sincrdnico aparece como
uma linha reta, e ndo como degraus, em um gréfico logaritmico
(> Fig. 6.4).

Os organismos dentro de um tubo de meio de cultura podem
manter o crescimento logarftmico apenas por um limitado perio-
do de tempo. A medida que o niimero de organismos cresce, 0s
nutrientes sdao consumidos, os residuos metabdlicos sdo acumu-
lados, o espago pode se tornar limitado e os organismos aerébi-
0s sofrem de falta de oxigénio. O fator limite para o crescimento
logaritmico parece ser a velocidade na qual a energia pode ser
produzida na forma de ATP. A medida que a disponibilidade de
nutrientes diminui, as células se tornam menos capazes de gerar
ATP e sua taxa de crescimento se reduz. A redugdo da taxa de
crescimento ¢ mostrada na > Fig. 6.3 por um decréscimo gra-
dual na curva de crescimento (o segmento curvo a direita da fase
log).

O nivelamento do crescimento € seguido pela fase estaci-
ondria, a ndo ser que um meio fresco seja adicionado ou que
os organismos sejam transferidos para um novo meio. O cres-
cimento logaritmico pode ser mantido através de um disposi-
tivo bastante semelhante a um termostato, chamado quimi-
ostato (> Fig. 6.5). O quimiostato possui uma camara de
crescimento e um reservatorio do qual meio fresco € continu-
amente adicionado & cdmara de crescimento, & medida que o
meio antigo € retirado. Alternativamente, 0s organismos per-
tencentes a uma cultura em fase estaciondria podem ser trans-
feridos para um meio fresco. Apds uma breve fase lag, tais
organismos retornam rapidamente a fase log de crescimento.

Q

Numero
de
bactérias

1 2 3 4 5
Geragoes

> Fig. 6.4 Crescimento ndo-sincronico. Curva de crescimento de uma
populagdo em crescimento exponencial, plotada logaritmicamente (linha
tracejada) e aritmeticamente (linha continua).
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> Fig. 6.5 Micrdbios crescendo em um quimiostato. Um quimiostato
renova constantemente os nutrientes em uma cultura, tornando possivel
que Os Organismos Cres¢aim continuamente na fase log.

A Fase Estacionéria

Quando a diviso celular decresce a um ponto em que novas
células sdo produzidas com a mesma velocidade com que as
células antigas morrem, 0 nimero de células vivas permancce
constante. A cultura est4, entdo, na fase estaciondria, represen-
tada por uma linha horizontal reta na = Fig. 6.3. O meio contém
uma quantidade limitada de nutrientes e pode conter residuos
téxicos. Além disso, o suprimento de oxigénio pode se tornar
inadequado para os organismos aerébicos, e podem ocorrer
mudangas prejudiciais de pH.

A Fase de Declinio (Morte)

A medida que as condigdes do meio vao s¢ tornando cada vez
menos favordveis para a divisdo celular, muitas células perdem
a capacidade de se dividir e morrem. Nesta fase de declinio,
ou fase de morte, o nimero de células vivas decresce em ve-
locidade logaritmica, como indicado pela linha reta diagonal
em declive na = Fig. 6.3. Durante a fase de declinio, muitas
células sofrem involugdo, isto €, assumem uma variedade de
formas incomuns, o que as torna dificeis de serem identifica-
das. Em culturas de organismos formadores de esporos, sobre-
vivem mais esporos do que células vegetativas (metabolicamen-
te ativas). A duragdo desta fase ¢ altamente variavel, tal como
a duragdo da fase de crescimento logaritmico. Ambas depen-
dem principalmente das caracteristicas genéticas do organis-
mo. Culturas de algumas bactérias passam por todas as fases
de crescimento e morrem em alguns dias, ao passo que outras
abrigardo alguns poucos organismos vivos apds meses oOu mes-
mo anos.

Crescimento em Coldnias

As fases de crescimento sio exibidas de diferentes maneiras nas
colBnias que crescem em meio sélido. Normalmente, uma célula
se divide exponencialmente, formando uma pequena colonia —
todos os descendentes da célula original. A coldnia cresce rapida-
mente em suas extremidades; as células que estdo perto do centro
crescem mais lentamente, ou comegam a morrer, por terem me-
nores quantidades de nutrientes disponiveis € por estarem expos-
tas 2 mais produtos t6xicos residuais. Em uma coldnia, todas as
fases da curva de crescimento ocorrem simultaneamente.

Medida do Crescimento Bacteriano

O crescimento bacteriano é medido através da estimativa do
ntmero de células que foram geradas por divisdo bindria duran-
te uma fase de crescimento. Esta medida ¢ expressa como o ni-

mero de organismos vidveis (vivos) por mililitro de cultura. Exis-
tern vérios métodos de medicdo do crescimento bacteriano.

Diluicao em Série € Contagem-Padréo em Placas

Umn método para se medir o crescimento bacteriano € a conla-
gem-padrdo em placas. Esta técnica baseia-se no fato de que, em
condigdes adequadas, uma bactéria viva isolada se dividird e
formaré uma coldnia visivel em uma placa de dgar. Uma placa
de dgar é um meio nutritivo solidificado com agar, um polissa-
caridio complexo extraido de determinadas algas marinhas. Por
ser dificil se contar mais do que 300 coldnias em uma placa de
4gar, é geralmente necessario diluir a cultura bacteriana eriginal
antes de se plaquear (transferir) um volume conhecido de cultu-
ra para a placa sélida. A diluigdo em série cumpre este objetivo.

Para se fazer diluices em série (= Fig. 6.6), comega-se com
organismos em meio liquido. Acrescentando-se 1 ml deste meio a
9 ml de dgua estéril, cria-se uma diluigdo de 1:10; acrescentando-se
1 ml da diluigdo de 1:10 a9 ml de 4gua estéril, cria-se uma diluigao
de 1:100; e assim por diante. O nimero de bactérias por mililitro de
fluido & reduzido em 9/10 a cada diluigdo. As dilui¢Bes subseqiien-
tes sdo realizadas em proporgoes de 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000,
1:1.000.000 ou até mesmo 1:10.000.000, caso a cultura original
contenha um nimero extremamente grande de organismos.

De cada diluigio, comegando geralmente com 1:100, 1 ml da
cultura ¢ transferido para a placa de dgar. (Um mililitro da dilui-
¢do de 1:10, quando transferido para uma placa de Petri, contém
normalmente organismos demais para produzir coldnias
contdveis.) A transferéncia pode ser feita tanto através do método
de pour plate como pelo método de espalhamento em placa (=
Fig.6.7). Umpour plate ¢ preparado adicionando-se inicialmente
1.0 ml de uma cultura diluida, obtida de uma diluigdo em série, a

/

cc-wr"’f a
"Qingy

50.000 9 mildeagua 9mldedgua 9 mide agua 9 mi de agua
bactérias/ml

(aproxima- diluigao diluigao diluigdo diluigéo
damente) de 1:10 de 1:100 de 1:1.000 de 1:10.000
5.000 500 50
bactérias/ml bactérias/ml bactérias/ml bactérias/ml

> Fig. 6.6 Dilui¢iio em série. Retira-se 1 ml de uma cultura em caldo
e acrescentam-se 9 ml de dgua estéril, de modo a diluir a cultura por um
fator 10. Este procedimento é repetido, até que a concentragao desejada
seja alcangada.
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METODO DO 4
ESPALHAMENTO |
____ EmPLaca | M

Coldnias bacterianas aparecem
apenas na superficie.

Verter 0,1 ml na superficie de agar
jd solidificado; entdo espalhar
com uma alga de vidro.

METODO
POUR PLATE

Diluigao de 1:10.000 de
cultura bacteriana
em caldo

1 ml de diluigéo é
adicionado
ao agar fundido

Algumas coldnias aparecem
na superficie; muitas outras

Misturar bastante e verter o estdo sob ela.

tubo de agar por inteirc na
placa de Petri vazia. Esfriar,
para que solidifique, e incubar.

(a)

Repetir trés vezes os passos anteriores.
Apo6s a incubacéo, contar as colénias em cada placa.

81 coldnias

83 colbnias

(b)

78 colénias

= Fig. 6.7 Calcilo do mimero de bactérias por mililitro de cultura utilizando-se a dilui¢do em série. (a) Um mililitro de uma diluigdo de
1:10.000 ¢ misturado a 9 ml de dgar fundido, que deve estar quente o suficiente para permanecer em estado liquido, mas nio para matar os
microrganismos que estdo sendo misturados a ele. Apés bem misturado, o dgar aquecido € rapidamente vertido em uma placa de Petri vazia e
estéril (pelo método pour plate). Seguem-se o resfriamento, a solidificagdo e a incubagdo. Alternativamente, 0,1 ml de uma diluigdo de 1:10.000
é vertido em uma superficie de dgar jd solidificado e entdo espalhado com uma alga de vidro (pelo método do espalhamento em placa). Em
seguida, € incubado. (b) As coldnias que se desenvolvem sdo contadas. Uma tinica medig¢do ndo é muito confidvel, de modo que o procedimento
é repetido pelo menos trés vezes, e calcula-se a média dos resultados. O niimero médio de col6nias ¢ multiplicado pelo fator de diluigdo, para se
determinar o nimero total de organismos por mililitro da cultura original.

9 ml de dgar nutriente fundido. Apés ter-se misturado o meio, este € espalhada homogeneamente na superficie do meio com o auxi-

€ derramado sobre uma placa de Petri vazia. Ap6s o meio de dgar
esfriar, solidificar-se e ser incubado, as coldnias irdo se desenvol-
ver tanto dentro do meio quanto em sua superficie. As células
suspensas no dgar fundido durante a prepara¢do podem estar da-
nificadas pelo calor e, assim, ndo formardo coldnias. Aquelas que
crescem dentro do dgar formardo coldnias menores do que aque-
las que crescem na superficie. O método do espalhamento em
placa elimina tais problemas, pois todas as células permanecem
na superficie do meio sélido. A amostra diluida € inicialmente
colocada no centro de um meio de dgar sé6lido e esfriado. Depois,

lio de uma alga de vidro (alga de Drigalsky) estéril. Apés a incu-
bagdo, as colonias se desenvolvem na superficie do agar.

Em qualquer lugar onde uma bactéria viva isolada for depo-
sitada em uma placa de dgar, ela se dividira e formard uma col6-
nia. Cada bactéria representa uma unidade formadora de cold-
nias (UFC). Uma ou mais placas deverdo apresentar um nime-
ro pequeno de coldnias, o suficiente para que cada uma seja cla-
ramente distinta e possa ser contada. Se as dilui¢des forem fei-
tas de maneira correta, o resultado serdo placas com um nime-
ro contavel de coldnias (de 30 a 300 por placa).
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Para se contar o nimero real de coldnias presentes, deve-se co-
locar a placa sob a lente de aumento de um contador de colonias
(= Fig. 6.8), e as colonias existentes na placa inieira serdo conta-
das. Para se determinar o nimero de unidades formadoras de col6-
nias na cultura original, deve-se multiplicar o mimero de coldnias
encontradas na placa pelo fator de dilui¢do; se este for uma fragao,
deve-se usar o denominador. Um fator de diluicdo de 1.000 seria
expresso por 1:1.000 ou 1/1.000, e um fator de diluigdo de 10.000
seria expresso por 1:10.000.0 cdleulo tipico de uma contagem média
de colonias de 81 bactérias que foram produzidas plagueando-se uma
diluido de 1/100.000 (fator de diluigao = 100.000) seria o seguinte:

81 X 100.000 = 8.100.000, ou 8,1 X 10° UFC/ml

A precisdo do método da dilui¢fio em série ¢ do método de
contagem em placa depende da dispersdo homogénea dos orga-
nismos em cada diluigdo. Os erros podem ser minimizados agi-
tando-se cada cultura antes de se tirar a amostra € fazendo-se
diversas placas para cada dilui¢do. A precisdo também € afetada
pela morte das células. Considerando-se que o nimero de cold-
nias contadas representa 0 niimero de organismos vivos, a con-
tagem ndo inclui aqueles que possam iet morrido durante o pla-
queamento; também nao inclui os organismos que ndo podem
crescer no meio escolhido. O uso de culturas jovens na fase log
de crescimento diminui este tipo de erro.

Contagem Microscopica Direta

O crescimento bacteriano pode ser medido pela contagem micros-
copica direta. Neste método, um volume conhecido de meio &
colocado em uma ldmina de vidro especial, calibrada, contendo
uma grade de contagem chamada cdmara de contagem de Petroff-
Hausser (> Fig. 6.9). Uma SuUspensao bacteriana é introduzida na
cimara com uma pipeta calibrada. Depois de as bactérias se te-
rem assentado e de as correntes liquidas terem ficado mais lentas,
o8 microrganismos sio contados em 4reas calibradas especificas.
Seu niimero por unidade de volume da suspensiio original € cal-
culado usando-se uma férmula apropriada. O niimero de bactéri-
as por mililitro de meio pode ser determinado com um grau razo-
4vel de precisdo. A precisdo da contagem microscopica direta
depende da presenga de mais de 10 milhdes de bactérias por mili-
litro de cultura. Isto ocorre porque as camaras de contagem sdo
projetadas de modo a permitir contagens precisas apenas quando
um grande nimero de células se faz presente. Uma contagem pre-
cisa também requer que as bactérias estejam homogeneamente
distribuidas por toda a cultura. Esta técnica possui a desvantagem
de, em geral, ndo distinguir entre células vivas e mortas.

Nimero Mais Provével

Quando as amostras contém muito poucos Organismos para pro-
piciar contagens confidveis do tamanho da populagdo através do
método de contagem-padrdo, como no caso de estudos de dgua
e alimentos, ou quando 0 Organismos ndo crescem em dgar,
utiliza-se 0 método do nimero mais provivel (NMP). Com este
método, o técnico observa a amostra, calcula o nimero de célu-
las e realiza uma série de diluigdes progressivamente maiores.
A medida que o fator de diluigao aumenta, serd alcancado um
ponto no qual alguns tubos irdo conter um dnico organismo, e
outros, nenhum. Um teste de NMP tipico € realizado em trés
baterias de cinco tubos, cada bateria correspondendo a um volu-  mero de organismos na cultura original ¢ estimado a partir de
me (10, 1 e 0,1 ml) de uma dada diluigdo (> Fig. 6.10). Aqueles uma tabela de niimeros mais proviveis. Os valores na tabela, que
que contém organismos mostrariio crescimento pela produgdo de  sio baseados em probabilidades estatisticas, especificam que ©
bolhas de gés e/ou tornando-se turvos quando incubados. O nu- ntmero de organismos na cultura original possui 95% de chan-

= Fig. 6.8 Contagem de colénias. (a) Com o uso de um contador de
colénias bacterianas. (b) Colénias bacterianas vistas através da lente de
aumento contra uma grade de contagem de colonias. A placa foi
produzida pelo método pour plate. Quantas coldnias diferentes podem-
se identificar nesta placa? (c) Qual destas placas seria a correta para se
contar? Por qué?
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Laminula

As células bacterianas sdo
contadas nos quadrados
da grade.

Lamina com cavidades rasas e
grade quadriculada inscrita

=

Laminula
]

/

v

A suspensao bacteriana é
colocada em uma lamina
e penetra sob a laminula.
A suspensdo preenche o
espaco raso do volume
conhecido sobre a grade.

= Fig. 6.9 Camara de contagem de Petroff-Hausser. E conhecido o volume de suspensdo que preenche o estreito espago entre o quadriculado
de fundo e a laminula de protegio, logo o niimero de bactérias por unidade de volume pode ser calculado.
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> Fig. 6.10 Teste do niimero mais provivel (NMP). Os tubos nos
quais bolhas de gés sdo visiveis (marcados com +) contém organismos.

ces de cair dentro de uma faixa especifica. A tabela completa de
NMP € apresentada no Apéndice A. Quanto maior a quantidade
de tubos que mostram crescimento, especialmente em dilui¢des
maiores, mais organismos estavam presentes na amostra.

Filtracéo

Um outro método para se estimar o tamanho de populages bac-
terianas pequenas ¢ a filtrac@o. Um volume conhecido de dgua
ou ar € passado através de um filtro dotado de poros muito pe-
quenos para permitir a passagem de bactérias. Quando o filtro é
colocado em meio sdlido, cada colénia que cresce representa
originalmente um organismo. Assim, o nimero de organismos
por litro de dgua ou de ar pode ser calculado. (A = Fig. 25.18
mostra o processo de filtrag@o e as coldnias que cresceram no
dgar a partir do filtro.)

Outros Métodos

Existem vérios outros métodos de monitoramento do crescimento
bacteriano. Eles incluem a simples observagio com ou sem ins-
trumentos especiais, a medigdo de produtos metabdlicos por
detecgido de gds ou produgio de dcidos e a determinagdo do peso
seco de células.

A turbidez (aspecto turvo) em um tubo de cultura indica a
presenga de organismos (> Fig. 6.11). Estimativas suficientemente
precisas do crescimento podem ser obtidas medindo-se a turbidez
através de recursos fotoelétricos, como por exemplo o colorime-
tro ou o espectrofotémetro (> Fig. 6.12). Este método ¢ particu-
larmente 1itil no monitoramento da taxa de crescimento sem que
se interrompa a cultura. Amostras com densidades celulares altas,
entretanto, devem ser diluidas, para assegurar leituras mais exa-
tas. As medidas do crescimento bacteriano baseadas na turbidez
estdo também sujeitas a erro quando as culturas contém menos de
1 milh&o de células por mililitro. Tais culturas podem exibir pou-
ca ou nenhuma turvagio, mesmo quando o crescimento estd ocor-
rendo. Por outro lado, a turvacdo pode ser produzida por uma gran-
de concentragdo de células mortas presentes na cultura.

A medida dos produtos metabélicos de uma populagido pode
ser utilizada para se estimar indiretamente o crescimento bacteri-
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~ Fig. 6.11 Turbidez. A turbidez, ou aparéncia turva, é um indicador
do crescimento bacteriano na urina contida no tubo & esquerda.

ano. A velocidade na qual os produtos metabolicos, 1ais como gases
e/ou 4cidos, sio formados por uma cultura reflete aquantidade de
bactérias presentes. A produgdo de gds pode ser detectada (em vez
de medida) captando-se os gases em pequenos tubos invertidos
colocados dentro de tubos maiores de meio liquido contendo bac-
térias. A produgdo de dcidos pode ser detectada através da incor-
poragio de indicadores de pH — substincias quimicas que mu-
dam de cor de acordo com as mudangas do pH — em um meio
liquido contendo bactérias metabolicamente ativas.

A velocidade na qual um substrato como a glicose ou 0 oxigénio
& consumido também reflete a quantidade de bactérias. Um método
para se estimar grandes quantidades de bactérias €, por exemplo, o
teste de redugdo do corante, que mede, direta ou indiretamente, 0
consumo de oxigénio. Neste teste, um corante como 0 azul de
metileno é incorporado a um meio contendo leite. As bactérias ino-
culadas no meio utilizam o oxigénio 4 medida que metabolizam 0

~ Fig. 6.12 Espectrofotometro. Este instrumento pode ser utilizado p:

leite. O azul de metileno € azul na presenca de oxigénio e torna-se
incolor na sua auséncia. Assim, quanto mais ripido o meio perde a
cor, mais répido o oxigénio estd sendo consumido, e pressupde-se
que mais bactérias estejam presentes. A velocidade na qual o corante
¢ descorado (redugiio do corante) € uma abordagem altamente en-
ganosa; ndo é uma medida precisa da quantidade de bactérias.

Finalmente, o nimero de células em uma cultura pode ser de-
terminado pelas medidas de peso seco. Para se calcular o peso seco
das células, elas devem ser separadas do meio através de recursos
fisicos como a filtragdo ou a centrifugagdo. As células sdo entdo
secas ¢ a massa resultante é pesada.

e e

/ Quais sdo as diferengas entre a fase lag e a fase log de uma curva
de crescimento bacteriano?

/ De que maneira a taxa Jogaritmica de crescimento difere da taxa
aritmética de crescimento? Que tipo de taxa de crescimento €
exemplificado pela seqiiéncia 1, 2,4, 8, 16, 32 células?

/ Se uma cultura em caldo contendo inicialmente 37.000 bactérias/
ml for diluida a 1:1.000, quantas bactérias/ml da cultura em caldo
diluido estardo presentes, em média?

/ Por que uma contagem microscopica direta de bactérias usando a
camara de Petroff-Hausser niio fornece uma contagem vidvel?
Como este método difere dos métodos de espalhamento em placa
e pour plate?

Fatores Que Afetam o Crescimento
Bacteriano

Os microrganismos sao encontrados praticamente em quase to-
dos os ambientes da terra, inclusive em meios nos quais nenhu-
ma outra forma de vida pode sobreviver. Os micrébios podem

1.;11‘,....‘-'-_-‘-"”" “ A
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ara se medir o crescimento bacteriano pela determinagio do grau de

transmissio de luz através da cultura. Amostras de culturas contidas em tubos especiais opticamente transparentes sdo colocadas dentro do
espectrofotdmetro (dentro de um suporte 2 direita do aparelho) e sdo medidas em relagdo aos padrdes.




viver em um grande nimero de ambientes, pois sdo pequenos
e facilmente dispersdveis, ocupam pouco espago, necessitam
apenas de pequenas quantidades de nutrientes e sdo diversifi-
cados quanto as suas necessidades nutricionais. Eles também
possuem grande capacidade de adaptagio s mudangas ambi-
entais. Para praticamente qualquer substincia, hd algum micro-
bio que pode metabolizd-la como nutriente; para praticamente
qualquer mudanga ambiental, hd algum micrébio que pode
sobreviver.

Noés, como mamiferos que possuem sangue quente, que res-
piram o ar e que vivem em terra, tendemos a nos esquecer de que
72% da superficie do nosso planeta sio formados por dgua, que
909% desta dgua é salgada e que os ambientes que contém orga-
nismos vivos possuem temperatura média de 5°C. Ao contrdrio
dos seres humanos, os microrganismos vivem a maior parte do
tempo na 4gua, e muitos se adaptam a temperaturas acima ou
abaixo daquelas consideradas Gtimas. Os organismos de interesse
particular nas ciéncias da saide representam apenas uma fragdo
de todos os microrganismos — aqueles que se adaptaram as con-
digdes encontradas no corpo humano.

Diferentes espécies de microrganismos podem crescer em uma
ampla gama de ambientes — desde as condigdes altamente dci-
das até aquelas um tanto alcalinas, do gelo da Antdrtida as fon-
tes termais, em fontes de dguas puras ou em pantanos salgados,
em oceanos com ou sem oxigénio e até mesmo sob grande pres-
sdo e em fendas de vapor fervente no fundo do oceano. Os mi-
crorganismos usam uma variedade de substdncias para obter
energia, € alguns requerem nutrientes especiais.

As espécies de organismos encontradas em um dado ambi-
ente e as velocidades nas quais elas crescem podem ser influen-
ciadas por uma série de fatores, tanto fisicos como bioquimicos.
Os fatores fisicos incluem o pH, a temperatura, a concentragio
de oxigénio, a umidade, a pressdo hidrostdtica, a pressdo osmo-
tica e a radiacdo. Os fatores nutricionais (bioguimicos) inclu-
em a disponibilidade de carbono, nitrogénio, enxofre e fésforo,
os oligoelementos e, em alguns casos, as vitaminas.

Estima-se em 10.034 trilhdes de toneladas o peso total do
nimero de bactérias que vivem no solo e no subsolo.

Fatores Fisicos

Lembre-se de que a acidez ou alcalinidade de um meio € expressa
em termos de pH. == (Cap. 2) Apesar de a escala de pH ser agora
amplamente utilizada na quimica, ela foi inventada pelo quimico
dinamarqués Sgren Sgrenson para definir os limites do crescimento
de microrganismos em vérios meios. Os microrganismos possu-
em um pH étimo — o pH no qual eles crescem melhor. O pH
6timo para os microrganismos estd geralmente préximo da neu-
tralidade (pH 7). A maioria dos micrébios ndo cresce em um pH
com uma unidade acima ou abaixo de seu pH 6timo.

De acordo com sua tolerdncia a acidez ou & alcalinidade, as
bactérias sdo classificadas em:

e acidofilas,

e neutrofilas ou

e alcalofilas.

No entanto, espécie alguma consegue tolerar por comple-
to a faixa inteira de pH de qualquer uma destas categorias, e
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muitas delas toleram uma faixa que se sobrepde a duas cate-
gorias. As aciddfilas, ou seja, organismos que tém afinidade
por meios dcidos, desenvolvem-se melhor em valores de pH
de 0,1 a 5,4. O Lactobacillus, que produz 4cido litico, € um
acidéfilo, mas suporta apenas uma acidez moderada. Algu-
mas bactérias que oxidam o enxofre a dcido sulfirico, entre-
tanto, podem gerar e tolerar condigdes tdo baixas quanto o pH
de 1. As neutréfilas vivem entre valores de pH de 5.4 a 8,5.
A maioria das bactérias que causam doengas nos seres huma-
nos pertence ao grupo das neutréfilas. As alcaldfilas, ou bac-
térias que gostam de ambientes alcalinos, vivem em valores
de pH entre 7 e 11,5. O Vibrio cholerae, o agente causador
da doenga chamada célera asidtico, cresce melhor em pH em
torno de 9. O Alcaligenes faecalis, que as vezes infecta os se-
res humanos j4 enfraquecidos por outra doenga, pode criar e
tolerar condigBes alcalinas de pH de 9 ou ainda maiores. A
bactéria do solo Agrobacterium cresce em solo alcalino de pH
de 12.

Os efeitos do pH sobre os organismos podem estar em parte
relacionados 4 concentraciio de dcidos orgdnicos no meio e a pro-
tegdo que as paredes celulares bacterianas s vezes proporcio-
nam. O Lactobacillus e outros organismos que produzem écidos
orginicos durante a fermentagdo inibem seu préprio crescimen-
to quando 4cidos como o l4tico e o pirivico se acumulam no
meio. Parece que os proprios dcidos, e ndo os fons de hidrogé-
nio, inibem o crescimento. As mudangas de pH podem levar &
desnaturagio de enzimas e de outras proteinas e interferir com o
bombeamento de fons na membrana celular. Qutros organismos
possuem paredes celulares relativamente impermedveis, o que
impede que a membrana celular seja exposta a um pH extremo
no meio. Estes organismos parecem tolerar a acidez ou a alcali-
nidade dos ambientes, pelo fato de a célula ser mantida em pH
proximo da neutralidade.

Muitas bactérias, freqiientemente, produzem quantidades su-
ficientes de dcidos como subprodutos metabdlicos que eventu-
almente interferem em seu préprio crescimento. Para evitar tal
situagdo no cultivo de bactérias em laboratério, sdo incorpora-
dos tampdes ao meio de cultura, de modo a manter niveis ade-
quados de pH. Para este propésito, sais de fosfato sdo fregiiente-
mente utilizados.

Temperatura

A maioria das espécies bacterianas pode se desenvolver em
uma faixa de temperatura superior a 30°C, mas as temperatu-
ras mdxima e minima variam consideravelmente entre as di-
ferentes espécies. A dgua do mar permanece liquida abaixo
de 0°C, e os organismos que ld vivem conseguem tolerar tem-
peraturas negativas. De acordo com suas faixas de tempera-
tura de crescimento, as bactérias podem ser classificadas como
organismos:

e psicrofilos,
e mesdfilos ou
e termofilos.

No entanto, a maioria das bactérias néo tolera completamente
todo o intervalo de temperatura de uma dada categoria, e algu-
mas toleram um intervalo que se sobrepde as outras categori-
as. Dentro destes grupos, as bactérias sdo também classifica-
das em obrigatérias e facultativas. O termo obrigatéria signi-
fica que o organismo necessita de condi¢do ambiental especi-
fica. Facultativa significa que o organismo ¢ capaz de se ajustar
e tolerar a condigdo ambiental, mas pode também viver em
outras condigdes.
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Em Toda a Parte

As bactérias podem habitar eficazmente qualquer local
adequado 2 existéncia de vida — nosso intestino
ecologicamente complexo, as geleiras congeladas da
Antértida e sob pressdes barométricas exiremas € €m
temperaturas como aquelas encontradas nas fendas do
fundo dos oceanos. Em temperaturas superiores a 160°F,
toda a vida na terra é bacteriana. A bactéria Termophila
acidophilum desenvolve-se 3 temperatura de 140°F, em pH
1 ou 2. Este organismo, encontrado na superficie do carvio
em chamas e em fontes termas, “congela” até morrer a
100°F. Recentemente, comunidades microbianas foram
encontradas vivas 3.000 pés abaixo da superficie terrestre,
10 basalto do rio Colimbia. Tais bactérias sdo anaerdbias e
conseguem energia a partir da reagdo do hidrogénio
produzido entre 08 minerais no basalto e as dguas
subterrineas infiltradas entre as pedras. A caracterizagdo
das bactérias que vivem em ambientes extremos
proporciona uma percepgao sobre a diversidade de
estratégias de vida, assim como sobre as oportunidades de
se produzir ¢ usar moléculas biolégicas com habilidades
singulares.

Os psicrdfilos, ou organismos que gostam do frio, crescem
melhor a temperaturas de 15 a 20°C, apesar de alguns viverem
bem a 0°C. Eles se subdividem em psicréfilos obrigatérios,
como o Bacillus globisporus, que nao cresce a temperaturas aci-
ma de 20°C, e psicréfilos facultativos, como a Xanthomonas
pharmicola, que se desenvolve melhor a temperaturas abaixo de
20°C, mas que também cresce acima desta temperatura. Os psi-
créfilos vivem principalmente em dguas € solos frios. Nenhum
deles sobrevive no corpo humano, mas alguns sdo conhecidos
por causarem deterioragiio em alimentos refrigerados.

Os mes6filos, entre 0s quais se inclui a maioria das bactérias, sdo
organismos que Crescer melhor a temperaturas entre 25 e 40°C.
Os patdgenos humanos estdo inclufdos nesta categoria e, em sua
maioria, crescem melhor 2 uma temperatura proxima a do corpo hu-
mano (37°C). Os organismos termodiiricos vivem geralmente como
os mesdfilos, mas conseguem resistir a curtos periodos de exposi-
¢do a altas temperaturas. O aguecimento inadequado durante 0s
processos de enlatamento e pasteurizagdo pode manter vivos tais
organismos, com a consegiiente deterioracdo dos alimentos.

Os termofilos, ou organismos que gostam do calor, desenvol-
vem-se melhor a temperaturas de 50 2 60°C. Muitas destas bactéri-
as sio encontradas em pilhas de adubo, ¢ algumas toleram tempera-
turas de 110°C em fontes termais ferventes. Elas podem ainda ser
classificadas como terméfilas obrigatérias, que se desenvolvem
apenas a temperaturas acima de 37°C, ou terméfilas facultativas,
que se desenvolvem tanto acima quanto abaixo de 37°C. O Bacillus
stearothermophilus, que geralmente é considerado um termdfilo
obrigatério, cresce em seu ritmo méximo a 65-75°C, mas pode apre-
sentar crescimento pequeno e causar a deterioragio de alimentos a
temperaturas nao tfo altas, como, p- €X., 30°C. As bactérias termo-
filicas do enxofre apresentam zonas de temperaturas 4timas de cres-
cimento nas fendas de vazio dos géiseres (= Fig. 6.13). Diferentes
espécies sio coletadas em locais distintos ao longo do canal. As
espécies mais tolerantes a0 calor encontram-se proximas ao géiser,
e aquelas menos tolerantes estiio distribuidas em regides onde a dgua
tenha esfriado até sua temperatura 6tima. Em canais profundos, as
espécies mais tolerantes ao calor sio encontradas nas maiores pro-
fundidades, e as menos tolerantes, proximas a superficie, onde a

> Fig. 6.13 Terméfilos. Fontes termais de um géiser, deserto de Black
Rock, Nevada. Apesar da temperatura proxima a da fervura, as bactérias
termofilicas do enxofre conseguem Viver € crescer nas correntes
formadas por estes géiseres.

agua tenha esfriado. Em condiges de laboratério que utilizam alta
pressdo para aumentar a temperatura da dgua acima de 100°C, as
arqueobactérias provenientes das fendas das profundezas marinhas
cresceram a 115°C (238°F). (O Cap. 9 fornece mais informagdes
sobre estes extraordindrios Organismos.)

A faixa de temperatura na qual um organismo se desenvolve
é amplamente determinada pelas temperaturas nas quais suas en-
zimas atuam. Dentro desta faixa, podem ser identificadas trés
temperaturas criticas:

1. A temperatura minima de crescimento, que é a menor tem-
peratura em que as células se dividem;

2. A temperatura mdxima de crescimento, que € a tempera-
tura mais alta em que as c€lulas se dividem;

3. A temperatura dtima de crescimento, que é a temperatura
em que as células se dividem mais rapidamente, isto €,
possuem O tempo de geragdo mais curto.

Bactérias isoladas de montes sulffdicos submarinos
superaquecidos devem ser crescidas em laboratorio a 480°F
ea265 ATM.

Sem levarmos em consideragdo o tipo de bactéria, o cresci-
mento aumenta gradualmente da temperatura minima para a tem-
peratura Gtima ¢ cai rapidamente da temperatura 6tima para a
maxima. Além disso, a temperatura 6tima estd freqiientemente
bem préxima da temperatura maxima (> Fig. 6.14). Estas pro-
priedades do crescimento s30 devidas a mudangas na atividade
enzimdtica. = (Cap. 5) A atividade enzimdtica geralmente se
duplica a cada aumento de 10°C na temperatura, até que a alta
temperatura comece a desnaturar todas as proteinas, inclusive as
enzimas. Este rapido declinio na atividade enzimdtica, a uma
temperatura apenas ligeiramente superior a temperatura 6tima,
ocorre quando as moléculas da enzima se tornam tdo alteradas
pela desnaturagdo que ndo conseguem mais catalisar as reagoes.

A temperatura é importante n3o apenas para proporcionar con-
diges ao crescimento bacteriano, mas também para evitd-lo. A
refrigeragdo de alimentos, feita geralmente a 4°C, reduz o cres-
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= Fig. 6.14 Taxas de crescimento de bactérias psicréfilas, mesofilas e
quais estes organismos

cimento dos psicréfilos e impede o crescimento da maioria das
demais bactérias. Entretanto, os alimentos e outros materiais,
como o sangue, podem permitir o crescimento de bactérias mes-
mo quando refrigerados. Por esta razao, se precisarem ser guar-
dados por muito tempo, os materiais que podem suportar o con-
gelamento sdo armazenados a temperaturas de —30°C. Altas
temperaturas também podem impedir 0 crescimento bacteriano
(Cap. 12). Os equipamentos de laboratério e os meios de cultura
sdo geralmente esterilizados através do calor, e os alimentos $do
fregiientemente preservados mediante o aquecimento € armaze-
namento em recipientes fechados. As bactérias estdo mais aptas
a sobreviver em extremos de frio do que em extremos de calor;
as enzimas ndo sdo desnaturadas pelo resfriamento, mas podem
ser permanentemente desnaturadas pelo calor.

Oxigénio
As bactérias, especialmente as heterotréficas, podem ser divididas
em aerdbias, que necessitam de oxigénio para se desenvolver, e
anaerdbias, que ndo o requerem. = (Cap. 5) Entre as aerdbias, as
culturas de células que se dividem rapidamente necessitam mais de
oxigénio do que aquelas de divisio lenta. As aerdbias obrigatéri-
as, como a Pseudomonas, que é uma causa comum de infecgGes
hospitalares, necessitam de oxigénio livre para a respiragéo aerdbia,
ao passo que as anaerdébias obrigatérias, como o Bacteroides,
morrem na presenga do oxigénio. Em um tubo de cultura contendo
caldo nutritivo, as bactérias acrébias obrigatérias crescem proximo
3 superficie, onde o oxigénio atmosférico se difunde para o meio;
as anaerdbias obrigatdrias desenvolvem-se préximo ao fundo do
tubo, onde pouco ou nenhum oxigénio livre as alcanga (= Fig. 6.15).

Em relagdio aos aerobios, o oxigénio € freqiientemente o fa-
tor ambiental que limita sua taxa de crescimento. O oxigénio ¢
pouco soldvel em dgua e, por isso, &s vezes emprega-se uma série
de métodos para manter uma alta concentragio de O, nas cultu-
ras. Um destes métodos é a agitagdo vigorosa, ou aeragio, for-
cada através do borbulhamento de ar na cultura, como é feitoem
um aquério de peixes. Este procedimento ¢ especialmente im-
portante em processos comerciais como a produgdo de antibi6-
ticos € no tratamento de esgotos.

Entre os extremos das bactérias aerbias obrigatorias e das bacté-
rias anaerébias obrigatérias estdo as microaerdfilas, as anaerobias

termofilas. Observe a superposigdo dos intervalos de temperatura nos

podem sobreviver. As taxas de crescimento sao bem mais baixas nas extremidades dos intervalos.

facultativas ¢ as anaerdbias aerotolerantes. As microaerdfilas
desenvolvem-se melhor na presenga de uma pequena quantidade de
oxigénio livre. Em uma cultura em tubo, elas crescem abaixo da
superficie do meio, em um nivel onde a disponibilidade de oxigé-
nio lhes ¢ suficiente. As microaeréfilas, como o Campylobacter, que
pode causar distirbios intestinais, sdo também capnofilas, ou seja,
organismos que gostam do didxido de carbono. Elas sobrevivem em
ambientes com baixa concentragdo de oxigénio e alta concentragdo
de diéxido de carbono. Quando o oxigénio estd presente, as anae-
rébias facultativas geralmente mantém seu metabolismo aerdbio;
porém, na falta dele, mudam para o metabolismo anaerébio. O Sta-
phylococcus e a Escherichia coli sao anaerdbias facultativas; geral-
mente sio encontradas nos tratos intestinal e urindrio, onde apenas
uma pequena quantidade de oxigénio estd disponivel. As anaerd-
bias aerotolerantes conseguem sobreviver na presenga de oxigé-
nio, mas ndo fazem uso dele em seu metabolismo. O Lactobacillus,
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Microaerdfilo

Anaerobio
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Anaerobio
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Aerobio
obrigatério
> Fig. 6.15 Padrdes de uso do oxigénio. Diferentes organismos
incubados por 24 horas em tubos de caldo nutritivo e acumulados em
regides diferentes, de acordo com sua necessidade ou sensibilidade em
relagdo ao oxigénio.
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por exemplo, sempre capta energia através da fermentagdo, ndo
importando se o ambiente tem ou nio oxigénio.

Se comparadas a outros grupos de organismos classificados
de acordo com a necessidade de oxigénio, as anaerdbias faculta-
tivas possuem o sistema enzimdtico mais complexo. Elas pos-
suem um conjunto de enzimas que lhes capacita usar o oxigénio
como um aceptor de elétrons e um outro conjunto que lhes per-
mite usar um outro aceptor de elétrons quando ndo hd oxigénio.
Por outro lado, as enzimas dos outros grupos aqui definidos sdo
limitadas ora A respiracdo aerGbica, ora 4 anaerobica.

As anaercdbias obrigatorias sao mortas ndo pelo oxigénio em
forma de gds, mas por uma forma de oxigénio altamente téxica
e reativa, chamada superdéxido (O,7). O superdxido é formado
por determinadas enzimas oxidativas e € convertido em oxigé-
nio molecular (O,) ¢ em perdxido de hidrogénio téxico (H,0,)
por uma enzima chamada superéxido dismutase. O peréxido
de hidrogénio é convertido em 4gua e oxigénio molecular pela
enzima catalase. As aerébias obrigatérias e a maior parte das
anaerébias facultativas possuem ambas as enzimas. Algumas
bactérias anaerdbias facultativas e aerotolerantes possuem a en-
zima superdxido dismutase, mas ndo possuem a enzima catala-
se. As anaerébias obrigatérias, em sua maioria, ndo possuem nem
uma nem outra ¢ morrem em conseqiiéncia dos efeitos toxicos
do superdxido e do peréxido de hidrogénio.

Umidade

Todas as células ativamente metabolizantes geralmente requerem
um meio aquoso. Ao contririo de organismos maiores, que possu-
em revestimentos protetores e ambientes internos liquidos, os or-
ganismos unicelulares sdo expostos diretamente a seus meios. A
maioria das células vegetativas sobrevive apenas algumas horas sem
umidade; apenas os esporos de organismos formadores de esporos
podem sobreviver em um estado inativo em um ambiente seco.

Quando a Situagio Ficar Dificil, Esconda-se Dentro
de uma Rocha

Poucas bactérias vivem nas depresses extremamente frias e
secas da Antartida, onde pouquissimos outros organismos
conseguem sobreviver. A umidade relativa € tio baixa que a
4gua passa diretamente do estado sélido para o gasoso e
raramente € encontrada em estado liquido. Entretanto, os
organismos que ali vivem procuram realizar suas atividades
metabélicas, seja usando o vapor d'4gua, seja derretendo
quantidades minimas de gelo através de seu calor metabélico.
Mas eles nio sobrevivem s severas condigdes da atmosfera da
Antértida. As bactérias precisam se esconder dentro de pedras
transliicidas (tais como o quartzo, o feldspato e certos tipos de
maérmores), que permitem que os raios de sol penetrem para
que as bactérias possam realizar a fotossintese. Por ndo
produzirem substincias quimicas que dissolvem minerais,
estes organismos endoliticos s6 podem habitar as pedras
porosas. Eles sdo geralmente capazes de penetrar varios
milimetros no interior da rocha, onde encontram um refiigio
seguro até que a rocha sofra erosio pelo vento.

O planeta Marte foi originalmente um planeta quente,
mas esfriou quando perdeu a sua atmosfera. Se a vida
tivesse evoluido em Marte durante sua fase quente, esta
forma de vida procuraria abrigo na superficie das rochas?
Pesquisas sobre meteoritos de Marte revelam evidéncias de
possiveis formas de vida anteriores que se assemelham a
bactérias enterradas no que possa ter sido o seu Gltimo
refiigio.

Pressao Hidrostatica

As figuas dos oceanos e lagos exercem pressio hidrostitica, ou
seja, uma pressdo exercida pela dgua parada proporcional 4 sua
profundidade. Tal pressdo dobra a cada aumento de 10 m na pro-
fundidade. Por exemplo, em um lago de 50 m de profundidade, a
pressdo corresponde a 32 vezes a pressdo atmosférica. Algumas
depressdes ocednicas possuem profundidades de até 7.000 m, e
determinadas bactérias sdo os Unicos organismos conhecidos que
sobrevivem & pressdo extrema em tais profundidades. As bactérias
que vivem em altas pressdes, mas que morrem se deixadas por
apenas algumas horas em laboratério & pressdo atmosférica padrio,
sdo chamadas bardfilas. Parece que suas membranas e enzimas
ndo apenas toleram a pressdo, mas também a requerem a fim de
funcionarem de maneira satisfatria. A alta pressdo ¢ necessdria
para manter suas moléculas de enzima na configuragdo tridimen-
sional caracteristica. Sem ela, as enzimas perdem sua forma e se
desnaturam, causando a morte do organismo.

Pressdo Osmética

Vimos no Cap. 4 que as membranas de todos 0s microrganismos
sdo seletivamente permedveis. A membrana celular permite & dgua
se mover entre o citoplasma e o meio através da osmose. = (> Fig.
4.31) Meios que contém substincias dissolvidas exercem pressdo
osmotica, e a pressdo pode ultrapassar aquela exercida pelas subs-
tincias dissolvidas nas células. As células em meios hiperosméticos
perdem dgua e sofrem plasmélise, ou enrugamento da célula. Nos
microrganismos que possuem parede celular, a membrana celular
ou plasmatica separa-se da parede celular. Inversamente, as células
em dgua destilada possuem pressio osmoética maior do que a de seu
meio e, assim, ganham 4gua. Nas bactérias, a parede celular rigida
impede que a célula inche ou se rompa, mas as células se enchem
de dgua e tomam-se firgidas (distendidas).

A maioria das células bacterianas pode tolerar uma ampla
gama de concentragdes de substincias dissolvidas. Suas mem-
branas celulares contém sistemas de transporte que regulam o mo-
vimento das substéncias dissolvidas através da membrana. =
(Cap. 5) Mesmo assim, caso as concentracdes fora da célula se
tornem muito altas, a perda de dgua pode inibir o crescimento,
ou até matar as células.

O uso do sal como preservativo na conservagao de pernil e
bacon e na preparagio de picles baseia-se no fato de que altas
concentragdes de substincias dissolvidas exercem pressio osmo-
tica suficiente para matar ou inibir o crescimento microbiano. O
uso do aglicar como conservante no preparo de gelatinas e geléias
baseia-se no mesmo principio.

As bactérias haléfilas, ou organismos que gostam de sal, re-
querem quantidades de sal (cloreto de sodio) de médias a gran-
des. Seu sistema de transporte de membrana transporta ativamen-
te os fons sédio para fora das células e concentra os fons potds-
sio em seu interior. J4 foram propostas duas possiveis explica-
¢des sobre 0 porqué de as bactérias haléfilas requererem sodio.
Uma propde que as células precisam de sédio para manter uma
alta concentragio intracelular de potéssio, para que suas enzimas
funcionem. A outra sugere que clas necessitam do sodio para
manter a integridade de suas paredes celulares.

As hal6filas sdo normalmente encontradas nos oceanos, onde
a concentracio de sal (3,5%) € Gtima para seu crescimento. Ha-
16filas extremas requerem concentragoes de sal de 20 a 30% (>
Fig. 6.16). Elas séio encontradas em corpos d’dgua excepcional-
mente salgados, tais como o Mar Morto, € as vezes até mesmo
em barris de conserva em salmoura, onde podem deteriorar 0s
picles que estdo sendo preparados.




Cor-de-rosa ]

O Grande Lago Salgado (Great Salt Lake) é um meio
extremamente salgado que permite O crescimento bacteriano.
Ele é quase dez vezes mais salgado do que as dguas dos
oceanos e abriga muitas variedades de halobactérias. Pelo fato
de nenhuma das halobactérias possuir peptidoglicano em sua
parede celular, elas sio também Gram-negativas. Além disso,
S0 insensiveis 2 maioria dos antibiéticos, contém plasmidios
extraordinariamente grandes e sdo aerobias obrigatorias. As
halobactérias necessitam de grandes quantidades de sédio
para seu crescimento, uma necessidade que ndo € satisfeita
quando um fon semelhante & usado em seu lugar, Certas
espécies de hal6filas extremas usam um mecanismo mediado
pela luz para produzir ATP. Ao contrdrio dos vegetais verdes,
os pigmentos usados para a sintese de ATP dependente de luz
sdo os carotenéides vermelho-alaranjados e as
bacteriorruberinas e bacteriorrodopsinas de coloragio
vermelho-piirpura. A cor brilhante destas bactérias pode ser
vista quando lagos de alta salinidade e pequenas lagoas sdo
fotografados do alto — dando a nitida aparéncia de uma
colcha de retalhos cor-de-rosa.

Radiacao

As energias radiantes, como por exemplo os raios gama e a luz
ultravioleta, podem causar mutagoes ( mudangas no DNA) e até
mesmo matar os organismos. Entretanto, alguns microrganismos
possuem pigmentos que filtram a radiagdo e ajudam a prevenit
danos ao DNA. Outros possuem sistemas enziméticos que po-
dem reparar certos tipos de danos a0 DNA.

Fatores Nutricionais

0O crescimento dos microrganismos ¢ afetado por fatores nutricio-
nais, assim como por fatores fisicos. Os nutrientes necessdrios aos
microrganismos incluem o carbono, o nitrogénio, o enxofre, o fés-
foro, certos oligoelementos ¢ as vitaminas. Embora nds estejamos
interessados aqui nos modos pelos quais os Mmicrorganismos suprem
suas proprias necessidades nutricionais, podemos observar que, a0
suprir tais necessidades, eles também auxiliam a reciclar elementos
1o meio ambiente. As atividades dos micrébios nos ciclos do carbo-
1o, do nitrogénio, do enxofre e do fésforo sdo descritas no Cap. 26.
Alguns micrdbios sio fastidiosos, isto €, possuem necessidades nu-
tricionais especiais que podem ser dificeis de se encontrar em labo-
ratorio. Alguns organismos fastidiosos, inclusive aqueles que cau-
sam a gonorréia, crescem bem no corpo humano, mas ainda ndo se
pode fazé-los crescer facilmente em meios nutritivos de laboratério.

Fontes de Carbono

A maioria das bactérias utiliza compostos que contém carbono
como fonte de energia, e muitas utilizam compostos que contém
carbono como blocos de construgdo para sintetizar componen-
tes celulares. Os organismos foto-autotréficos reduzem o diéxi-
do de carbono a glicose ¢ a outras moléculas organicas. Tanto
0s organismos autotréficos quanto os heterotréficos podem ob-
ter energia da glicose através da glicélise, da fermentagdo e do
ciclo de Krebs. Eles também sintetizam alguns componentes
celulares a partir de intermedidrios destas vias.

Fontes de Nitrogénio
Todos os organismos, inclusive 0s microrganismos, precisam de
nitrogénio para sintetizar dcidos nucléicos, enzimas e outras protei-
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> Fig. 6.16 Respostas ao sal. (a) As taxas de crescimento dos
organismos halofilicos (organismos que gostam do sal) e ndo-halofilicos
estio relacionadas & concentragio do ion sédio. (b) O Grande Lago
Salgado (Grear Salt Lake), em Utah, um exemplo de ambiente onde se
desenvolvem organismos halofilicos. Observe as 4reas brancas de sal
seco is margens do lago.

nas. Alguns microrganismos obtém nitrogénio a partir de fontes inor-
ginicas, € uns poucos até mesmo conseguem energia metabolizan-
do substincias inorginicas que contém nitrogénio. Muitos micror-
ganismos reduzem fons nitrato (NO,~) a grupos amino (NH,) e uti-
lizam o grupo amino para produzir aminodcidos. Alguns organismos
podem sintetizar todos os 20 aminoécidos encontrados nas protei-
nas, a0 Passo que OUtros necessitam ter um ou alguns aminodcidos
fornecidos pelo meio. Certos organismos fastidiosos requerem to-
dos 0s 20 aminodcidos e outros exigem blocos de construgao em seus
meios. Muitos organismos causadores de doengas obtém aminoici-
dos para produzir proteinas e outras moléculas nitrogenadas a partir
de células humanas ou de Outros Organismos que eles invadem.

Uma vez sintetizados ou obtidos do meio, 0s amino4cidos po-
dem ser usados na sintese de proteinas. Semelhantemente, as pu-
rinas e pirimidinas podem ser utilizadas na produgdo de DNA e
RNA. O processo pelo qual as proteinas e os 4cidos nucléicos
sio sintetizados estd diretamente relacionado as informagoes ge-
néticas contidas na célula. Deste modo, a sintese de proteinas e
de dcidos nucléicos serd discutida nos Caps. 7 ¢ 8.
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Enxofre e Fasforo

Além do carbono e do nitrogénio, os microrganismos necessi-
tam do suprimento de certos minerais, especialmente enxofre
¢ fosforo, que sao componentes celulares importantes. Os mj.
crorganismos obtém enxofre a partir de sais de sulfato inorgi-
nicos, assim como de aminodcidos que contém enxofre. Os mi-
crorganismos utilizam o enxofre e 0s aminodcidos com enxo-
fre para produzir proteinas, coenzimas e outros componentes
da célula. Alguns organismos podem sintetizar aminoacidos
contendo enxofre a partir do enxofre inorgénico e de outros
aminodcidos. Os microrganismos obtém f6sforo principalmente
a partir de fosfato inorgénico (PO, Eles utilizam o fosforo
(como fosfato) para sintetizar ATP, fosfolipidios e dcidos nu-
cléicos.

Oligoelementos

Muitos microrganismos necessitam de uma variedade de oli-
goelementos, ou scja, pequenas quantidades de minerais como
0 cobre, o ferro, o Zinco e o cobalto, geralmente na forma de
fons. Os oligoelementos servem freqiientemente de co-fatores
nas reacOes enzimaticas. Todos os organismos necessitam de
uma certa quantidade de sédio e de cloreto, e os haléfilos ne-
cessitam de grandes quantidades destes fons. O potdssio, o zin-
€0, 0 magnésio e o manganés sio usados na ativagdo de certas
enzimas. O cobalto é necessdrio para os organismos que po-
dem sintetizar vitamina B),. O ferro é necessario para a sintese
de compostos que contém heme (tais como os citocromos do
sistema de transporte de elétrons) e para determinadas enzimas.
Embora seja necessiria pequena quantidade de ferro, sua cs-
cassez retarda severamente o crescimento. O célcio é necessa-
rio as bactérias Gram-positivas para a sintese das paredes ce-
lulares, e pelos organismos formadores de €sporos, para a sin-
tese dos esporos,

Comedores Exigentes

As espécies do Spiroplasma, bactérias espirais mindsculas que
ndo possuem parede celular, estdo entre os Organismos mais
fastidiosos conhecidos. Recentemerte, Kevin Hackett, cientista
do Ministério da Agricultura dos EUA (U.S. Department of
Agriculture — USDA), desenvolveu uma férmula exata de 80
ingredientes, incluindo lipidios, carboidratos, aminoé4cidos,
sais, vitaminas, 4cidos orginicos e penicilina (para suprimir
potenciais competidores) para satisfazer as necessidades destas
bactérias. Em seu laboratério, ele usa este meio para manter
mais de 30 espécies de espiroplasmas vivos ¢ em estado
satisfatério, tornando possivel aos pesquisadores estudd-los
fora das mais de 100 espécies de insetos, Carrapatos e plantas
que eles geralmente habitam. Até agora, foi impossivel manter
viva a maioria das espécies de Spiroplasma fora de seus
hospedeiros.

Os espiroplasmas sio responsaveis por centenas de doengas em
plantagdes e em animais, Pesquisadores da drea médica estdo
particularmente interessados em uma espécie que causa tumores
experimentais em animais. Outra espécie mata abelhas produtoras
de mel, e uma terceira vive inofensivamente no besouro-da-batata
do Colorado, um inseto que danifica as plantages de batatas,
berinjelas e tomates. Os cientistas pretendem alterar
geneticamente esta 1ltima espécie de forma que ela mate sey
hospedeiro, o besouro-da-batata,

Vitaminas

Uma vitamina é uma substancia orgénica de que um organis-
Mo necessita em pequenas quantidades e que é geralmente usa-
da como coenzima. Muitos microrganismos produzem suag
préprias vitaminas a partir de substancias mais simples. Oy-
ros microrganismos requerem diversas vitaminas em sey
meio, por ndo possuirem enzimas para sintetizi-las. As vita-
minas exigidas Por alguns microrganismos incluem o dcido
f6lico, a vitamina B, e a vitamina K. Os patégenos humanog
geralmente necessitam de uma variedade de vitaminas e, dessa

estas substancias a partir do hospedeiro. O crescimento de tais
organismos em laboratério fequer um meio complexo que
contenha todos os nutrientes que cles normalmente obtém de
seus hospedeiros. Os micrébios que vivem no intestino hy.
mano produzem vitamina K, que € necessdria para a coagula-
¢do sangiiinea, e algumas das vitaminas B, beneficiando assim
seu hospedeiro.

Complexidade Nutricional

A complexidade nutricional de um organismo, ou seja, o ntimerg
de nutrientes que ele deve obter para crescer, ¢ determinada pelo
tipo e niimero de suas enzimas, A falta de uma tinica enzima pode
lornar o organismo incapaz de sintetizar uma substancia especifica,
O organismo, entdo, deve obter a substincia em forma de nutriente
a partir de seu meio, Qs MICTorganismos variam quanto ao niimero
de enzimas que possuem, Aqueles com muitas delas possuem ne-
cessidades nutricionais simples, pois podem sintetizar praticamen-
te todas as substincias de que precisam. Aqueles com menor ni.
mero de enzimas possuem necessidades nutricionais complexas, pois
ndo possuem a capacidade de sintetizar muitas das substincias de
que precisam para crescer, Assim, a complexidade nutricional re-
flete uma deficiéncia nas enzimas biossintéticas.

O cientista Kevin Hackett, do USDA, trabalhando na sua “infusio
da bruxa” — uma mistura de cerca de 80 ingredientes que ir4
permitir o crescimento de espiroplasmas fastidiosos
fora de seus hospedeiros.




Os cientistas do USDA esto tentando formular meiog
complexos onde se possam criar organismos semelhantes ags
micoplasmas, um grupo correlacionado de bactérias que
também ndo possui parede celular. Estas bactérias causam
centenas de doengas em plantagdes e geram milhdes de dolares
em perdas econdmicas a cada ano. Elas sdo transferidas de
planta a planta por insetos infectados. Um outro meio em
desenvolvimento permitir4 o cultivo da bactéria Mycoplasma
pneumoniae, que € a causa de uma forma de pneumonia
humana.

Localizagdo das Enzimag

A maioria dos microrganismos movimenta uma diversidade de pe-
quenas moléculas através de suas membranas plasmiticas para pos-
terior metabolizagdo. Estas substancias incluem a glicose, os ami-
nodcidos, 0s pequenos peptidios, os nucleosidios e os fosfatos, assim
COmo vdrios fons inorgénicos, Além das endoenzimas produzidas
para uso interno da célula (Cap. 5), muitas bactérias (e fungos) pro-
duzem exoenzimas e as liberam através da membrana plasmitica,
Estas enzimas incluem as enzimas extracelulares, geralmente pro-
duzidas por bastonetes Gram-positivos, que agem no meio existen-
te ao redor do organismo, e as enzimas periplismicas, geralmente
produzidas por organismos Gram-negativos, que agem no espaco
peripldsmico, A maioria das exoenzimas € do tipo hidrolase; elas
adicionam dgua 4 medida que quebram grandes moléculas de car-
boidratos, lipidios ou proteinas em moléculas menores que podem
ser absorvidas (Quadro 6.1). Embora os micrébios ndo possam trans-
portar grandes moléculas através da membrana, na natureza eles
utilizam grandes moléculas a partir de outros organismos, digerin-
do-as com exoenzimas antes de absorvé-las,

Adaptagdo a Nutrientes em Quantidades Limitadas
Os microrganismos se adaptam a quantidades limitadas de nu-
trientes de vdrias maneiras:

= Quadro 6.1 Exemplos de exoenzimas

Enzimas Acdo

Enzimas que agem em carboidratos complexos

Carboidrases Quebram grandes moléculas de carboidratos
em moléculas menores

Amilase Quebra 0 amido em maltose

Celulase Quebra a celulose em celobiose

Enzimas que agem em agiicares

Sacarase Quebra a sacarose em glicose ¢ frutose
Lactase Quebra a lactose em glicose e galactose
Maltase Quebra a maltose em duas moléculas de glicose

Enzimas que agem em lipidios
Lipases Quebram gorduras em glicerol e dcidos graxos

Enzimas que agem em proteinas

Proteases Quebram proteinas em peptidios e amino4cidos

Caseinase Quebra a proteina do leite em aminodcidos e
peptidios

Gelatinase Quebra a gelatina em aminodcidos e peptidios
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1. Alguns sintetizam majores quantidades de enzimas paraa
captacdo e o metabolismo de nutrientes limitados. Isto
Permite a0s microrganismos obter e usar uma quantidade
maior das poucas moléculas de nutrientes disponiveis.

2. Outros possuem a capacidade de sintetizar enzimas neces-
sdrias para a utilizagdo de um nutriente diferente. Se, por
exemplo, h4 pouco suprimento de glicose, alguns micror-
ganismos podem produzir enzimas que permitem a absor-
¢do e a utilizagdo de um nutriente mais abundante, como a
lactose.

3. Muitos organismos ajustam a taxa com a qual metaboli-
zam nutrientes e a velocidade com que sintetizam as mo-
léculas necessirias para o crescimento, para ajustarem-se
a disponibilidade dos nutrientes menos abundantes. Tanto
0 metabolismo quanto o crescimento tornam-se mais len-
10s, mas energia alguma € perdida na sintese de produtos
que ndo podem ser usados. O crescimento serd tdo rdpido
quanto as condigbes 0 permitirem.

¥ O que significa o sufixo filo? Diferencie os termos obrigatério e
Jacultativo.

¥ Quais enzimas os microrganismos anaerébios obrigatérios nio
possuem? Como esta falta causa a morte deles na presenga de
oxigénio?

v A variedade de enzimas de microrganismos fastidiosos é maior ou
menor do que a de micrébios com necessidades nutricionais mais
simples? Por qué?

Esporulacio

A esporulacio, ou formagdo de endosporos, ocorre nos géneros
Bacillus, Clostridium e em alguns outros géneros de microrga-
nismos Gram-positivos, mas vem sendo estudada mais cuidado-
samente no B. subtilis e no B. megaterium, As bactérias que for-
mam endosporos geralmente o fazem durante a fase estacions-
ria, em resposta a sinais ambientais, metabélicos e do ciclo ce-
lular.

Quando os nutrientes como o carbono Ou o nitrogénio tornam-
se limitados, sio formados dentro das células-maes endosporos
altamente resistentes, (Em raros casos, algumas bactérias formam
endosporos mesmo quando h4 nutrientes disponiveis.) Apesar de
0s endosporos ndo serem metabolicamente ativos, eles podem
sobreviver por longos periodos de seca o sdo resistentes a tem-
peraturas extremas, i radiagdo e a algumas substincias quimi-
cas téxicas. Alguns endosporos podem suportar temperaturas
bem mais altas do que as c€lulas vegetativas. O endosporo nio
pode se dividir, e a célula-mae pode produzir apenas um endos-
poro, logo a esporulago & um mecanismo de Pprotecao ou sobre-
vivéncia, ndo um meio de reprodugio.




