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Crescimento microbiano
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Os produtos da divisao celular sao iguais:
@—CD— G — OO

Fissao binaria: bactérias convencionais

J
Os produtos da divisao celular sao desiguais: \

Brotamento simples: Pirella, Blastobacter

Brotamento a partir de hifas: Hyphomicrobium,
Rhodomicrobium, Pedom:crob.tum

Cély

(-3¢ N’”>)

Divisao celular de um organismo pedunculado: Caulobacter

P— PG P9

las natatdrias (expansivas)

d{inculo

Crescimento polar sem diferencia¢ao do tamanho celular:

Qhodapseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus /




Fatores necessarios para o crescimento

Fatores fisicos: temperatura,
pH, pressao osmotica

CFESCimento Fatores quimicos: fontes de

carbono, nitrogénio, enxofre,

microbiano*® fosforo, oligoelementos,
oxigénio, fatores organicos
de crescimento (vitaminas,
aminoacidos, purinas,
pirimidinas).

* Crescimento microbiano: em microbiologia, refere-se
ao aumento no numero de células.




Efeito da temperatura na taxa de crescimento
(Fonte: Madigan et al., 2004).

Taxa de crescimento = variacao do numero de células ou da massa celular por
unidade de tempo

ocorrendo em velocida-
des cada vez malores
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Maximo \

Temperatura

Gelificagao da membrana;
processos de transportes
tao lentos que nao
permitem o crescimento.

Temperaturas cardeais: minima, 6tima e maxima (varidveis nos diferentes
microrganismos)




Temperatura

* Temperatura de crescimento pode ser minima, 6tima e maxima. Maioria cresce em um intervalo de
30°C entre minima e maxima.

* Psicrofilos: profundezas de oceanos e regidoes polares (algas cloroficeas e diatomaceas).

* Mesofilos: Temperatura 6tima entre 25 e 40°C. Maioria das bactérias.

* Termofilos Temperatura entre 45 e 80°C. Fontes termais, camadas superiores de solos que sofrem
intensa radiacao solar, esterco e silo em fermentacao.

* Hipertermofilos: Temperatura 6tima superior a 80°C. Fontes termais, como as do Parque Yellowstone.
Principalmente membros de Archaea.

Exemplo: Hipertermétilo F
Bacillus stearothermophifus Exemplo: xemplo:

Mesdfilo Thermococous celer Pyrolobus fumarii
Exemplo: &60° J/’
Escherichia coli a8’ / 106"

39° /

Taxa de crescimento

Psicrdfilo
Exemplo:
Polaromonas vacuolala

4*

10 20 30 40 50 60 70 80 9{) 100 110 120
Temperatura ("C)
Relacdo da temperatura com as taxas de crescimento. As temperaturas 6timas
de cada organismo estdo indicadas. (Fonte: Madigan et al., 2004).




pH

pH otimo de crescimento refere-se ao pH do meio externo; o pH intracelular deve

permanecer proximo a neutralidade.

pH Exemplo Moles por litro de:
H* OH"

*Maior parte das bactérias cresce UI 1 10714

| Icani - -

entre pH 6,5 € 7,5. M
Suco de limao 2 _12

2 Drenado &cido de mina 10 10
inagre
Ruibarbo 10 107"
Péssego
Solos &cidos 104 1079
Tomates
Queijo tipo americano 10°  107°
Repolho

*Alcalifilicos: muitas espécies de "k N— AL

Bacillus e algumas arquéias (que Neutrall Aguapua — [T

também sao halofilicas). i Agua do mar 1078

Solos naturais muito 10-9 10°5
alcalinos

10 Lagﬂs alcalinos 10—10 10—4
Alcalinidade Solugoes de sabao

(KH,PO,) em meios de cultura crescente 11 _ Amonia de uso doméstico 107" 10
Lagos ricos em carbonato de

fu ncionam como tampao para 128 o aamamonto aicainoe. (ORI
neutralizar, por exemplo, acidos o ] Cal (solugdo saturada) o o
produzidos por bactérias em _ 14l

crescimento.

*Acidofilos: muitos fungos (pH
otimo em torno de 5 ou inferior),
varios géneros de Archaea.

Aciddfilos

* Adicao de sais de fosfato

Alcalifilicos

1074 1

A escala de pH. (Fonte: Madigan et al., 2004).




Tabela 5.2 Relacoes dos microrganismos e pH

pH aproximado
Classe fisioldgica  para crescimento
(faixa dtima) atimo Exemplo de organismo®

Meutrdfilos i Escherichia colf
(pH > 5.5 e < §)

Aciddfilos (pH < 5,5) Rhodopila globiformis
Acidithiobacillus ferrooxidans
Picrophilus oshimae
Alcaliflicos (pH = 8) Chioroflexus aurantiacus
9 Baciflus firmus
10 Natronobacterium gregoryi

“Picrophilus & Natronobactenium so do dominio Archaea; todos os outros sdo do
dominio Bactena.




Pressao osmatica

Os microrganismos que tem necessidades especificas de NaCl para seu crescimento
otimo podem ser :

* halofilos discretos: [ ] baixas—1 a 6%

* halofilos moderados: [ ] moderadas—6 a 15%

* halofilos extremos: [ ] altas—15a 30%

Halotolerante  Haléfilo

Exemplo Exemplo

Staphylococcus  Vibrio fischeri  Exemplo
aureus Halobacterium

\ //\ salinarum
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Exemplo:
Escherichia
coli

NaCl
Efeito da concentragao do ion sddio no crescimento de microrganismos com

diferentes tolerancias ou necessidades de sal.
(Madigan et al., 2004).




Rela¢OGes dos microrganismos com o oxigénio

ﬁerébios estritos ou obrigatorios

Aerobios Microaerofilos

\Aer()bios facultativos

Obrigatdrios
Anaerobios

Aerotolerantes




Relagcoes dos microrganismos com o oxigénio

Microrganismos variam quanto suas necessidades ou tolerancia ao oxigénio

- Aerobios — microrganismos capazes de utilizar o Oxigénio molecular, O, (Ar contém
21% de O,)

-Produzem mais energia a partir do uso de nutrientes.

- Aerdbios estritos ou obrigatorios: Sao os microrganismos que necessitam de O, para

sua sobrevivéncia.




Relagoes dos microrganismos com o oxigénio

- Microaerofilos

Aerobios necessitando de O,, mas em concentragées menores do que a encontrada no ar.

Sao sensiveis aos radicais superoxidos ou perdxidos, produzidos em concentragoes letais

guando em condic¢des de altas concentracdes de oxigénio.




Relagcoes dos microrganismos com o oxigénio

- Aerdbios facultativos

Podem utilizar o O, quando disponivel, mas na sua auséncia, sao capazes de continuar

seu crescimento através da respiracao anaerobia ou da fermentacao.

A eficiéncia na producao de energia diminui quando o O, nao esta disponivel.

Exemplo: Escherichia coli

Outras bactérias substituem o oxigénio, durante a respiragdo anaerobia, por aceptores

de elétrons como os ions nitrato




Relagcoes dos microrganismos com o oxigénio

Alguns microrganismos nao sao capazes de respirar oxigénio:
Anaerdbios

O\

Obrigatdrios Aerotolerantes

@erébios obrigatdrios ou estritos \

S3ao microrganismos que nao utilizam o O, para rea¢oes de produc¢ao de energia.
O, pode ser um produto danoso para muitos destes.

Exemplo: Género Clostridium = tétano e botulismo

N




Relagoes dos microrganismos com o oxigénio

/

- Anaerobios aerotolerantes

Toleram a presenca do oxigénio, mas nao podem utiliza-lo para seu crescimento.

\ Fermentam carboidratos produzindo acido latico. /

O acumulo deste acido inibe o crescimento da microbiota competitiva aerdbia
estabelecendo um nicho ecolégico.

Exemplo: Lactobacillus

Podem tolerar o oxigénio devido a producgéo de SOD.




Tabela 5.5 Relacoes dos microrganismos com o oxigénio

Grupo Relacdo com O, Tipo de metabolismo Exemplo® Habitat®
Aerobios
Obrigatérios Exigido Hespiragio aerdbia Micrococcus luteus (B) Pele, poeira

Facultativos MNao exigido, mas com melhor Respiracao aerdbia, respiracao  Escherichia coli (B) Intestino grosso de mamiferos
crescimento em O, anaerobia, fermentacéo

Microaerdfilos  Exigido, mas em niveis inferiores  Respiracdo aerdbia Spirifium volutans (B) Agua de lagos
aos atmosfericos

Aerotolerantes Nao exigido, sem melhor Fermentacac Sireptococcus Trato superior
crescimento na presenca de O, pyogenes (B)

Obrigatérios Mocivo ou letal Fermentacac ou respiracao Methanobacterium Lodo de esgoto, sedimentos
anaerobia formicicum (A) de lagos andxicos

®As letras entre parénteses indicam o status filogenético (B, Bactena; A, Archasa). S0 conhecidos representantes de cada dominio de procarniotos em todas as categorias.
A maioria dos eucariotos & aerobia obrigatdria, embora sejam conhecidos aerdbios facultativos (p. ex., leveduras) e anaerdbios obrigatonos (p. ex., certos protozoarios e
fungos).

"Sao listados os habitats tipicos de cada exemplo de organismo; muitos outros poderiam ser listados.




Nutrientes

Macronutrientes

Micronutrientes




Macronutrientes 9 necessdrios em grandes quantidades

e Carbono — elemento principal de todas as macromoléculas bioldgicas:
* corresponde a 50% do peso seco da célula bacteriana tipica.
* fontes organicas de C — proteinas, carboidratos e lipideos
* fonte inorganica de C - CO,

* Nitrogénio — importante constituinte de proteinas, acidos nucléicos:
* corresponde a 12-14% do peso seco da célula bacteriana tipica.
* encontrado na natureza principalmente na forma de compostos inorganicos:
amonia (NH;), nitrato (NO;5") ou N,.
* fontes organicas: aminoacidos, bases nitrogenadas.

e Fésforo e Enxofre — juntos, correspondem a 4% do peso seco da célula bacteriana
tipica:
* Fésforo necessario para a sintese de acidos nucléicos e fosfolipideos. Forma
usual encontrada na natureza —ion fosfato PO,3-.
* Enxofre — constituinte dos aa cisteina e metionina e também de vitaminas
(tiamina, biotina). Maior parte do enxofre utilizado nos processos celulares vem
de fontes inorganicas: ion sulfato (5O,2-) e sulfeto (HS").




Macronutrientes

Tabela 5.1 Macronutrientes encontrados na natureza e em meios de cultura

Forma usual do nutriente, encontrada na natureza Forma quimica, fornecida nos meios de cultura

Elemento

Carbono (C)

Hidrogenio (H)
Oxigénio (O)
Nitrogénio (N)

Fotassio (K)
Magnésio (Mg)
Sadio (Na)
Calcio (Ca)

Ferro (Fe)

CO,, compostos organicos

H,O, compostos orgéanicos
H,0, O,, compostos orgénicos

NH,, NO;7, N,, compostos organicos nitrogenados

PO

H,S. 50,/ compostos organicos sulfurados,
sulfetos metalicos (FeS, CuS, ZnS, NiS etc.)

K* em soluc@o ou em varios sais de K

Mg?* em solugdo ou em varios sais de Mg

Na* em solucdo, como NaCl, ou outros sais de Na
Ca** em solugdo, como CaSQO,, ou outros sais de Ca

Fe** ou Fe’ em solucdo, como FeS, Fe(OH)s,
ou muitos outros sais de Fe

Glicose, malato, acetato, piruvato, aminoacidos,
centenas de outros compostos ou misturas complexas
(extrato de levedura, peptona e assim por diante)

H,O, compostos organicos
H,0, O,, compostos organicos

Inorgdnica: NH,Cl, (NH,),SO,, KNO;,, N,
Orginica: aminoécidos, bases nitrogenadas dos
nucleotideos, muitos outros compostos organicos que
contéem N .

KH,PO,, Na,HPO,

Na,SO,, Na,5S,0;,, Na,S, cisteina, outros compostos
organicos sulfurados

KCl, KH,PO,
MgCl,, MgSO,
NaCl

Ca(Cl,

FeCl,, FeSO,, varias solucées com ferro quelado
(Fe™EDTA, citrato de Fe*" e assim por diante)

Madigan et al., 2004.




Micronutrientes (elementos-traco)

Tabela 5.2 Micronutrientes (elementos tragos) necessarios aos seres vivos?

Elemento Funcéo celular

Cromo (Cr) Requerido por mamiferos no metabolismo da glicose; microrganismos nao o necessitam
Cobalto (Co) Vitamina B,; transcarboxilase (bactérias que metabolizam &cido propiénico)
Cobre (Cu) Respiragao; citocromo c oxidase; fotossintese; plastocianina e algumas superéxido dismutases

Manganés (Mn) Ativador de muitas enzimas; presente em certas superéxido dismutases e na enzima que cliva a dgua, em
fototréficos oxigénicos (Fotossistema II)

Molibdénio (Mo) Certas enzimas contendo flavina; nitrogenase, nitrato redutase, sulfito oxidase, DMSO-TMAO redutases e
algumas formato desidrogenases

Niquel (Ni) Maioria das hidrogenases; coenzima F;, de metanogénicos; monéxido de carbono desidrogenase; urease

Selénio (Se) Formato desidrogenase; algumas hidrogenases; no aminodcido selenocisteina

Tungsténio (W) Algumas formato desidrogenases; oxotransferases de hipertermofilos

Vanadio (V) Vanadio nitrogenase; bromoperoxidase

Zinco (Zn) Anidrase carbdnica; dlcool desidrogenase; RNA e DNA polimerases e muitas proteinas de ligagdo ao DNA

Ferro (Fe)" Citocromos; catalases; peroxidases; proteinas contendo ferro e enxofre; oxigenases; todas as nitrogenases

a Nem todos os micronutrientes listados sdo requeridos por todas as células; alguns dos metais listados sdo encontrados em enzimas de apenas algu
microrganismos especificos.
b Necesséario em maiores quantidades que os outros metais tragos.

Madigan et al., 2004.




Fatores organicos de

Tabela 5.3

Algumas bactérias
necessitam de fontes
extracelulares de vitaminas,
gue atuam como coenzimas.
Ex. bactérias lacticas
(Streptococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc)

Fatores de crescimento:
vitaminas e suas fungdes

Vitamina

Acido p-aminobenzédico

Acido félico

Biotina

Cobalamina (B;,)

Acido lipéico

Acido nicotinico (niacina)

Acido pantoténico

Riboflavina

Tiamina (B,)
Vitaminas B,
(grupo piridoxal-
piridoxamina)
Grupo da vitamina K:
quinonas

Hidroxamatos

Funcao

Precursor do acido fdélico

Metabolismo de um carbono;
transferéncia de grupos metil

Biossintese de 4cidos graxos;
pB-descarboxilagdes; algumas
reacOes de fixagdo do CO,

Reducéo e transferéncia de
fragmentos contendo um
carbono; sintese de desoxirribose

Transferéncia de grupos acil na
descarboxilacao do piruvato e do
a-cetoglutarato

Precursor de NAD" (ver Figura
5.10); transferéncia de elétrons
nas reacdes de oxidagao-redugdo

Precursor da coenzima A;
ativacdo do acetil e de outros
derivados de acil

Precursor de FMN (ver Figura
5.15), FAD em flavoproteinas
envolvidas no transporte de
elétrons

a-descarboxilagoes; transcetolase

Transformacoes de aminoacidos
e cetodacidos

Transporte de elétrons; sintese de
esfingolipideos

Compostos que se ligam ao ferro;
solubilizagdo e transporte de
ferro para o interior da célula

Madigan et al., 2004.



Microrganismos em meio de cultura

-
Crescimento e multiplicacao

Meio de cultura satisfatorio Sintese de seus préprios mondémeros

Devera conter: Fonte de carbono
Nitrogénio

Sais inorganicos

Em certos casos: Vitaminas (tiamina, biotina, cobalamina...)

Outros fatores de crescimento

(Aminoacidos, purinas, pirimidinas)




e Solugdes nutrientes utilizadas para promover o crescimento de microrganismos

em laboratorio.
* Indculo: microrganismos que sao colocados em um meio de cultura para iniciar o

crescimento.
e Cultura: microrganismos que crescem e se multiplicam nos meios de cultura.

Quimicamente definidos:

Quantidades precisas de compostos
guimicos inorganicos ou organicos
altamente purificados, adicionados a agua
destilada.

Complexos (ou indefinidos):

Nao se conhece a composicao precisa de
alguns componentes. Empregam produtos
de digestao da caseina (proteina do leite),
de carne, de soja, de leveduras, extratos de

plantas, entre outros.




Agar: polissacarideo complexo solidificante obtido de algas marinhas.

*Poucos microrganismos degradam o agar.
*Temperatura de fusao inferior a temperatura da agua.
*Permanece liquido até 40°C.
**Na técnica de Pour plate o agar é mantido a 50°C e é adicionado sobre o
indculo sem afetar, ou causar danos a bactéria.
*Dependendo de sua concentracao os meios podem ser classificados
quanto a consisténcia:
- Liquido — menos de 1g de agar por litro de agua
- Semi-solido - 4 g/L
- Solido-15a 18 g/L




Classificacao quanto a funcao:

-Seletivo
-Diferencial
-Enriquecedor

-Transporte




Meios Seletivos
Favorece o crescimento da bactéria de interesse impedindo o

crescimento de outras bactérias.

Inibidores: substancias capazes de inibir algumas bactérias que nao sao

de interesse.

1) Corantes: verde brilhante, eosina, cristal violeta...

2) Metais pesados: Bismuto;

3) Substancias quimicas: azida, citrato, desoxicolato, selenito e alcool

feniletilico...

4) Agentes antimicrobianos: vancomicina, cloranfenicol

5) Meio hipertonico: alta concentracao de sal (7,5%)




Meio Diferencial
Utilizado para facil deteccao da colénia da bactéria de interesse quando

existem outras bactérias crescendo na mesma placa do meio

Substancias utilizadas como indicadores de atividade enzimaticas que

auxiliam na identificacao

-Indicadores de pH: fucsina, azul de metileno, vermelho neutro, vermelho de

fenol e purpura de bromocresol. Medem as variacoes de pH que resultam do

metabolismo bacteriano de certos substratos.

- Indicadores diversos: detectam produtos bacterianos especificos. Ex.: ions

ferro e ferroso para a deteccao de sulfato de hidrogénio




Lactose -
Lactose +

MacConkey

Seletivo para enterobactérias
(Gram-negativo) a partir de
fezes, urina, alimentos, agua...




E.M.B.
(Eosina Azul de metileno)

Para isolamento de
Enterobactérias
(Gram—negativo)

Corantes inibem

Gram-positivo

a

Bactérias produtoras de acidos fortes formam
brilho verde metalico causado pela

. rye precipitagcao do corante nas col6nias:
Brilho verde metalico SUGESTIVO de E. colil!

Escherichia coli??? < 4

Meio seletivo e diferencial




E.M.B.
(Eosina Azul de metileno)

Para isolamento de
Enterobactérias
(Gram—negativo)

Corantes inibem
Gram-positivo

Colonias pardo rosea
Produtora de acido fraco
Ex: Enterobacter sp

Meio seletivo e diferencial
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Pseudomonas aeruginosa
Pigmento verde natural

Escherichia coli
Brilho verde metalico

somente no meio
EMB!

Meio EMB

Serratia marcescens
Pigmento vermelho natural!!




Meios de Cultura




Rico X Enriquecimento

Rico: é o meio que é suplementado com sangue, soro, suplementos

vitaminicos e extrato de levedura para isolar microrganismos exigentes.
Ex: agar Mueller Hinton suplementado com 5% de sangue de carneiro e

agar chocolate

Meio de enriquecimento: Incrementa o crescimento de certas

espécies bacterianas ao mesmo tempo que inibe o desenvolvimento de
microrganismos que nao sejam de interesse.

Ex.: Caldo GN e Caldo selenito.




Controle do
crescimento microbiano




Controle do crescimento microbiano

v Termos importantes

v’ Controle antimicrobiano por agentes fisicos

v’ Controle antimicrobiano por agentes quimicos
v’ Agentes antimicrobianos utilizados in vivo

v’ Resisténcia a antimicrobianos




Termos importantes

o destruicao de todas as formas de vida microbiana
(incluindo os enddsporos e virus).

processo de eliminacao das formas vegetativas de
praticamente todos os microrganismo patogénicos de objetos ou
superficies inertes (ndao garante a eliminacao de todos os
microrganismos, nem enddsporos).

- quando em tecido vivo

Agente antimicrobiano utilizado em objetos
inanimados, mas pode ser prejudicial aos tecidos humanos.

agente antimicrobiano, voltado para a
destruicdo dos microrganismos patogénicos, suficientemente atoxico
para ser aplicados em tecidos vivos.

. tratamento que torna seguro o manuseio de um
objeto ou superficie inanimada (= remocao dos microrganismos).




Termos importantes

- Agentes bactericida, fungicida, viricida: que matam bactérias,
fungos e virus, respectivamente.

- Agentes bacteriostatico, fungistatico, viriostatico: que inibem o
crescimento de bactérias, fungos e virus, respectivamente.
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Figura 5.39 Diferentes agentes antimicrobianos. (a) Agentes bac-
teriostaticos inibem, mas nao matam. (b) Agentes bactericidas matam. (c)
Agentes bacterioliticos lisam as células. Na altura indicada pela seta, uma

de células

Bacteriostatico Contagem tﬂt?

T \ Contagem
de células
viaveis

f

Remogao
do agente

Tempao

Log do numero de células

(b)

Bactericida Contagem total
de células

Contagem
de celulas
viaveis

Log donumero de células

Tempo

(c)

Bacteriolitico

Contagem total
de células

Contagem
de células
viaveis

Tempo

concentracao de inibicao de crescimento de cada agente antimicrobiano foi
adicionada a uma cultura em crescimento exponencial. A turbidez e as conta-
gens de células viaveis mostradas sao caracteristicas de cada tipo de agente.




Acoes dos agentes de controle microbiano

- alteracdao da permeabilidade da membrana plasmatica

- danos as proteinas e aos acidos nucléicos

i
=




Acoes dos agentes de controle microbiano

- alteracao da permeabilidade da membrana plasmatica

Regula ativamente a passagem de nutrientes para a célula e a

eliminacao de dejetos da mesma.

- Lesao aos lipideos ou proteinas da membrana plasmatica por
agentes antimicrobianos, como os compostos de amonio
quarternario, causa tipicamente o vazamento do conteldo
celular no meio circundante e interfere com o crescimento da

célula




Acoes dos agentes de controle microbiano

- Danos as proteinas e aos acidos nucléicos

Bactérias = “sacos de enzimas”

g Proteinas vitais para atividades celulares

g dependem da sua forma tridimensional

Calor ou produtos quimicos @ rompimento das
ligacOes de hidrogénio

Pontes dissulfeto

Dano aos acidos nucléicos = calor, radiacdo ou substancias quimicas
impedem a realizagcao de funcdes metabdlicas, replicacao

(Tortora, Funke e Case)



Agentes fisicos de controle




Desnaturacao
de enzimas

Resisténcia ao calor difere entre os microrganismos

(Tortora, Funke e Case)



Meétodos fisicos de controle microbiano

TABELA 7.5

Método

Calor
1. Calor 6mido
a. Fervura ou

Mecanismo de Acao

Desnaturacao das
proteinas

Comentdario

Mata fungos e células bacterianas
vegetativas patogénicas e quase
todos os virus em 10 min; menos
efetivo para endosporos

Métodos Fisicos Usados para o Controle do Crescimento Microbiano

Uso Preferencial

Pratos, bacias, jarros, equipamento
variado

b. Autoclave

Desnaturagdo das proteinas

Método muito efetivo de esterilizacao;
em cerca de 15 psi de pressao
(121°C), todas as células vegetativas
e seus endosporos sGo mortos
em cerca de 15 minutos

Meios microbiolégicos, solucdes,
roupa de cama, utensilios, curativos,
equipamento e outros itens que podem
suportar temperatura e pressao

2. Pasteurizacdo

3. Calor seco

Desnaturacdo das proteinas

Tratamento com calor para o leite
(72°C por cerca de 15 seg) que
mata todos os patégenos e a
maioria dos ndo-patogénicos

Leite, creme e certas bebidas alcodlicas
(cerveja e vinho)

a. Chama direta

Queima os contaminantes até
se fornarem cinzas

Método muito eficaz de esterilizacdo

Alcas de inoculagao

b. Incineracao

Queima até se tornarem
cinzas

Método muito eficaz de esterilizacao

Copos de papel, curativos contaminados,
-carcacas de animais, sacos e panos de
limpeza

c. Esterilizacdo com
ar quente

Oxidacao

Método muito eficaz de esterilizacdo,
mas requer temperatura de 170°C
por cerca de 2 horas

Vidros vazios, instrumentos, agulhas
e seringas de vidro

(Tortora, Funke e Case)



Filtracao Separagdo das bactérias do Remove os micrébios através da Util para esterilizar liquidos (enzimas,
liquido de suspensdo passagem de um liquido ou gés vacinas) que sGo destruidos pelo calor
através de um material semelhante
a uma tela; a maioria dos filtros em

uso consiste de acetato de celulose ‘

ou nitrocelulose

Frio

1. Refrigeracdo Reducdo das reagdes quimicas  Tem efeito bacteriostatico Conservacdo dos alimentos,
e possiveis alteracdes nas drogas e culturas
proteinas

. Congelamento Reducdo das reacdes quimicas  Um método eficaz para conservar Conservacao dos alimentos,
profundo (veja o e possiveis alteracdes nas culturas microbianas, em que as drogas e culturas :
Capitulo 6, pagina proteinas culturas s@o congeladas
169) rapidamente a =50 e -95°C

. Liofilizacdo Reducdo das reacdes quimicas  Método mais eficaz para a Conservacdo dos alimentos,
(veja o Capitulo 6, e possiveis alteracdes nas conservacdo prolongada de culturas  drogas e culturas
pdgina 169) profeinas microbianas; a dgua é removida por
alto vacuo em baixa temperatura

Alta Pressao Alteracdo da estrutura Conservacao de cores, sabores e Sucos de fruta
molecular de proteinas valores nutricionais
e carboidratos

Dessecacdo Interrupgdo do metabolismo Envolve a remogdo de dgua dos Conservacdo dos alimentos
micrébios; principalmente
bacteriostatica

Pressdo Osmética  Plasmélise Resulta na perda de agua das células  Conservagdo dos alimentos
microbianas

Radiacao
1. lonizante Destruicao do DNA Nao-disseminado na esterilizacdo Usado para esterilizar produtos farmacéutices
de rotina e suprimentos médicos e dentérios

2. Néao-lonizante LesGo ao DNA Radiacdo ndo muito penetrante Controle de ambiente fechado com .
ldmpada UV (germicida)

(Tortora, Funke e Case)



Meétodos fisicos de controle microbiano

- mata formas vegetativas dos
patdogenos bacterianos, quase todos os virus, e os fungos e seus
esporos dentro de " 10 minutos

e VVapor de fluxo livre (nao pressurizado) equivalente a agua fervente,
no entanto, enddsporos e alguns virus nao sao destruidos tao
rapidamente

e VVirus da hepatite pode sobreviver até 30 minutos de fervura

e Alguns endodsporos bacterianos podem resistir a fervura por mais de
20 horas




de exaustao
do vapor

Porta———— // : Camara da
| ! autoclave

Termémetro

e valvula ; ;
" O ar sai pelo respiro

Valvula de
fornecimento
de vapor

Entrada de vapor

Método preferencial para esterilizacao a menos que o
material seja danificado pelo calor ou umidade

Vapor de fluxo livre = 100°C pressdo atmosférica ao
nivel do mar
1 ATM acima (15 psi) =2 121°C - 15 minutos

i

Mata todos os microrganismos e seus enddsporos

Autoclave

Maior volume = mais tempo

J. Martinko

(Tortora, Funke e Case)



Funil

> Membrana filtrante Margrinao astor
Plataforma de
vidro

Base
Grampo de

Rolha de borracha

Filtracao

estéril
Poros de 0,22 um

(Tortora, Funke e Case)



Figure 7.5 Membrane Filter Types, (a) Bacillus megaterium on an Ulipor nylon membrane with a bacterial
removal rating of 0.2 pm (x2.000). (b) Enterococcus faecalis resting on a polycarbonate membrane filter with
0.4 pm pores (= 5.900).

Prescott-Harley-Klein:
Microbiology, Fifth Edition




Filtracao: Filtros HEPA
high efficiency particulate air

7 U

Exhaust HEPA =il
filter 1
Motor/blower 1

Supply HEPA 1
filter

'-.14“,.’@-\-'.-.:.--.\-,
i| Safetyglass | __d
I viewscreen / 2

| i

Special light
and electrical
compartment

(b)

Removem quase todos os
microrganismos maiores que
cerca de 0,3 um de diametro

Figure 7.6 A Laminar Flow Biological Safety
Cabinet. (a) A technician pipetting potentially hazardous
material in a safety cabinet. (b) A schematic diagram
showing the airflow pattern.

(Tortora, Funke e Case)



Radiacao esterilizante nao-ionizante e ionizante

lonizacdao da agua produzindo ions hidroxila altamente reativos que agem no
DNA e componentes organicos celulares

)

ionizante
A 1
m

105 nm 1073 nm 1 nm 103'nm 10% nm (109 nm) 1ofm

Raios - : ey
Bl Cobalt o et A i Raios X uv Infravermelho | Microondas | Ondas de réadio

Luz uliravioleta (UV) Luz visivel

3
g‘l.uz UV na luz solar

N
Bronzeamenio
Bactericida

i T T | — -
200nm 250 nm / /300 nV 350 nm 400 nm 450 nm 500 nm 550 nm 600 nm 650 nm
280 nm 295 nm 330 nm

Comprimento de onda aumenta
- Energia aumenta

— _/
Y

>1nm = nao ionizante

(Tortora, Funke e Case)



Camara de Biosseguranca

-Ligue o fluxo laminar (filtracao do ar)
-Limpe a superficie interna com alcool 70%
-Ligue a luz UV por 15 minutos antes de usar

Filtros HEPA

+

Luz Ultra-violeta

.'

(Tortora, Funke e Case)




Congelamento a baixas temperaturas

- 80°C

Diminui o metabolismo das bactérias;
Devido a temperatura 6tima da atividade
enzimatica e devido ao fato de nao ter agua
no estado liquido disponivel para reagao;

Efeito bacteriostatico.




Métodos quimicos de controle microbiano

Poucos atingem a esterilidade, a maioria reduz a populacao
para niveis seguros ou removem as formas vegetativas




TABELA 7.8 Agentes Quimicos Usados para Controlar o Crescimento Microbiano

Agente Quimico Mecanismo de Ac¢éo Uso Preferencial Comentdrio

Fenol e Compostos
Fenolicos
1. Fenol Ruptura da membrana plasmatica, Raramente usado, exceto como Raramente usado como
desnaturacdo das enzimas padrdo de comparagdo desinfetante ou anti-séptico
devido & possibilidade de

irritacd@o e odor desagradével

2. Compostos Fendlicos Ruptura da membrana plasmatica, Superficies ambientais, Os derivados do fenol sdo
desnaturacdo das enzimas instrumentos, superﬁcies cuténeas  reativos mesmo em presenca de
e membranas mucosas material orgdnico; um exemplo
é o Ofenilfenol

3. Bifendis Provével ruptura da membrana Sabonete para as maos e logdes O friclosano € um exemplo
plasmética hidratantes especialmente comum
de um bifenol. Ampla utilizagdo
porém mais eficaz contra
gram-positivos

L—i;t-er-
Centenary

OH

QO

(b) O-phenylphenol

1
54 cl cl
lQ cl OH
C
|
! AT oD)-o
Ctl OH HO C

(c) Hexachlorophene (a bisphenol) (d) Triclosan (a bisphenol)

http://www.answersingenesis.org/assets/images/ai Figure 7.7 The structure of phenolics and bisphenols. com 100 copinhos



Métodos quimicos de controle microbiano

« Avaliando um desinfetante — Método de disco-difusao

Zona de inibicao

A O-Fenilfenol
\\ Hexaclorofeno

Staphylococcus aureus
(gram-positivo)

O-Fenilfenol

Hexaclorofeno

Escherichia coli
([gram-negativo)

Pseudomonas aeruginosa
(gram-negativo)




Métodos quimicos de controle microbiano

Tabela 17.3 Anti-sépticos, desinfetantes e esterilizantes

Agente Uso

Anti-sépticos

Alcool (etanol ou isopropanol 60-85%, diluidos em dgua)® Pele

Compostos contendo fenol (hexaclorofeno, triclosan, cloroxilenol, Sabdes, locdes, cosméticos,
clorexidina) desodorantes corporais

Detergentes cationicos, especialmente os compostos Sabdes, logbes
quaternérios de amonio (cloreto de benzalcdnio)
Peréxido de hidrogénio® (solugio a 3%) Pele

Compostos iodéforos, contendo iodo em solucao® (Betadine®) Pele

Nitrato de prata Olhos de recém-nascidos,
para evitar a cegueira
decorrente da infecgdo
por Neisseria gonorrhoeae

Modo de acéo

Solvente de lipideos e desnaturante
de proteinas

Rompem a membrana celular

Interagem com os fosfolipideos
de membrana

Agente oxidante

Todinam residuos de tirosina das
proteinas, agente oxidante

Precipita¢ao de proteinas




Métodos quimicos de controle microbiano

Mata as bactérias e
Time of Exposure (sec) fungos, mas nao tem
Concentration 20 30 40 -4 4
e i a,gao e|31 endosporo e
virus nao-envelopados

100
95
90

- Nao deixa residuos!!

70% é a concentracdao mais usada

60-95% parecem matar coma mesma rapidez

Desnaturacao das proteinas requer agua!!




Agentes antimicrobianos utilizados in vivo

Paul Ehrlich — Bala magica

“Que mate um microrganismo, sem
matar seu hospedeiro”

Idéia de Toxicidade Seletival




Agentes antimicrobianos utilizados in vivo

- Agentes quimioterapicos: sintéticos ou ).

- Antibiotico: substancia que, em
pequenas quantidades, inibe o crescimento de outros
microrganismaos.

« 1940: primeiro teste clinico da penicilina por um grupo de
cientistas da Universidade de Oxford, liderados por Howard Florey e

Ernst Chain.

- Mais da metade dos antibidticos produzidos sao obtidos de
especies de Streptomyces — bactéria filamentosa do solo. Alguns de
Bacillus e outros dos fungos Penicillium e Cephalosporium.

toxicidade seletiva: capacidade do composto de inibir
bactérias ou outros agentes patogénicos sem provocar
efeitos adversos no hospedeiro.




TORTORA
FUNKE
CASE

Estudar:

Capitulos 5, 6 e 7 do livro Tortora et. al. “Microbiologia”
12a Ed. Artmed, 2017.




