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Diagnostico Bacteriologico




Crescimento bacteriano
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Crescimento bacteriano

Em microbiologia, o termo crescimento
refere-se a um

€ hao ao aumento das
dimensbes celulares. Uma célula dara
origem a duas ao fim de um certo tempo,



Crescimento bacteriano

1. Em microbiologia, o termo crescimento refere-se
a um aumento do numero de células e nao ao
aumento das dimensoes celulares. Uma célula
dara origem a duas ao fim de um certo tempo,
tempo de geracao ou de duplicacao.



Crescimento bacteriano

Replicacao do
DNA

Elongacao
celular

Formacao do septo
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Finalizacao do
septo, com a
formacao de
paredes distintas

Separacao
das células

Fissao binaria



Mobilizacao genética
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1. Conjugacéo

2. Transformacéo

3. Transducao
Nature Rev Microbiol.13:42-51. 2015.



Crescimento bacteriano

10 hours growth = > 1 Billion cells!

Crescimento exponencial

onde:

N= numero final de células,
No= numero inicial de células,
Nn= ndmero de geracoes




Crescimento bacteriano

CURVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAS FECHADOS)

Estacionara Declinio

Tempo (Hrs)

FASE lag: pouca ou auséncia de divisao celular (fase de adaptacao)
(estado de laténcia, com intensa atividade metabdlica)
FASE log: inicio do processo de divisdo (periodo de crescimento, aumento logaritmo)
(reproducao celular extremamente ativa)
FASE ESTACIONARIA: velocidade de crescimento diminui, n° de cél. vivas = n° de cél. mortas
FASE DE MORTE CELULAR: n° de células mortas > células novas.



Crescimento bacteriano

aplicacao

Conditions for bacterial growth

000 5°C 1o 60°C Food
pecomes 2 As TIME Increases l> becomes
contaminated | unsafe




Crescimento bacteriano

Requerimentos nutricionais basicos

1.0 crescimento depende da presenca de agua
2.Macroelementos: H, O, C, N, S, P,
3.0ligoelementos: K, Na, Ca, Mg, ¢, Zn, Cu, etc.
4. A Incorporacdo e realizada por processos

gquimicos = METABOLISMO:
Catabolismo: degradacao

Anabolismo: sintese



Crescimento bacteriano

Cultivo de bacteérias

1.Permite obter um numero suficiente de ceélulas
bacterianas para realizar um estudo.
2. Melo de cultivo:

~onte C
~onte C
—onte

—onte

e Carbono

e Enxofre

e Fosforo

e Minerais (Mg, Fe, K, Mn, Cu, Zn)

~atores de Crescimento



Crescimento bacteriano

. Do ponto de vista da bioguimica, a
respiracao celular é o processo de conversao
das ligacOes quimicas de moléculas ricas em
energia que possa ser usada NnOsS processos

vitals.

CsH,0O4 + 60, — 6CO, + 6H,0 + energia (ATP)



Crescimento bacteriano

2. : . Um processo em que
O piruvato € apenas parcialmente oxidado, ndo se segue 0
ciclo de Krebs e ndo ha producao de ATP numa cadeia de
transporte de elétrons. No entanto, a fermentacao e util para a
célula porgue regenera o dinucledtido de nicotinamida e
adenina (NAD), que é consumido durante a glicdlise.

Outras moléculas, como NO,, SO, s&o os aceptores finais na
cadeia de transporte de elétrons.

CsH,,05 — C3HO5 (2 Ac. Lactico) ou
CsH.,04 — C,H,O (2 Etanol) + CO, (2 dioxido de carbono)
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1° Investimento

de energia

Fructose 1,6-difosfato
2° duplicacao

Gliceraldeido 3-P (x2)

3° Oxidacao:

geracao de
energia

@ ®riRUVATO (x2)



Oxidacao de substratos por NAD+

NAD= Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

Metabolito-H, + NAD*

\4

NADH + H* + Metabdlito + energia
ATP



GLICOLISE

Glicose
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FERMENTAGAO: |
Glicblise Anaerdbia Glicose

2 NAD
S

" (2) Ac.piravico
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(2) Ac. lactico IS Ac?talde|do
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ETANOL




FERMENTACAO:
Glicolise Anaerdobia

HEXOSA Acido acético
1 Acido lactico
Succinato

Etanol
Enterobacteriaceae

Acido ).
Propidonico

Propionibacterium

Etanol Acido
Sacaromyces LAactico

Lactobacillus
Streptococcus

Acido
Butirico

Clostridium




Fermentacao

Glucose rli
H- C -OH

2 ADP

2 NAD* 2 Ethanol
= 2ATP
/]

2 Pyruvate —L» 2 Acet

Producao de Alcodl



Fermentacao

Glucose

2 Lactate

*

<2 NAD*

(|3=O 2 Pyruvate
CH,

Producéao de acido lactico



RESPIRACAO Glicose
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RESPIRACAO

ELECTRON TRANSPORT CHAIN

NAD*®

NADH dehydrogenass Cytochrome b-c, Cyto . ATP
complex complex axidas = synthasa

Copyright © 2001 Banjamin Cummings, an imprinl of Addison Wasley Longman, Inc.

http://www.youtube.com/watch?v=Idy2 XAIZIVA



http://www.youtube.com/watch?v=Idy2XAlZIVA

Bacterias Gram negativas:

Anaerdbias Facultativos

Fermentadores da Glicose O /

F. Vibrionaceae
F. Aeromonadaceae




Bactérias Gram negativas:

Aerdbias Estritas

Nao Fermentadores da Glicose
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Crescimento bacteriano

Cultivo de bacteérias

1.Permite obter um numero suficiente de ceélulas

bacteriana

para realizar um estudo.

2. Méio de cultivo:

—onte ©
—onte ©
—onte ©
—onte C

—onte

e Energia (Oxidacao/Fermentacao)
e Carbono

e Enxofre

e Fosforo

e Minerais (Mg, Fe, K, Mn, Cu, Zn)



Crescimento bacteriano

1. Também conhecidos como vitaminas
2.Substancias que sao parte da celula, porém nao
podem ser sintetizadas.

Purinas e pirimidinas (ac. Nucleicos)
Vitaminas (co-enzima, grupo prostético)
3. Bactérias que precisam de estes fatores sao
denominadas de AUXOTROFICAS



Crescimento bacteriano

Fatores de crescimento

:'.':.-'-
xR
[ -
A
W
b
oy
.l
o,
N
. N
E
s
,_I:::.;‘
1

. . Haemophilus paraanfluenzae
T ¥=hemn wv= NAD

AUXOTROFICAS




Crescimento bacteriano

Tipos nutricionais

1.Quimiotrofico: respiracao/fermentacao = Energia
2.Quimiorganotrofico = Energia = C. organicos

3.Autotroficos: obtem Carbono celular pela fixacao

de CO,
4. Heterotrofos: obtem Carbono pela assimilacao

de compostos organicos (precisam de outros).




Crescimento bacteriano

Fatores Ambientais : pH
1.Regulado pela concentracao de [H+/OH-]
2. pH neutro [H+] = [OH-] = pH 7,0

<€ >
Fungos Bactéria

pH2 3 Z 5 6 / 38 9 10 11

Acidofilas Neutrofilas Alcalo6filas

Bacillus spp.




Crescimento bacteriano

Fatores Ambientals : Temperatura

Psicrofilas
<20°C

Mesofilas

30-37°C

Termofilas
> 50° C

Bacillus spp.



Crescimento bacteriano

Fatores Ambientals : Temperatura

Transicao de fase de lipides (Tm)

Gel Phase

Acido palmitico; 16:0; Tm = 63.1° C
Acido palmitoleico; 16:1 (A%; Tm=-0,5°C



Crescimento bacteriano

Fatores Ambientais : Atmosfera

Segundo o requerimento de O,, as bactérias se
classificam em:

1. Aerobias estritas: s6 crescem na presenca de O,

2. Anaerobias
facultativas: presenca ou auséncia de O2
estritas: auséncia de O, (O, é toxico)
aerotolerantes: podem crescer na presenca de
O,, porém a energia € obtida por fermentacao

3. Microaerdfilas: precisam de um 5 — 10% de CO,




Anaerobio

//

= Metabolismo——rodutos toxicos 7L, Desintoxicagio—— Morte

\\

-

para enzimas Celular
O,
HO,
-
Anion Radical Perd6xido de

superoxido Hidroperoxila Hidrogénio



Aerdbio / Anaerdbio Facultativo

/f

\\

>

- Metabolismo—>Pr°d“t°S_ tOXiCOS —p Desintoxicagio——» Prondé%tos
para enzimas 1. Superoxido toXicos
O, dismutase
HO, 2. Catalase H,O
H,O, 3. Peroxidase O, /
O, + O, H,O,+ O,
Superoéxido
dismutase
H,O, + H,0, 2 H,0+ 0,
catalase
H,O, + H,R 2H,0 + R

Peroxidase



Potencial de oxi-reducao (Eh)

 E a medida da tendéncia de um sistema
reversivel em ganhar ou perder elétrons
(expresso em mV)

 Composto oxidado = Eh ++++
 Composto reduzido = Eh - - - -



Potencial de oxi-reducao (Eh)

Eh ++++

+500mV .
} Aerobios
+350mV

} Anaerdbios facultativos

+100mV

+30mV

Em auséncia de O, toleram

-150mV Anaerébios Substrato com Eh elevado (+370mV)

Em presencga de O, limite de +100mV
-250mV

Eh----




Anaerobios estritos

Clostridium spp.

Camara de Anaerobiose



Anaerdbios estritos
Clostridium spp.




Crescimento bacteriano

Fatores mbientais : Atmo.sfera
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Crescimento bacteriano

Efeito do oxigénio sobre o crescimento de varios tipos de
bactérias

AEROBIO ANAEROBIO ANAEROBIO MICRO ANAEROBIO
ESTRITOS ESTRITO FACULTATIVO AEROFILO AEROTOLERANTES




Crescimento bacteriano

Fatores Ambientais : Pressao
osmotica e forca ionica

Nao Halofilos: nao -
necessitam de sal e nio Halotolerante  Haléfilo Haléfilo
toleram a presenca no meio Staphylococcus Vibrio fischeri  [IEXtremo

aureus Halobacterium
; \sal/narum

Halotolerantes: nao
necessitam de sal mas
toleram a presenca no meio.

Hal6filos: necessitam de sal
em uma concentracao

moderada Néo FaloEie]
L g ] Escherichia
Hal6filos extremos: soll
necessitam de sal em altas .
concentragoes. NaCl (%)
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Crescimento bacteriano

Meios de cultura

il Wy D
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Robert Koch (1843-1910)
Desenvolveu métodos de cultura pura



Crescimento bacteriano

Meios de cultura

Preparados estéreis que contém todos o0s
nutrientes e elementos necessarios para o0
desenvolvimento microbiano.

Segundo o estado fisico se classificam em:
1. Meios liquidos

2. Meios semi-solidos

3. Meios solidos (agar 1,5 — 2,0%)



Crescimento bacteriano

Meios Liquidos (caldo)

O crescimento bacteriano é detectado através da
turbidez



Crescimento bacteriano

Meio de transporte: cary-blair, stuart, amies



Crescimento bacteriano

I\/Ielos solidos (Aqar)

rr— - ’-/ " |

-y

Permite obter cultura pura de bactérias com
colonias isoladas



Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: composicao quimica

Meios _sinteticos: composto por substancias
guimicas conhecidas (Bacto agar, agar peptona)

Meios complexos: além dos compostos quimicos
conhecidos contéem extrato de carne, levedura,
hidrolisados de proteina (TSB, TSA)




Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao
Meio comum (simples): crescimento de um
grande numero de bactérias
Tripticase soja agar (TSA)

Micococcus luteus

37° C/24n.

Aerobioses



Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao

Meio enriguecido: isolamento de bactérias

exigentes, porém, crescem tanto Gram +/ Gram -
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Agar peptona + 5%
de sangue
Streptococcus spp.




Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao

O méio Agar Sangue (AS) permite visualizar
hemolise produzida pela expressao de
hemolisinas




Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao

Meio enriguecido: isolamento de bactérias
exigentes, porem, crescem tanto Gram +/ Gram -

Agar chocolate:

Agar peptona + 5% de sangue
aguecida

Neisseria spp.




Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao

Meio seletivo: iIsolamento de uma bactéria

previamente determinada.

Agar Mac Conkey:

Inibidores: sais
biliares e cristal
violeta

oty

Crescimento seletivo de bactérias Gram negativas



Crescimento bacteriano

Meio seletivo indicador: isolamento de uma bactéria
previamente determinada.

Lactose positiva Lactose negativa
Agar Mac Conkey:

Inibidores: sais biliares e cristal violeta
Indicador de pH: vermelho neutro




Crescimento bacteriano Gram
POSItIVO

“Meio seletivo indicador: isolamento de uma bactéria
previamente determinada.

Staphylococcus epidermidis )
Manitol -

Staphylococcus aureus
Manitol +

Agar Manitol Sal (Chapman):

Inibidores: NaCl 6,5%
Indicador de pH: vermelho de fenol




Crescimento bacteriano

Meio seletivo indicador: isolamento de uma bactéria

sacarose positiva sacarose negativa

Agar TCBS: (tiiosulfato-citrato-sais biliares-sacarose):

Inibidores: sais biliares e cristal violeta
Indicador de pH: azul de bromotimol




Cultivo e 1solamento de bactérias




Cultivo e 1solamento de bactérias




Cultivo e 1solamento de bactérias




Cultivo e 1solamento de bactérias




Cultivo e 1solamento de bactérias




Cultivo e 1solamento de bactérias




Obtencao de Cultura Pura




Técnica de esgotamento do inoculo




Cultivo e 1solamento de bactérias




Cultivo e 1solamento de bactérias

CondicoOes da incubacao

v Atmosfera (O,, CO,...... )
v’ Temperatura (37°C.....42°C)
v Periddo (24h...48h.....)



Cultivo e 1solamento de bactérias

Incubacao 37° C x 24 H

Atmosfera:
Aerobiose ou
Microaerofilia ou

Anaerobiose




Cultivo e 1solamento de bactérias

Cultura pura

' Colbnias isoladas:
agrupamento de

' bactérias da mesma
espécie




Morfologias das colonias

Circular Irregular Filamentous Rhizoid

Elevation

Convex Umbonate Crateriform

Undulate Filiform




Morfologias das colonias

Thomson and Cohen

ASM MicrobeLibrary.org © MacDonald, Adams and Smith ASM MicrobeLibrary.org © Robison, Moffitt, Thomson and Cohen

S. aureus ~ Bacillus anthracis erratla marcescens

ASM MicrobeLibrary.org © MacDonald, Adams and Smith

ASM MicrobeLibrary.org © MacDonald, Adams and Smith : ASM MicrobeLibrary.org © MacDonald, Adams and Smith

Mycobacterium smegmatis Pseudomonas spp. Nocardia asteroides



