BMMA413 — Aula 2: Metabolismo
bacteriano: crescimento bacteriano,
cultura e isolamento em meios de cultura

e identificagcao bioquimica

77, Nilton Lincopan

ICB/USP

Al images are believed to be in the public domain. If this is not the case, please email the author at and any images will be promptly removed.




Diagnostico Bacteriologico




Crescimento bacteriano

NUTRIENTES

N\

/ \
A\ — B/

Meio de cultura Hospedeiro




Crescimento bacteriano

Em microbiologia, o termo crescimento
refere-se a um

e nao ao aumento das
dimensoes celulares. Uma ceélula 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 ceélulas e ndo 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
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Mobilizacao genética

1. Conjugacao
2. Transformacao

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= numero de geracgoes




Crescimento bacteriano

CITRVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAN FECHADOS)

Lag :Leg Estacionaria Declinio

FASE /ag: pouca ou auséncia de divisao celular (fase de adaptacao)
(estado de laténcia, com intensa atividade metabdlica)
FASE /og: inicio do processo de divisao (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

; FOOd stored in lemperature ganger zona -
Food 5°C 1o 80°C A Fooo
DECOMes }' ! As TIME increases V> becomes

contaminated I 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 Incorporacao € realizada por processos
quimicos = METABOLISMO:
Catabolismo: degradacao
Anabolismo: sintese




Crescimento bacteriano

Cultivo de bacteérias
1.Permite obter um numero suficiente de células
bacterianas para realizar um estudo.
2. Meio de cultivo:

-onte de Carbono

-onte de Enxofre

-onte de Fosforo

~onte de Minerais (Mg, Fe, K, Mn, Cu, Zn)
-atores de Crescimento




Crescimento bacteriano

. Do ponto de vista da bioquimica, a
respiracao celular € o processo de conversao
das ligacoes quimicas de moléculas ricas em
energia que possa ser usada NnOS Processos

vitais.

CgH4.,04 + 60, — 6CO, + 6H,0 + energia (ATP)




Crescimento bacteriano

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

Outras moléculas, como NO,, SO, sdo os aceptores finais na
cadeia de transporte de eletrons.

CgH, .05 — C3H;O,4 (2 Ac. Lactico) ou
CgH,,04 — C,H;O (2 Etanol) + CO, (2 dioxido de carbono)
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Oxidacao de substratos por NAD+

NAD= Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

Metabolito-H, + NAD*

\4

NADH + H* + Metabdlito + energia
ATP




GLICOLISE

Gllcose
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Ac plruwco

FERMENTAC}AO RESPIRAQAO




FERMENTACAO:

Glicélise Anaerdbia Glicose
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FERMENTACAO:

Glicolise Anaerobia

Acido N
Propionico

Propionibacterium

Sacaromyces

HEXOSA

l

Acido
Lactico

Lactobacillus
Streptococcus

Acido acético
Acido lactico
Succinato

Etanol
Enterobacteriaceae

Acido
Butirico

Clostridium




Fermentacao

Glucose H

<2 NAD~
2 NADH

i
H-C-OH
|
CH,
2 Ethanol

|
CHs

2 Pyruvate e > 2 Acetaldehyde

Producao de Alcodl



Fermentacao

Glucose (lJ‘
=4
2 ADP H—C—OH

|
CH,
5 NAD+ 2 Lactate
< 2 NADH

?:0 2 Pyruvate
CH,

Producao de acido lactico



RESPIRACAO

Glicose




RESPIRACAO

ELECTRON TRANSPORT CHAIN

NADH dehydrogenass Cytochrome b—g, Cytochrome ATP
complex complax axidase complex synthasa

Copyright @ 2001 Banjamin Cummings, an imprinl of Addison Weasley Longman, Inc.




Bacterias Gram negativas:

Anaerobias Facultativos

Fermentadores da Glicose

F. Vibrionaceae
F. Aeromonadaceae




Bacterias Gram negativas:

Aerdbias Estritas

Nao Fermentadores da Glicose

0
o




Crescimento bacteriano

Cultivo de bactérias
1.Permite obter um numero suficiente de ceélulas
bacteriana para realizar um estudo.
2. Meio de cultivo:
~onte de Energia (Oxidacao/Fermentacao)
-onte de Carbono
-onte de Enxofre

~onte de Fosforo
~onte de 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. Nucléicos)
Vitaminas (co-enzima, grupo prostetico)
3. Bactérias que precisam de estes fatores sao
denominadas de AUXOTROFICAS




Crescimento bacteriano
Fatores de crescimento

Haemophilus influenzae fmutritional factors

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

5 6 14 38 9 10 11

Acidofilas Neutrofilas Alcalofilas

Bacillus spp.




Crescimento bacteriano

Fatores Ambientais : Temperatura

T 15 20 25 30 35

Psicrofilas Mesofilas

<20°C 30-37°C

40

45

50 55

Termofilas
>50°C
Bacillus spp.




Crescimento bacteriano

Fatores Ambientais : Temperatura

Transicao de fase de lipides (Tm)

Liquid Crystalline Phase

Acido palmltlco 160 Tm=63.1°C
Acido palmitoleico; 16:1 (A%); Tm=-0,5°C




Crescimento bacteriano

Fatores Ambientais : Atmosfera

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

1. Aerobias estritas: so crescem na presencga de O,

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

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




Anaerobio
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=~ Metabolismo—— Produtos toxicos 7L> Desintoxicagdo—— Morte
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Aerobio / Anaerobio Facultativo
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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 S
} Aerdbios
+350mV

} Anaerdbios facultativos
+100mV

+30mV | |

Em auséncia de O, toleram

150mV | { Anaerébios SuPstrato com Eh elevado (+370mV)

Em presenga de O, limite de +100mV

-250mV |

Eh----




Anaerobios estritos

Clostridium spp.

Camara de Anaerobiose




Anaerodbios estritos
Clostridium spp.




Crescimento bacteriano

Fatores Amblentals Atmosfera




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 idnica

Nao Haloéfilos: nao
necessitam de sal e ndo Halotolerante Halofilo Hﬂlﬁmﬂ
Staphylococcus Vibrio fischeri

toleram a presenca no meio. L Ha,rﬂbamenum

. salinarum
Halotolerantes: nao : _
necessitam de sal mas - \

toleram a presenca no meio.

laxa de crescimento

Halofilos: necessitam de sal
em uma concentracao | / x
moderada Nao haléfilo

. Escherichia 4
Halofilos extremos: coli ;

necessitam de sal em altas /
concentragoes. NaCl (%)




Crescimento bacteriano

Meios de cultura

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




Crescimento bacteriano

Meios de cultura

Preparados estéreis que contem todos os
nutrientes e elementos necessarios para o
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

Meios semi-solidos

(S 4 l'l )
LY ‘ i
] L ]

Meio de transporte: cary-blair, stuart, amies




Crescimento bacteriano

Permite obter cultura pura de bactérias com
colonias isoladas




Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: composicao quimica

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

Meios complexos: alem dos compostos quimicos
conhecidos contem 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 /24 h.

Aerobioses




Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao

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

Agar sangue:

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

ASM MicrobeLibrary.org © Buxton 4.
ASM MicrobeLibrary.org © Buxton |



Crescimento bacteriano

Meios de cultivo: utilizacao

Meio enriquecido: 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: Isolamento de uma bactéria
previamente determinada.

Aqgar Mac Conkevy:

Inibidores: sais
biliares e cristal
violeta

Cresmmento ‘seletivo de bacterlas Gram negativas




Crescimento bacteriano

Meio seletivo indicador: isolamento de uma bactéria
previamente determinada.

Lactose positiva
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 >~ - Staphylococcus aureus
Manitol - \ : = Manitol +

Agar Manitol Sal Chpman):
Inibidores: NaCl 6,5%
Indicador de pH: vermelho de fenol




Crescimento bacteriano

Meio seletivo indicador: isolamento de uma bactéria
previamente determinada.

——

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 isolamento de bacteérias




Cultivo e isolamento de bacteérias




Cultivo e isolamento de bacteérias




Cultivo e isolamento de bacteérias




Cultivo e isolamento de bacteérias




Cultivo e isolamento de bacteérias




Obtencao de Cultura Pura

Culture Plate Methods

Semi-guantitative
Foint of speaimen apphication

17 streal area

27 etreak area

3* etroak area

2% pros

Quantitative

Foint at application of
calibrated volume of =pecimen

1% streak gros

e-atreak




Técnica de esgotamento do inéculo
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Cultivo e isolamento de bacteérias

Condicoes da incubacao

v Atmésfera (O, CO,
v Temperatura (37°C.....42°C)
v Periédo (24h...48h.....)




Cultivo e isolamento de bacteérias

Incubacdo 37° C x 24 H

Atmosfera:

Aerobiose ou

Microaerofilia ou

Anaerobiose




Cultivo e isolamento de bacteérias

Cultura pura

Colbénias isoladas:
agrupamento de

{ bacterias da mesma
especie




Morfologias das colonias

Circular Irregular Filamentous Rhizoid

Elevation

Raised Convex Flat Umbonate Crateriform

Margin

QPO =V

Entire Undulate Filiform Curled Lobate




Morfologias das colonias

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

S. aureus Bacillus anthracis erratia marcescens

ASM MicrobeLibrary.org ©® MacDonald, Adams and Smith

ASM MicrobeLibrary.org ® MacDonald, Adams and Smith

Nocardia asteroides




