Bactérias
<« ]

Coloracao — positiva, negativa e de Gram

Motilidade




Classificacao de bacterias
-

e Analise do acido nucléico: seqtiéncia do DNA do
rRNA; conservado entre espécies

e Analise de propriedades bioguimicas (exemplo:
coloracao de Gram) e caracteristicas de crescimento

e Caracteristicas morfologicas (forma, flagelos —
exemplo: motilidade)



Tamanho
« ]

Oscillatoria (cianobactéria)
8 x 50 um

Bacillus
megaterium
1.5x4um

Escherichia coli
1x3um

>

Streptococcus
pneumoniae
0,8 um de didmetro

a

Haemophilus

influenzae

025x1,2um
@

2-3 um

v

Comparacao dos tamanhos de varios procariotos (Brock et al., 2004)

A



Coloracao de Bactérias
o]

e Observacao das caracteristicas morfoldgicas
e Facilita a visualizacao

e Evidencia diferencas entre células (Método
de Gram)



Coloracao de Bactérias
o]

- Direta- A bacteria fica colorida
~ Simples
+ Gram (diferencial)
Corantes: Safranina ou Fucsina

- Indireta- A lamina fica colorida
Corantes: Nankin ou Nigrosina



Focalizacao ao microscopio optico

A B C
PEX 10 = 950 44X 10 = 440 10X 10 = 100 Aumento total com
_ oculares 10X
Q@5 X 44 X 10X Aumento
L A'mm 16 mm Distancia focal

5 mm i »Distancia de trabaiho
Lamina

Distancia de trabalho




Focalizacao ao microscopio optico

Efeito do 6leo de imersao

Figura 4-4. Fungdo do 6leo
usado com objetiva de
imersdo. Note-se que n

(indice de refracéo) é igual

para a l&mina de vidro e o
6leo. Isto faz com que os
raios luminosos ndo se
dispersem &0 atravessarc.T
o conjuntc l&mina-o6leo,
permitindo a entrada de n ={1,00
um grande cone de luz na |

objetiva. B




Coloracao de Bactérias
o]

- Direta- A bacteria fica colorida
+~ Simples
+ Gram (diferencial)
Corantes: Safranina ou Fucsina

- Indireta- A lamina fica colorida
Corantes: Nankin ou Nigrosina



Coloracao Direta Simples

=
1 . ESfreg a(;,o Espalhar a cultura em uma

camada fina sobre a lamina.

2. Fixacdo X

Passar a lamina sobre a chama para

3. C()l()ra(;ao a fixagdo. ﬂ
4. Lavagem /Q

5. Secagem Cobrir a lAmina com o I:> Lamina—] EF i

- Oleo
corante, lavar e secar 4

Observacéo

6. Observagao (10X, 40X & 100X)



Coloracao de Bactérias
o]

- Direta- A bacteria fica colorida
~ Simples
+ Gram (diferencial)
Corantes: Safranina ou Fucsina

- Indireta- A lamina fica colorida
+ Negativa
Corantes: Nankin ou Nigrosina



Coloracao Indireta (Negativa)

Bacillus subtilis



Coloracao de Bactérias
o]

- Direta- A bactéria fica colorida
~ Simples
+ Gram (diferencial)
Corantes: Safranina ou Fucsina

- Indireta- A lamina fica colorida
Corantes: Nankin ou Nigrosina
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Teste (Coloracéo) Gram &Y

Sequéncia de corantes -
Professor Hans Christian Gram

]
Apos a fixacdo do esfregaco:

Cristal violeta (1 min)

Lavar suavemente (agua)

Solucao lugol (1 min)

Lavar suavemente (agua)

Descolorir com alcool etilico absoluto (30 seq)

Lavar suavemente (agua)

Safranina (30 seqQ)

Lavar com agua

Secar ao ar

Observar
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As cores das células bacterianas em cada etapa da
Coloracao de Gram

BACTERIAS BACTERIAS

GRAM POSITIVAS GRAM NEGATIVAS
/ E ‘\
\
S \( \ Células fixadas {
{ J\ 4 & lémina )\_/

S

Corante principal:
cristal violeta

0&

Tinge em pUrpura

Tinge em purpura
% Mordente: %
solu¢cdao de iodo

Permanece purpura

Permanece purpurg|

{} N\
3 )

).

Descorar: NEey AN
comdicoole/ou  /~ N\ )
acetona \ J ~—"

Permanece purpura Toma-se incolor

55

com sofronmo

Permanece purpura Tinge em vermelho

GRAM+ GRAM-

Cristal Violeta (CV) CV CV

Solucéao iodo (1)

Alcool

Safranina

CV+l CV+I

CV+l

Cv+l <P



Coloracao de Gram

o Aplicagdo de violeta
de genciana (corante
purpura)

Aplicagéic de iodo
(mordente)

¢ .‘(}

(a)
?w Il
&1

e

\ Bcston%feﬁ

Cocos

e Lavagem com élcool
(descoloragdo)

Cristal
violeta

lodo
Alcool

H[]E =

o Aplicagdo de safraning

|contracorante)

(a) Procedimento. (b) Micrografia
de bactérias coradas pelo Gram.
Os bastonetes e os cocos (violeta)
sao gram-positivos, e os vibribes

(rosa) sao gram-negativos.

Safranina



Motilidade de Bactérias

Técnica da Gota Pendente

= Lamihula +

B o /.
= .__ suspensao de bacterias

4 P
e @ =
X == 2 N - ;

I S G TN

O
[2 CEPSTRL SR R |

o ap— [T I ami) 2 S F 1T, 2 :
t/‘/{f'-‘,_- As '/-’.'-}:/)’Z%ijj’f/”//////’/i; 7.“4



Motilidade de Bactéerias

Salmonella typhi
(insercao peritrica)




