Universidade de S&o Paulo
Escola de Engenharia de Lorena
Departamento de Biotecnologia

EppLysy

Microbiologia Experimental

Prof: Tatiane da Franca Silva

tatianedafranca@usp.br

Conceito de Col6nia Pura

Colnia visivel vem de um dnico esporo, célula vegetativa ou de um
Brupo dos mesmos microrganismos.

Isolamento de microrganimos

produeem wubstsncive
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Biologia Molecular Metagenémica
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+ Estudos com o RNA ribosomal (165 e 185) ;\aEtsut:Jadl.o dos microrganismos e suas comunidades no contexto de seu habitat

* Identificagdo de Espécies — DNA Barcode

* Moléculas marcadoras * Mais de 10.000 genomas microbianos podem se sequenciados em um

Ginico experimento.

Capacidade de cultivar um microrganismo especifico

Atender as exigéncias nutricionais e condigdes fisicas ideais

A desconhecida biodiversidade da
Terra
Devem ser fornecidos:

Parn cada espécie de ser vivo conhecida no

[ —
adas, # < Fonte Carbono (C): glicose, amido,

» de um grupo da
sacarose, dextrose, ...

dos Unidos. [
A

-
ve abrigar &

ta, hi 100 mil por serem identi

< Nitrogénio (N)

Fonte de Enxofre e fosforo

rorganismos ainda o identifica Elementos Minerais : Ca, Fe,
Vitaminas

H,0




Condigdes fisicas ideais:
pH
Temperatura

Aeragdo,

Classificagdo do Meio de cultura

Quanto a composi¢do
Sintéticos : quimicamente definidos
Naturais ou Complexos: com composigdo quimica ndo definida, como extratos
de vegetais, de animais e de microrganismos.
[eIELIGERNVLEL

Seletivos: para um determinado microrganismos

N3&o Seletivo: ampla gama de microrganismos

Diferencial: evidencia propriedade
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Classificagdo do Meio de cultura

Quanto a consisténcia:

Meio Liquido

Meio Sélido (Agente

Solidificante)

Meio de Cultura- Liquido

1.Bactérias
Extrato de carne
Peptona

Cloreto de s6dio

3,0
10,0

509/L.,pH=7,0

2 .Leveduras
Extrato de levedura
Extrato de malte
Peptona

Glicose

3,0
3,0
5,0
10,0 g/L pH= 4,5
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CONTROLE DE POPULAGOES MICORBIAN-
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a) Detergentes:

—

Destruir, inibir ou

mu:wmnilm«

Agentes fisicos Agentes quimicos

Microrganismos .m nu'lmol aceitaveis ou

am mnmo-

extremidade Hidrofilica e Hidrofébica.

Causam ruptura das membranas celulares

c) Alcoois:

proteinas.

Etilico a 60-85%: mata células vegetativas
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Dissolvem lipidios de membrana e desnatura

AGENTES ANTIMICROBIANOS QU fMICOS-

Capaz de matar ou inibir o crescimento do microrganismo

v'Atuagdo “staticos” (crescimento). Ex: Bacteristatico
v Atuagdo “cida” (morte). Ex Bactericida

v/ Atuagdo “ litica” (morte por lise). Ex: Bacteriolitico
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Bacteriostitico Contagem de.
[ céhias oizis

L contagamae
cénias vidvais

Log do nimera de cekilis

Log 80 nimero de céluss

Tempo

e) Halogénios: Fortes Agente Oxidantes. Reage com as proteinas.

iodo, cloro, bromo

Exemplo: lodo combina-se com a tirosina, inativando proteinas
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g) Peréxido de Hidrogénio: liberam radicais livres de hidroxila dentro da

célula
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[ Reacdo geral: 05"+ Hy 0, OH™ + OH' + 0, |

Radicais Livres 0 .

B

Alteragbes/ Lesdes

Antibidticos B —lactamicos

% Inibe a Biossintese da parede (transpeptidag&o)

- Penicilina — Gram positiva

-Penicilina Semi-sintética
(Ex: Ampicilina): Gram negativa
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Agentes Antim 0s in vivo

«¢ Sintéticos:

Ex: Salvarsan — Composto com Arsénio. Utilizado no tratamento
da Sifilis. Muito toxico.

Paul Erlich - Prémio Nobel 1908

wgaih &

gfwz}<;={%w

A O

Fonte: Madigan etal, 2004. Microblologia de Brock on

<+ Antibidticos- Produzido por microrganismos
Toxicidade Seletiva

Principais modos de @
acao de antibio
sobre bactérias

Inibicio ds duplicacio

L] Inibigio da atuagdo de
TN substincias essenciais 30
metabolismo

Ha proteinas
Avanscigo QU@ stuam
LN gm TE° Comoenzmas

e
QL

Célua bacteriana, ———
‘esquemstizada sm corte

‘& Muito simplficada
Citoplasma
Membrana
plasmitica

Parede codar a
{erwolterio extemo) cromassomo Atadugto
pararpodcso  Avaducto ET
o Danos a membrana o igas i o iga
plasmatica de proteinas da parede celular
Excestreptomicina Ex: Penicelina;
Ampicilina
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- Espectro de acdo:  * Largo espectro (ex: Tetraciclina)

* Baixo espectro (ex: Vancomicina)

T T T
Evcariotos ! Bacteria 1 Bacteria parasitas obrigatdriss | Virus.
' ' '
' ' i Vius Vi
Fungos :uouw‘m Bacteria Bactoria t Clamidias  Riquétsias t deRNA  do DNA
e e~
e
' = '
i Tobearmicnia Periciinas | 1P -
Aits : Sufcnanides 3 ) nuckeosidioos de
r VRNSCrpIase reversa
Cidohririca | e Rt
Pollercs. Estraptomcing, Quinclonas. ' H -
“"‘"‘"“‘:e ' Tetracicira » —
e L o 1 Andogos nuckosidoos
VS | omazda  Polmicins Vanooricea 1 intederon

Teste da Concentragdo Minima Inibitoria ((_

%+ Diluigdo em Tubo
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Teste de Eficacia de Suscep ade aos Agentes Qu

< Métodos Padronizados

Concentragdo Minima Inibitéria (CIM):
* Diluigdo em tubo ou placa
* Teste E

Método de Difusdo de Discos em Agar

[o ra¢do Minima Inibitéria (-

FIGURA 1 Teste especirolotométrico dos acidos anacérdicos
sobre a bactéria Streplococcus mutans  (Sm): 5pl (26,62
wg/mi); 10ul (57,23 wg/ml);  20ul (114,46 pg/mi). 35ul
(20032 pgimi); 704l (400,63 waiml)140pl (801,27ugimi);
18041 (1030,20 giml); 21041 (1201,90 pgiml); 2604l
(148,06 pg/mi).  (Sm) = Controle.



Método de Difusdo de Disco em Agar

¢+ Discos com concentragdo conhecida do agente
«“*Auséncia de halo — Resisténcia

¢ Presenca de halo — Sensibilidade ou Resisténcia

Halo de
leitura em
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CONTROLE ANTIMICROBIANO POR AGENTE:

Calor Umido

* desnaturacéo de proteinas
a) Agua fervente (100 °C)
- células vegetativas x esporos
b) Sob pressé&o (autoclavagem) — 121 °C a 1,1 kg cm?

- répido aquecimento
- grande penetragdo

28
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Teste de Difusdo em Discos — Diferentes Agentes Quimicos
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Fonte: Madigan et al,, 2010
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CONTROLE ANTIMICROBIANO POR AGENTES F-

-
e
e
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* Oxidagao dos constituintes organicos

a) incineragado: eliminagéo de contaminantes e cadaveres,
esterilizagdo da alca de platina

Baixas Temperaturas
* preservacdo de alimentos, drogas
* inibicdo das reagdes metabdlicas
* formac&o de cristais de gelo (congelamento)
* redugdo da agua disponivel

30

Microscépio dptico

P N Colénia de Microalgas
v’ Mais simples. Morfologia celular e

100um

Richettsia
bactéria

32
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Radiacdes

a) ionizante: raios gama, raios-X, feixes de elétrons:
*jonizag&o das moléculas —
ex. H,0 OH* (hidroxil) + e~ + H*
Poderoso oxidante ﬂ
* alto poder de penetragdo
* |uz ultravioleta: 136 a 400 nm (** 260 nm)
* excita os elétrons produzindo varios tipos de reagéo:

DNA (mais afetado) - dimeros de pirimidina
* baixo poder de penetragdo

b) ndo ionizante:

31

Microscoépio Eletronico

Poxvirus

v Utiliza feixe de elétrons ao invés da Luz

34
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Microscopio Eletronico de Varredura

Microscdpio Eletronico de Transmissao

Ovulo sendo

\ fecundado
-\ .
P 10X 16.000) - Hamécto Maindces) erad: os femoka o
Coloragao em Microscopia
v Uso de corantes Tipos de coloragao utilizadas em microscopia 6ptica
v Croméforo: Molécula ou parte de uma molécula capaz de
) .
absorver a energia da luz e reflete em comprimentos de onda do _
visivel . - / \
= e - SIMPLES e
1 7 — Positiva | _DIFERENCIAL |
| em - . N
P Negativa / \
Y i | {:/
1 — H 1 SEPARAGAO DE GRUPOS VISUALIZACAO DE
v i ESTRUTURAS
3 Coloracso de Gram 5
Fooe Esporos
I $ Coloragio de Ziehl-Neelsen - Alcwol- Capsulas
o + acido resistente ks
wl = = = e

38
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Coloragdo Simples

Utiliza um Unico corante
1. Positiva

-> corante de carga positiva que se liga a carga negativa
da superficie das células e do Material Genético.

Ex: Azul de Metileno

Coloragdo Diferencial

-> Uso de dois corantes contrastes. Geram coloragdo
diferentes entre grupos distintos ou estruturas

Coloragdo de Gram Visualizagdo de estruturas
o . .
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Coloragao Simples

2. Negativa

- corante com carga negativa que é repelido pela
superficie das células. —

Bactéria encapsulada

L)
[
°
o
L
©,
o°
°€
°

Coloragao Vital
%+ Verifica a viabilidade das células, através da ocorréncia de
reagdes bioquimicas. Baixa toxicidade
Exemplo: Solugédo de Azul de Metileno 0,01%

S
NADPH +H Azul de Metileno ¥,
o
® Lol
NADP+ Azul de Metileno
Reduzido (incolor) =

10
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Coloragao de Gram

<+ Baseada nos tipos de parede

Gram: + Gram: -
sca

Coloragao de Gram
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Procedimento

1- Cristal Violeta

2- Lugol (lodo +lodeto de Potassio)

Mordente reage com o Cristal Violeta

%ﬁ

Extrai os Lipideos da Parede das Gram -
Dissolve o complexo corante-iodo

h 4

4 . Fucsina ou Safranina

Cora as Parede das Gram -

Gram (4] Gt

i

iy
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Contagem em placa

i . s ey g

v Unidade Formadora de Col6nia - UFC
v' UFC= Numero de coldnias X fator de dilui¢do/ volume do inéculo.

9mLcucn

oo
o omcada 1o

Exemplo: Onssons [l 110 1100 1100 11000 1100
32 X10.000/ 1mL = 320.000 UFC/mL

47 48
Turbidimetria Contagem Microscopica Direta
v Quantificado através dos valores de Absorbancia (Abs) ou Densidade v Camara de Neubauer Volume da Camara = 104 mL
Optica (DO). N° de células /mL= média dos quadrantes X 104

Abs= 2 - log de % da transmiss&do

|
——
Curva Padréo
i
H s
£ e nw
ppe
Eoa-
LR
v aw am am e w
o 11 g g o)
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v/ Camara de Neubauer Volume da Camara = 104 mL
1- N° de células /mL= média dos quadrantes X 10%

2-N° de células /mL=n X 5 X 10*

4
ozsmm]

4

25 mm |

51 52

53 54

gk
9 7

Provas Bioquimicas

Permite identificar caracteristicas metabdlicas dos
microorganismos
Aplicacdes:

“Screening” de microorganismos com caracteristicas de
interesse

Caracterizagdo de novos microrganismos

Féacil Identificagdo de grupos de microrganismos de

amostras desconhecidas

12/10/2023
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Identificagdo de Microrganismos

= Critérios Morfoldgicos
= Métodos baseados em coloragdo

diferencial

Gram-positivaz
vt

Gram-negativaz

b

S
IR
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Provas Bioquimicas mmmmss) Metabolismo =mmss) PRESENGA DE ENZIMAS

CITRATO

= Métodos baseados em Provas
bioquimicas

¢l

= Métodos genéticos e moleculares

Citrato de Sédio

CO,H,0 e Sédio
N ’ e e
oo g o

Carbonato de s6dio
(alcalino)

¥ Azul de bromotimol no meio - indicador de pH

pH 6.9 >7.6

57
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Provas Bioquimicas === Metabolismo mmmmm) PRESENGA DE ENZIMAS

CATALASE

2H,0, Latalase 5.0+ 0,

56

AM

ILASE

Lugol (lodo)

Provas Bioquimicas =) Metabolismo =) PRESENGCA DE ENZIMAS

Outras provas podem ser utilizadas.....

UREIA

pH <8.1 >8.1

Urease
Hidrolise da ureia

58

VERMELHO DE METILA

pH >6 <4.4

producao de &cidos
(lactico, acetico)

TSI: GI

icose, lactose, sacarose

, P Tl
v’ ,

Gli H2S  Control

14
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Provas Bioquimicas — Identificagdo das amostras A e B

-M Septviocoeeus) eshils M

Morfologia bacilo bacilo coco bacilo bacilo

¥
Catalase & - + -

Utilizagdo de métodos para avaliar a presenca de microorganismos
em amostras de leite e dgua

59 60

Analise Microbioldgica do Leite
Testes e k
da populagﬁo de microbiana . 5 2 y Leite: excelente meio para o crescimento bacteriano!!!

Composigdo :
»>agua (87,5%)

» gordura (3,6%)

“E menos prejudicial beber um copo

de dgua com muitas bactérias ; > proteinas (3,6%)
saprofitas do que um copo com :
apenas uma bactéria patogénica por
mL \ >pH 6.5-6.8

> lactose (4,5%)

»Rico em vitaminas e sais minerais

62
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v Leite j4 sai da mama com
bactérias (100 a 10.000/ml)

v" Azedo 7.000.000
bactérias/ml)

Leite de boa qualidade é aquele com
a menor carga bacteriana possivel o
que garantird uma matéria-prima de
qualidade para a industria e para o |
consumidor.

MICRORGANISMOS
BENEFICOS PRESENTES
NO LEITE

Bactérias lacticas

»>Gram + ‘j‘}‘““”‘ J
»N3&o patogénicas

L

»Produzem acido lactico TN

N
tactabacillus,

MICRORGANISMOS
DETERIORANTES E
PATOGENICOS NO LEITE

» Alteragdo de caracteristicas
»Aumento da acidez
»Menor vida de prateleira

»Gosto amargo

64

Métodos de
determinagdo da carga
microbiana mais

utilizados em amostras
de leite

12/10/2023
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Teste da Redutase ou Tempo de

Lete Paseurzado Redugdo do Azul de Metileno
Im Contagem em placa (UFC/mL
. gem em placa (UFC/mL) (TRAM)
1ml 1ml *
¥ \. Utilizagdo de Azul de Metileno
* Vantagens
Fom Teste Indireto
H20 pept. * Indicador direto da qualidade do leite
: * Desvantagens
0o o9 (o9 * Vantagens
+ Desvantagens
) | ) * Ndo detecta bactérias

* Baixo custo

L Psicrotroficas (menos
* Simplicidade

redutoras do que outros
* Rapidez contaminantes comuns
do leite)

* Alto custo
* Maior tempo

Plaqueamento diferencial - 1ml

67 68

Correlagdo entre contagem em placa e
Tempo de Redugdo do Azul de Metileno

Tabela: Relagio entre o tempo da reagio de redugio do corante,

Relagia: Cartagarn Packdo om Placas s TRAM concentragao estimada de bactérias e qualidade do leite

Quanto maior o ford S TEMPO PARA —— QUALIDADE
R DESCORAR DO LEITE
<20 minutos >2,0x 107 PESSIMA
. 20 minutos a 2 h. 4,0X10%a2,0 x 107 MA
. 255 horas 5x 105 a 4x 10° REGULAR
PN 5,5 horas <5,0x10° BOA

1 4DO0O  B0OD00 1200000 1000000 2000000 2400000

Médiss das Contager PadiSo sr Flacas
IFC mL-1)

DaRosa et al, 2007

69 70
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DIARIO OFICIAL DA UNIAO

Grgiho: Ministério da Agricultura, Pecuiria » Abastecimento/Gabinete do Ministro

INSTRUGAO NORMATIVA N° 76, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2018

REGULAMENTO TECNICO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DE LEITE CRU REFRIGERADG

Al 27 Q leite cru destinado a fabricagaa de leite tipo A e seus derivados deve apresentar
medias geomeétricas trimestrais de Contagem Padrao em Placas de no maxime 10.000 UFC/mL idez mil
unidades formadoras de colénia por miliftro) & de Contagem de Celulas Somaticas de no maxime
400,000 CS/ml (quatrocentas mil células por milllitro)

>5,5 horas para a Redugéo do

Azul de Metileno

71 72

Item de Composigao

Gordura (9/100 g)

Acidez, em g deacido lactico/100 mL.
Densidade Relativa, 15/15°C, g/mL (4)

indice CrioscApico méx

Indice de Refragaodo Soro Ciiprico a 20°C

Séicas Nao-Gordurosos(g/1003):

Proteina Total (9/100 9)
Redutase (TRAM)

Estabilidade ao Alizarol 72% (viv)
Contagem Padrao em Placas (UFC/mL)

Contagem de Células Somaticas(CS/mL):

mn. 30
0142018
1,028 a 1,034
0,530°H (-0,512°C)
Min. 370 Zeiss
min. 84
min.2,9
min. 3:30h
Estavel
max. 5x105
méax. 6x105

IDF 1C 1987
LANARAMA, 1981
LANARAMA, 1981

IDF 108 A" 1969

CLA/DDA/SDA/MAPA

1DF 21 B 1987
IDF 20 B 1993
CLADDA MA
CLADDA MA
SDAMA, 1993
IDF 148 A 1995

12/10/2023

REGULAMENTO TECNICO DE PRODUGAO, IDENTIDADE E QUALIDADE DO LEITETIPOB

Composigédo e Requisitos Fisicos, Quimicos e Microbiolégicos do Leite Cru Tipo

Nota n° (4): Densidade Relatva: dispensada quando os teores de Sélidos Totais (ST) e

Sélidos Nao

(SNG) forem
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