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 Coloração de Gram As células microbianas vivas, observadas a fresco, são difíceis de visualizar por falta de contr contrast aste, e, com com o meio meio aquoso aquoso circu circunda ndante nte.. A colora coloraçã ção o das das célula célulass micro microbia bianas nas com corantes básicos permite obter esse contraste e facilita o estudo morfológico das células microbianas, por microscopia óptica. Os coran corantes tes usado usadoss em micro microbio biolog logia ia não não penetr penetram am as célula célulass vivas vivas e some somente nte coram coram células mortas. A partir de culturas microbianas fazem-se esfregaços em lâmina de vidro e após fixação pelo calor são coradas com corantes básicos. Os corantes usam-se sob a forma de sais, tendo um ião orgânico e um ião inorgânico (ex. cloridrato de azul de metileno ou cloridrato de cristal violeta). O grupo cromóforo é o catião. É chamado corante básico pois reage com HCl formando um sal. Os corantes básicos dada a carga eléctrica positiva do seu grupo cromóforo ligam-se à superfície celular e aos ácidos nucleicos que têm carga negativa ficando deste modo fixados (cora (corados dos). ). Os micro microrga rganis nismos mos que vivem vivem em meios meios acídi acídicos cos (H+) têm neutra neutraliz lizada adass as cargas negativas de superfície, o que não atrai a carga eléctrica positiva dos corantes básico básicos, s, corand corando o por isso isso fracam fracamente ente.. Por Por esta esta razão razão usam usam-se -se soluç soluções ões alcali alcalinas nas de corantes básicos com KOH, como é o caso do azul de metileno de Löeffler. Na coloração simples usa-se um único corante básico (azul de metileno) e na coloração de Gram usam-se dois corantes (cristal violeta/safranina O ou fucsina básica). A coloração de Gram cora diferencialmente as bactérias, alguns grupos bacterianos coram de roxo – bactérias Gram positivo – e outros coram de vermelho – bactérias Gram negativo. A coloração de Gram reflecte a diferente constituição química da parede celular bacteriana, nas bactérias Gram positivo e Gram negativo. Estas características podem ser influenciadas por vários factores como: a idade das culturas, a presença de inibidores (antibióticos), a proveniência de meios selectivos, etc. Composição Gram positivo Mucopeptídeo ou Peptidoglicano ++++ Ácidos teicóicos +++ Lípidos Fosfolípidos LPS Lipoproteínas Ácidos lipoteicóicos + Proteínas – porinas -



Gram negativo + + + + +



Parte experimental



Coloração de Gram Colocar uma gota de água no centro de uma lâmina de vidro e fazer uma suspensão bacteriana a partir de uma cultura de gelose nutritiva. Fixar pelo calor; Cobri Cobrirr o esfr esfreg egaç aço o com com crist cristal al violet violeta a (carga (carga positiva positiva  de modo odo que que cora cora estruturas de carga negativa) durante 30’’. [Remover o corante]; Cobrir com soluto de Lugol (mordente  ajuda a fixar o cristal violeta) durante 60’’; Lavar com água; água; Descorar com álcool a 95º (agente descolorante) durante 30’’; Lavar com água; água; Cobrir com safranina ou fucsina básica durante 30’’  Lavar com água; Secar a preparação com papel de filtro; Focar com lente seca 4x ou 10x. Cobrir o esfregaço com óleo e observar com a lente de imersão (100x). •



•



• • • • • • • •
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 Observação da cápsula bacteriana Algumas espécies bacterianas produzem externamente à parede celular uma estrutura predominantemente polissacárida, raramente proteica e denominada cápsula. Esta estrutura diminui a hidrofobicidade da bactéria dificultando os mecanismos de defesa dos leucócitos mostrando propriedades anti-fagocíticas, sendo por isso considerada uma estrutura de virulência. Em esfregaços de produtos biológicos corados com Gram, é possível detectar a presença da cápsula bacteriana notando-se um halo transparente à volta das células, dado que não coram com os corantes usados em microbiologia. A visualização da cápsula bacteriana in vitro faz-se por coloração negativa com tinta-da-china ou solução aquosa de nigrosina. A tinta-da-china é uma suspensão aquosa de partículas de carvão que não permeiam a cápsula bacteriana, notando-se um halo transparente à volta das células bacterianas. Por sua vez a nigrosina sendo um corante acídico sofre repulsão electrostática da superfície celular bacteriana originando igualmente um halo de transparência. A cápsula pode ser detectada também imunologicamente através de uma reacção com anticorpos anti-capsulares que aumentam a sua refractilidade (reacção de quellung ou de tumefacção capsular). •



• •



Parte Experimental – Notas Coloração negativa – toda a célula é corada com excepção da estrutura que se pretende visualizar Não se fixa pelo calor, uma vez que este destrói as cápsulas Quando houver necessidade de lavar, ter-se-á que ter muito cuidado para que as bactérias, não fixadas ao calor, não sejam varridas da lâmina.



Coloração de Granulações lipídicas (Método de Burdon) As granulações lipídicas, quimicamente poli-β-hidroxibutiratos, funcionam com reserva de carbono e de energia em certas espécies bacterianas. Por microscopia óptica, as granulações lipídicas das células bacterianas, fixadas em lâmina são postas em evidência com negro de Sudão (estruturas sudanófilas) e o restante citoplasma é corado com fucsina básica (método de Burdon). Os grânulos lipídicos não têm afinidade para os corantes básicos e, quando presentes, aparecem como espaços incolores quando a bactéria é corada pela técnica de Gram ou pela técnica de coloração simples (para os menos experientes poderá confundir-se com endosporos) Nota: os poli-β-hidroxibutiratos não têm qualquer importância a nível clínico, uma vez que não revelam qualquer virulência; estes são muitas vezes utilizados no fabrico de plásticos, como, por exemplo, as embalagens de soro fisiológico existentes nos hospitais.
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 Mobilidade bacteriana: exame a fresco e exame cultural As bactérias patogénicas móveis deslocam-se geralmente por flagelos, sendo as espiroquetas uma excepção pois possuem como órgão de locomoção – filamentos axiais. Os flagelos são de natureza proteica, constituídos por sub-unidades de flagelina. Os flagelos podem distribuir-se à volta da célula bacteriana ou ter uma disposição polar. Monotrica – bactéria com um flagelo terminal Lofotrica – bactéria com um tufo de flagelos numa extremidade Anfítrica – bactéria com um flagelo em cada extremidade Perítrica - bactéria com muitos flagelos em toda a periferia Anfótrica – bactéria com um tufo de flagelos em cada extremidade Átrica – bactéria sem flagelos Nos flagelos estão localizados os antigénios H e o seu número e disposição têm importância taxonómica. A visualização dos flagelos pode fazer-se por microscopia electrónica ou por microscopia óptica recorrendo a técnicas de coloração de flagelos. Se as bactérias se deslocam de um ponto para outro do microscópio, diz-se que são móveis. Contudo é importante não confundir mobilidade bacteriana com movimentos brownianos, pois neste caso observa-se apenas a oscilação da bactéria proveniente da agitação molecular. Os flagelos não se observam nestas preparações a não ser quando corados por processos especiais com métodos de impregnação com sais de prata. Para avaliar a mobilidade bacteriana utilizamos a técnica da gota pendente (cultura sólida em água) e a cultura em meio SIM. O meio SIM é um meio de cultura semi-sólido que permite avaliar a mobilidade por inoculação por picada central. Após incubação a 37ºC/18H é perceptível a mobilidade celular ou a sua ausência. Este meio de cultura também indica se a bactéria é produtora de gás sulfídrico (H 2S). No caso de Proteus mirabilis põe-se em evidência as suas propriedades invasivas em Gelose – Sangue/Chocolate e a inibição do “swarming” em CLED agar. P. mirabilis é um bacilo Gram negativo dotado de grande mobilidade e invade a superfície dos meios de cultura sólidos, sobretudo se existe humidade à superfície do meio. O “swarming” de P. mirabilis não se manifesta no meio de CLED agar, dado que este meio é deficiente em electrólitos.
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 Visualização de esporos, ascósporos e quistos As bactérias formadoras de esporos estão, praticamente, confinadas ao Género Bacillus e ao Género Clostridium. Os esporos são estruturas de resistência que se formam no interior da bactéria e são capazes de sobreviver nas condições ambientais mais desfavoráveis e adversas e por dezenas ou milhares de anos. A formação do esporo é geneticamente controlada. Estes são produzidos durante a fase estacionária de crescimento, acabando a parte vital do esporo por ser revestida pelo córtex (CX), túnica interna (IC), túnica externa (OC) e exósporo. Pensou-se que as bactérias esporulavam quando as condições ambientais lhe eram desfavoráveis ao crescimento. Actualmente, sabe-se que para a ocorrência da esporulação duma bactéria são necessárias condições óptimas, semelhantes às de crescimento das células vegetativas. O esporo maduro com estes invólucros exibe resistência química (cloro, antibióticos, detergentes, etc.) e termo-resistência a temperatura de 121ºC. Os invólucros do esporo impedem a penetração dos corantes de Gram, ficando o esporo incolor e o esporângio corado de vermelho. A observação de células em esporulação e dos esporos livres faz-se também por microscopia de contraste de fase. De acordo com a localização no esporângio, os esporos são: Terminais; Subterminais ou Centrais. Os esporos são difíceis de corar pelas técnicas de coloração usuais, por essa razão, necessitam de um método de coloração em que a aplicação do corante é feita por um processo enérgico. A razão da dificuldade de coloração, pelos métodos usuais, deve-se à existência de túnicas constituídas por proteínas insolúveis que dificultam a penetração dos corantes. Pelas técnicas usuais de coloração (técnica de Gram, coloração com azul de metileno) o esporângio cora e o endósporo apresenta-se refringente pois o corante não penetrou através das túnicas do esporo e através do córtex. Os esporos podem ser corados com verde de malaquite a quente. O corante que entrou no esporo não é removido por lavagem com água e como contrastante usa-se safranina ou nigrosina, que cora o esporângio. A formação de esporos acontece com frequência nos fungos. É o caso de Saccharomyces cerevisiæ que produz ascósporos, que podem ser visualizados pela coloração com verde de malaquite a quente e a aplicação de nigrosina. A forma vegetativa (trofozoitos) dos protozoários não sobrevive no meio ambiente. Os protozoários que no seu ciclo de vida não têm uma passagem pelo meio ambiente, não apresentam a forma de quisto (Trichomonas vaginalis). Notas: Os ascósporos ficam corados de verde.
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 Coloração de Ziehl-Neelsen – Coloração energética Bactérias dos Géneros Mycobacterium e Nocardia têm uma parede celular especial contendo ácidos micólicos. Não coram pela técnica do Gram, porque a parede é impenetrável. Estas células requerem coloração enérgica com Fucsina fenolada de Ziehl (+concentrada, +fenol  descolora com o soluto de Ebner), a quente. A descoloração do esfregaço faz-se com soluto de Ebner (álcool-ácido clorídrico). As células de Mycobacterium resistem a esta descoloração. Por isso são designadas por bacilos álcool-ácido resistentes (b.a.a.r.). A flora microbiana não álcool-ácido resistente cora de azul (azul de metileno). Cuidados a ter na preparação do esfregaço: o esfregaço da expectoração efectua-se somente em lâminas novas e desengorduradas; o esfregaço deve ser feito a partir das partes purulentas ou hemorrágicas da expectoração; não fazer o esfregaço a partir da expectoração por esmagamento entre duas lâminas pois pode ocorrer a formação de aerossóis; secar o esfregaço ao ar e não à chama.



Coloração do nucleóide bacteriano A célula bacteriana (célula procariota) apresenta um núcleo bastante simples, desprovido da membrana nuclear e constituído por DNA (ácido desoxiribonucleico) disperso no citoplasma, não ligado a proteínas, que se divide por processos não mitóticos. É designado por nucleóide. O protoplasto bacteriano tem também abundantes ribossomas (rRNA). Dada a afinidade dos ácidos nucleicos para os corantes básicos a célula bacteriana cora uniformemente ao contrário do que acontece com as células eucariotas, não sendo possível visualizar a região nuclear. Para pôr em evidência o nucleóide bacteriano com corantes básicos, torna-se necessário destruir previamente o RNA, por acção de RNAse ou por hidrólise ácida com HCL 1N a 60ºC.



Preparação de protoplastos e esferoplastos bacterianos O mucopeptídeo ou peptidoglicano é o constituinte da parede celular bacteriana que torna possível a sobrevivência das células bacterianas em meios hipotónicos. A sua digestão enzimática com lisozima provoca a lise das células bacterianas. Desprovido de protecção mecânica conferida pelo mucopeptídeo, o protoplasto bacteriano entra em lise pelo facto da membrana citoplasmática não ter resistência para suportar as diferenças de pressão a que está sujeita. Quando as bactérias Gram positivas susceptíveis à lisozima são tratadas com esta enzima muralítica, em meio osmoticamente adequado, ocorre a formação de células arredondadas – protoplastos, completamente desprovidas de parede celular. O mesmo tratamento em bactérias Gram negativas, em presença de EDTA, provoca a formação de esferoplastos, isto é, células arredondadas com restos de parede celular (membrana externa) e desprovida da camada mucopeptídica (camada rígida). Os protoplastos e esferoplastos em meios de cultura adequados e a temperatura fisiológica são metabolicamente activas.
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 Questões 1: Porque razão as células velhas têm um diferente comportamento em relação à coloração de Gram? Resposta: As células velhas possuem, não só uma redução da camada de peptidoglicano, como destruição parcial da parede celular. Assim sendo, os corantes usados na coloração de Gram dificilmente coram a célula, na medida em que não ficam retidos; consequentemente torna-se difícil a distinção entre Gram + e Gram -. •



Qual a importância médica da serotipagem da cápsula em S.pneumoniæ? Resposta: A cápsula é considerada, pelo nosso sistema imunitário, um antigénio. De bactéria para bactéria, mesmo que da mesma espécie, a cápsula não é semelhante, podendo uma qualquer bactéria possuir mais de cem serotipos de cápsula o que representa mais de cem antigénios. Por outro lado, ainda não está provada a serotipagem capsular como influência na resistência medicamentosa. De qualquer modo, num intuito de tentar ultrapassar as barreiras supracitadas criaram-se as terapêuticas medicamentosas e as vacinas (note-se que falíveis; ex. a bactéria que provoca a meningite tem mais de noventa serotipos e a vacina apenas abrange aproximadamente dez serotipos). •



Outros tipos de granulações estão presentes em certas bactérias. Qual a sua importância clínica? Resposta: Ao se identificarem diferentes granulações é possível a identificação de algumas bactérias, sendo apenas esta a importância clínica das granulações. •



Que propriedades adicionais possuem as bactérias produtoras de esporos? E porquê? Resposta: Certos grupos bacterianos possuem genes de esporolação, tornando possível a modificação morfológica de células vegetativas em esporos que apresentam estruturas muito complexas, e que sobrevivem à dissecação e a outras situações hostis, nomeadamente aos solventes orgânicos, radiações, antibióticos, detergentes, cloro e ao calor. •



Como se distingue a coloração de Gram (Gram negativa) da coloração de Ziehl-Neelsen? Resposta: Ambas são facilmente distinguíveis pelo fundo da preparação, uma vez que o das Gram negativas se apresenta cor-de-rosa pela fucsina e o das Ziehl-Neelsen azul pelo azul de metileno. •



A preparação de protoplastos e esferoplastos bacterianos pode acontecer in vivo? Resposta: •
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 Preparação de meios de cultura As bactérias e os fungos são capazes de crescer in vitro em meios de cultura contendo essencialmente fontes de carbono, azoto, fósforo e água. Os nutrientes essenciais para o crescimento variam entre os diferentes microrganismos, havendo microrganismos nutricionalmente exigentes. Existem meios de cultura complexos contendo extracto de carne ou extracto de levedura, bastante ricos nutricionalmente, mas de composição química indefinida. Para os microrganismos pouco exigentes nutricionalmente, como E. coli , podem usar-se meios de cultura de composição sintética simples (meio de cultura definidos) contendo, por exemplo: glucose, sulfato de amónio e alguns sais minerais. Os meios de cultura em bacteriologia têm geralmente um pH ligeiramente alcalino, enquanto que os meios de cultura para os fungos são acídicos. É essencial não só que os meios de cultura possuam um pH dentro de determinados limites, mas também, que o valor deste não sofra grandes variações durante o crescimento bacteriano. Quanto à finalidade o meio de cultura pode ser: 1. Meio de cultura enriquecido – contém substâncias nutritivas para as bactérias mais exigentes (ex.: gelose sangue e gelose chocolate) 2. Meio selectivo – que contém substâncias que inibem o crescimento de algumas bactérias, tornando possível o crescimento de outros grupos bacterianos (Manitol salt agar, MacConkey agar) 3. Meio diferencial ou indicador – que nos dão a visualização das actividades metabólicas das bactérias (ex. as fermentadoras e as não fermentadoras da lactose no meio CLED agar) 4. Meio geral A grande maioria dos microrganismos utiliza fermentativamente os açúcares fazendo baixar acentuadamente o pH dos meios de cultura, o que é nocivo para a viabilidade bacteriana. Assim, os meios com açúcares têm tampões de pH, a fim de evitar fortes variações de pH. Existem meios de cultura líquidos (caldos) em que os nutrientes estão dissolvidos em água destilada e meios de cultura sólidos (15-20g agar/L) a fim de tornar possível a sementeira de produtos biológicos complexos e isolar as colónias dos microrganismos existentes. Com este isolamento torna-se possível identificar os microrganismos de acordo com as suas características morfológicas e bioquímicas. Meios de cultura semi-sólidos (3g agar/L), como acontece no meio SIM é possível detectar a mobilidade microbiana. A gelose ou agar, extraído de algas, é um complexo polisacarídico composto de galactose e ácido galacturónico. É o agente solidificante dos meios de cultura fluidificando com a água por fervura e formando um gel sólido à temperatura de 42°C. Não é degradado pelas eubactérias, sendo por isso o agente solidificante ideal em microbiologia. Após a dissolução dos meios de cultura e sua distribuição em balões ou em tubos, consoante o tipo de meio de cultura, procede-se à sua esterilização por autoclavagem a 121°C/15’. Quando um meio de cultura contém nutrientes termo-lábeis, os meios de cultura são autoclavados sem esse nutriente. A solução do componente termo-lábil é esterilizada por filtração com filtros de celulose com porosidade média de 0,42 - 0,45p. O meio de cultura, após autoclavagem, arrefecido à temperatura de 50°C é misturado assepticamente com a solução termo-lábil (ex.: meio de ureia). Existem também meios de cultura não autoclaváveis, dissolvidos e fervidos em água durante alguns minutos — meios de cultura extemporâneos (ex.: SS agar e XLD agar). Após fervura ou autoclavagem e arrefecidos a cerca de 60°C, os meios de cultura sólidos, para isolamento microbiano, são distribuídos por placas de petri estéreis e mantidos no local de trabalho até estarem solidificados. A preparação de geloses inclinadas requer a inclinação dos tubos de ensaio até à solidificação (após autoclavagem). Quando se semeiam meios de cultura com amostras polimicrobianas há vantagem em utilizar meios de cultura selectivos e/ou diferenciais.
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 Por esta razão utilizam-se os seguintes meios: 1.1. Manitol Salt agar Proteose - Peptona 10g Extracto de carne 1g D-manitol 10g NaCl 75g Agar 15g H20 1L V. fenol (6,8 - 8,4) 0,025g pH = 7,4 •



A elevada concentração em NaCl não permite o crescimento de bactérias Gram negativas, sendo este meio selectivo para Gram (+). O Staphylococcus aureus neste meio produz colónias amarelas, devido à fermentação do manitol e à presença do indicador vermelho de fenol que é amarelo em meio ácido. 1.2 MacConkey agar Lactose 10g Peptona 17g Proteose - peptona 3g Cristal violeta 0,001g Sais biliares 1,5g H20 destilada 1L Agar 13,5g V. neutro 0,03g NaCl 5g pH =7,1 No meio de MacConkey, o cristal violeta e os sais biliares não permitem o crescimento de bactérias Gram positivas e de fungos  meio selectivo para Gram negativas. As bactérias Gram negativas são diferenciadas neste meio pela capacidade de fermentar a lactose. Os fermentadores da lactose dão colónias vermelhas e os não fermentadores dão colónias incolores, devido ao indicador vermelho neutro  meio diferencial. 1.3. O meio de CLED agar é um meio diferencial e não selectivo: CLED agar Extracto de carne 3g Lactose 10g Agar 15g A. bromotimol 0,02g L—cisteína 0,128g Digesto pancreático de gelatina 4g Digesto pancreático de caseína 4g H20 1L pH = 7,3 As bactérias fermentadoras da lactose dão colónias amarelas (fenótipo Lac) e as bactérias não fermentadoras da lactose dão colónias verdes ou azuis  meio diferencial. Trata-se de um meio de cultura não inibitório do crescimento bacteriano, muito utilizado em bacteriologia para a identificação do agente étiologico da infecção urinária. Como é um meio deficiente em electrólitos, impede o “swarming” de Proteus spp  meio não selectivo. 1.4. Para o crescimento de microrganismos fastidiosos recorre-se por vezes a gelose sangue (ex: Streptococcus pyo genes) e a gelose chocolate (ex: H. influenzae). Estes meios preparam-se utilizando um meio base isento de açúcares (ex: Blood agar base, Columbia agar) ao qual se adiciona sangue desfibrinado (5%).
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 A gelose chocolate prepara-se do mesmo modo, mas, após o aquecimento da agarose, adiciona-se sangue, que é aquecido a 70°C 115’. Com o aquecimento são libertados para o meio nutrientes dos eritrócitos que vão servir de factores de crescimento tais como a hemina e o coenzima NAD a certas espécies bacterianas como ex: H. influenzae . A partir de 1930, a preparação dos meios de cultura foi simplificada, pois passou a utilizarse uma pesagem única de meios desidratados, evitando-se assim o trabalho fastidioso na pesagem dos diferentes constituintes dos meios de cultura. Nota: Algumas soluções como, por exemplo, com glicose são termolábeis (não vão ao autoclave, se não perdem as características). Outros meios são muito selectivos, não necessitando de ir ao autoclave.



Isolamento de microrganismos por sementeira em agar As espécies bacterianas são geneticamente diferentes e geralmente dão colónias diferentes em meios de cultura sólidos. Quando estamos perante uma cultura pura as colónias têm o mesmo tamanho e o mesmo aspecto. Nestas condições é possível proceder ao estudo morfológico, bioquímico e serológico das espécies, conducente à sua identificação. No caso de termos uma mistura de espécies bacterianas não é possível proceder à identificação dos microrganismos presentes, quando essa identificação é feita pelas características fenotípicas das espécies. É assim evidente que o isolamento das espécies microbianas, recorrendo a técnicas por sementeira em agar, torna possível obter colónias isoladas de cada uma das espécies. É assim possível a identificação de espécies bacterianas, previamente em mistura. Os meios de cultura selectivos são um óptimo auxiliar para a separação de espécies bacterianas. No diagnóstico clínico microbiológico recorre-se muito aos meios selectivos anteriormente descritos. No caso de pretender isolar microrganismos de crescimento fastidioso que apenas crescem em gelose sangue ou gelose chocolate recorre-se por vezes à incorporação nestes meios, de soluções antibióticas como agentes selectivos.
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 Metabolização dos açúcares por via oxidativa ou fermentativa OF-glucose)



(meio



As bactérias metabolizam os açúcares como substratos energéticos, por via oxidativa ou por via fermentativa, até à produção de piruvato. Por via fermentativa os NADH são regenerados à custa de outro composto orgânico Por via oxidativa, os NADH são geralmente regenerados à custa do 0 2. A utilização oxidativa ou fermentativa dos açúcares provoca uma diminuição do pH dos meios de cultura devido à produção de ácidos. O meio OF-glucose (meio Hugh–Leifson) contém glucose como único açúcar, é um meio de cultura semi-sólido e usa o azul de bromotimol como indicador de pH. Antes de os 2 tubos serem inoculados por picada central devem ser regenerados por fervura (10’), a fim de expulsar o 02 incorporado no meio. Um dos tubos é recoberto com parafina esterilizada (tubo fechado). Se a bactéria utiliza o açúcar por via fermentativa, sem a intervenção do O 2 (anaeróbia facultativa e estrita) ocorre acidificação no tubo fechado e no tubo aberto. Se utiliza a glucose por via oxidativa (aeróbia estrita) só ocorre a acidificação no topo superior do tubo aberto. Se não utilizar o açúcar, o meio de cultura mantém a cor verde original nos dois tubos.



Prova da Catalase e da Oxidase Muitas bactérias durante o seu metabolismo produzem peróxido de hidrogénio (H 202 – água oxigenada) e radicais livres de oxigénio, nocivos para a integridade celular. As bactérias aeróbias estritas e as anaeróbias facultativas produzem superóxido dismutase e catalase que levam à destruição daqueles compostos. As bactérias anaeróbias estritas como não fazem eficazmente estas operações, não sobrevivem ao ar e têm de crescer exclusivamente em anaerobiose, isto é, na ausência total de 0 2. A detecção da catalase faz-se mergulhando células bacteríanas numa gota de água oxigenada a 3% (10 volumes), ocorrendo a libertação gasosa de 0 2. Este teste é muito importante, pois permite diferenciar rapidamente as bactérias por Géneros (ex: Staphylococcus spp. é catalase positiva e Streptococcus spp. é catalase negativa). A citocromo oxidase é uma enzima que intervém no transporte de electrões na cadeia respiratória, como acontece nas bactérias aeróbias estritas, (ex: Neisseria spp, Pseudomonas spp), até ao aceitador final 0 2. É um teste de grande importância para a identificação bacteriana. A detecção da oxidase (citocromo c oxidase) faz-se colocando as células bacterianas em contacto com uma solução de um indicador de óxido — redução (tetrametil — p fenildiamina). Este indicador é incolor na forma reduzida e ao ser oxidado pela citocromo oxídase adquire a cor púrpurea.
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 Notas: Teste da catalase  se ocorrer libertação de bolhas de gás após se colocar o inoculo na gota de água oxigenada no centro da lâmina de vidro -- Catalase Positivo (estafilococos anaeróbios facultativos ou aeróbios estritos); na ausência de bolha de gás --  Catalase Negativo (estreptococos, anaeróbios estritos). Teste da oxidase  o aparecimento de cor púrpurea no papel onde foi colocada a cultura, significa que a bactéria é Oxidase Positiva (aeróbias estritas, pseudomonas). O não aparecimento da cor púrpurea significa que a bactéria é Oxidase Negativa (terão que se realizar outros testes).



Fermentação bacteriana de açúcares Os açúcares são o principal substrato energético das bactérias. A glucose é quebrada por enzimas bacterianas até à produção de ácido pirúvico.



Nas Enterobacteriaceae a partir do ácido pirúvico são obtidos diversos compostos, que variam consoante as espécies.



É evidente que a metabolização fermentativa dos açúcares nos meios de cultura provoca uma descida do pH, facilmente detectado pelo uso de indicadores de pH que mudam de cor. A maioria das espécies produz também fermentação gasosa com a produção de CO 2 e H2, a partir do HCOOH.
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 Nos caldos com açúcar constituídos por: Caldo Glucosado Extracto carne1g Peptona 10g Glucose 5-10g PICADA CENTRAL NaCl 5g Água 1L (+) cor amarela V.fenol 0,018g (-) cor vermelha (laranja) pH 7,6 e após incubação a 37°C/18H três leituras são possíveis: i. Ácido com gás (AG)  em meio ácido o vermelho de fenol toma a cor amarela e no tubo Durhan observa-se gás (CO2 + H2) proveniente da acção da hidrogénoliase fórmica bacteriana sobre o metabolito ácido fórmico (HCOOH); ii. Ácido sem gás (A)  bactéria fermentadora da glucose e não possuidora de hidrogénoliase fórmica; iii. Ausência de ácido e gás (-)  bactéria não fermentadora da glucose. O meio Kligler Iron agar é constituído por: Peponas 20g Lactose 10g PICADA CENTRAL + SLANT EM ESTRIA Glucose 1g NaCl 5g Citrato ferro amoniacal 0,5g Tiossulfato de sódio 0,5g Agar 15g H20 1L V.fenol 0,025g pH = 7,4 A fermentação da lactose lê-se na parte inclinada (rampa) do meio de cultura e a fermentação da glucose no fundo do tubo pelo aparecimento de cor amarela (cor do v. fenol na zona ácida). Esta leitura diferencial deve-se ao facto do meio de cultura conter 10x mais lactose do que glucose. O meio de cultura indica também se a bactéria reduz S 2032-  H2S (o meio pode ficar com gás acumulado no fundo do tubo, sinal que a bactéria produziu gás  metabolitos resultantes da reacção), que reagindo com o sal férrico provoca o enegrecimento do meio (cor preta). Nota: Indica se a bactéria fermenta a glicose (fundo do meio amarelo) e a lactose (fundo do meio amarelo + rampa  isto porque o meio tem muito mais lactose (glucose + galactose) do que glicose  note-se que todas as bactérias que fermentam a lactose também fermentam a glicose). Descarboxilação de aminoácidos (ocorre somente na rampa)  compensação de pH (este diminui com a fermentação e volta a aumentar com a descarboxilação)  rampa deixa de estar amarela regressando à cor inicial – vermelho. O meio Clark Lubs também conhecido por meio MR — VP, indica-nos se a bactéria produz ácidos fortes a partir do piruvato, fazendo baixar fortemente o pH do meio de cultura (reacção do vermelho de metilo positiva) ou a produção de acetoína, neutra do ponto de vista de pH. A detecção da acetoína faz-se pela reacção de Voges Proskauer. Geralmente estas duas reacções são mutuamente exclusivas (MR (-)  VP (+) ou MR (+)  VP (-)). Nota: MR (-) amarelo e MR (+) vermelho  agitar VP (+) vermelho e VP (-) mantém a cor esverdeada revelação é feita pelo anel que se forma em cima do caldo.







não agitar, uma vez que a
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 Meio de MR — VP (Clark Lubs) é constituído por: Meio MR—VP Peptona 7g K2HP04,5g Dextrose 5g H20 1L pH 6,9 O



Meio



MacConkey agar contém lactose como única fonte de carbono, o V. neutro como indicador de pH, cristal violeta e sais biliares como agentes inibidores de bactérias Gram positivo  meio selectivo para Gram (-): MacConkey agar Peptona 20g Lactose 10g Sais biliares 1,5g NaCl 5g Cristal violeta 0,001g V. neutro 0,03g Agar 15,0g H20 1L pH = 7,1 As bactérias Gram negativo fermentadoras da lactose (lac +) produzem colónias vermelhas (cor do V. neutro em zona ácida) e as bactérias lac - dão colónias amarelas (cor do V. neutro em zona alcalina)  meio diferencial. No meio CLED agar constituído por: Extracto de carne 3g Peptona 4g meio não selectivo e diferencial Triptona 4g L—cisteína 1,2g Lactose 10g Agar 15g H20 1L Azul bromotimol (6,0 - 7,6) 0,06g pH = 7,3 As bactérias lac positivas originam colónias amarelas (cor do A. bromotimol na zona ácida), enquanto que as lac negativas produzem colónias verdes ou azuis. Existem estirpes bacterianas fermentadoras da lactose que não manifestam o fenótipo lac positivo por falta de uma permease, embora produzam a enzima β-galactosidase. A presença de β-galactosidase indica que a bactéria é fermentadora de lactose, utilizando-se para esse efeito o teste ONPG. Este teste requer que a bactéria seja oriunda de um meio lactosado visto que esta enzima é indutível e a lactose funciona como indutor. Nota: meio incolor passa a amarelo na presença de β-galactosidase.
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 O meio Manitol Salt agar contém manitol como única fonte de carbono, V fenol como indicador de pH e NaCl em elevada concentração impedindo o crescimento de bactérias Gram negativas  meio selectivo para Gram (+): Manitol Salt agar Proteose - Peptona 10g Extracto de carne 1g D-manitol 10g NaCl 75g Agar 15g H20 1L V. fenol (6,8 - 8,4) 0,025g pH = 7,4 Staphylococcus aureus cresce em presença de elevada concentração de NaCl, e fermenta o manitol produzindo colónias de cor amarela (cor do indicador de V. fenol na zona ácida). Bactérias não fermentadoras do manitol dão colónias da cor do meio (vermelho). Notas: MSA  se for positiva cresce; se fermentar o manitol, desce o pH, muda de cor (deixa de estar vermelho)



Utilização de citrato como única fonte de carbono Alguns grupos bacterianos utilizam citrato como única fonte de carbono. Estas bactérias possuem uma permease para o citrato e têm a capacidade enzimática (citrase redutase) para converter o citrato em ácido pirúvico e anidrido carbónico. Esta enzima requer catiões bivalentes para a sua actividade, O meio Simmons Citrate agar é utilizado para se saber se uma dada espécie bacteriana utiliza o citrato de sódio como única fonte de carbono contendo iões Mg2+ e Azul de bromotimol como indicador de pH. Meio Simmons Citrate agar MgSO4, 7H2O 0,2g NH4H2PO4 1g K2HPO4 1g citrato (+)  meio azul Citrato sódio 2g citrato (-)  manutenção da cor original (verde) NaCl 5g Agar 15g A. bromotimol O,08g Agua 1L pH = 6,8 O CO2. resultante da utilização do citrato como única fonte de carbono, reage em meio aquoso com os iões Na produzindo carbonato de sódio, fazendo subir o pH. A cor azul (cor do indicador de pH na zona alcalina) ou simplesmente o crescimento no slant indica que a bactéria utiliza o citrato como única fonte de carbono. A manutenção da cor original do meio antes da inoculação ou a ausência de crescimento bacteriano indica que a bactéria não utiliza o citrato como única fonte de carbono.
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 Metabolização bacteriana de aminoácidos Os aminoácidos são usados geralmente como fonte de N para o crescimento bacteriano. A’guns grupos bacterianos podem utilizar aminoácidos como material energético. Os aminoácidos são metabolizados por desaminação ou por descarboxilação.



A remoção da função amino (-NH2) mediada por desaminases pode ocorrer por: a. Desaminação oxidativa b. Desaminação redutora



A remoção da função carboxilo (-COOH) mediada por descarboxilases pode ocorrer em bactérias.



Notas: a. Fenilalanina desaminase  meio APP (RAMPA  2 culturas MacConkey lactose positivas – E. coli )  rampa muda para verde ou mantém a cor amarela se houver ou não desaminase. b. lisina descarboxilase  meio LBC (meio com indicador de pH  se houver descarboxilação, o pH muda para ácido, e o meio toma a cor amarela. Após a produção de produtos alcalinos ocorre o inverso mudando para a cor inicial – roxo -  (+)roxo, (-) amarelo  importante a vigia ao longo das 18 a 24 horas para confirmar se de facto há alteração de cor, ou seja, crescimento bacteriano. c. Degradação de aminoácidos aromáticos



Vários meios de cultura utilizados em microbiologia podem pôr em evidência estas características bacterianas. Notas: utilização do triptofano com produção de indol. Meio SIM (meio semi-sólido SEM RAMPA, inoculação por PICADA CENTRAL). Se a bactéria for móvel espalha-se, se não for só se desenvolve junto da picada. Após a reacção, adiciona-se o reagente Ehrlich-Kovac’s para confirmar a presença de indol  (+)anel vermelho; (-)anel acastanhado.
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 d. Demonstração da existência de fenilalanina desaminase, usando o meio: Fenilalanina agar Peptona 10g K2HPO4 1g NaCl 1g Ext. levedura 3g Fenilalanina 2g Agar 12g H20 1L pH = 7,3 As bactérias possuidoras de fenilalanina desaminase produzem ácido fenilpirúvico a partir da fenilalanina do meio. A adição de uma solução férrica em meio ácido sobre as colónias produz uma cor verde, devido ao complexo formado entre o ácido fenilpirúvico e o ião férrico.



e. Demonstração da existência de descarboxilases de aminoácidos usando: Caldo Lisina descarboxilase (LDC) Caldo Ornitina descarboxilase (ODC) Extracto Levedura 1,5g Glucose 0,5g L-lisina (Cl-) ou L — ornitina 2,5g Azul bromocresol indicador H20 1L pH = 6,8 As bactérias que descarboxilam o aminoácido produzem subida do pH do meio, neutralizando os ácidos da metabolização da glucose. Tal facto acontece porque o meio de cultura tem maior quantidade de aminoácido do que glucose A manutenção da cor púrpura do meio indica que a bactéria é possuidora de descarboxilases. O aparecimento de cor amarelo indica apenas a presença de ácidos provenientes da metabolização da glucose, devido à ausência de descarboxilases. f. Produção de indol a partir de triptofano, mediada por triptofanases Água de peptona OU Meio SIM Peptona 10g Peptona de caseína 20,0g NaCl 5g Peptona de carne 6,1g H20 1L Sulfato de amonio ferroso 0,2g pH 7,2 Tiosulfato de sódio 0,2g Agar 3,5g H20 1L pH = 7,3 As bactérias produzem indol a partir do aminoácido triptofano. A detecção do indol faz-se com o reagente de Erlich-Kovac’s sobre as culturas, formando-se um anel vermelho na zona de contacto com a cultura.
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 Redução de nitratos, Produção de Urease e Produção de H2S Certos grupos bacterianos têm a capacidade de reduzir os nitratos a nitritos ou a N2, graças à presença de nitrato redutases. No meio de nitratos as bactérias reduzem o nitrato a nitrito, o que é evidenciado pela adição de ácido sulfanílico e N, N-dimetil-1-naftilamina, produzindo cor vermelha com o anião nitrito. Caldo de Nitratos Extracto de carne 3g Peptona 5g KNO3 1g Água destilada 1L pH = 7,2 Um resultado negativo pode dever-se à ausência do anião NO 2-, pois a redução pode ter transformado os N03-  N2. A fim de evitar os resultados falsos negativos, adiciona-se ao meio zinco em pó como redutor. O aparecimento de cor vermelho indica que o nitrato do meio estava intacto (Zn + N03 -  N02- + Zn2+). Se não houver cor vermelho, a bactéria reduziu os NO3-  N2, portanto possuí nitrato redutases. A redução dos nitratos a azoto também pode ser avaliado usando tubos Durhan nos caldos de nitrato, notando-se a presença de gás no interior destes tubos. A produção de urease, enzima que hidrolisa a ureia em amoníaco e CO 2 (aumento do pH), é importante para a classificação de Proteus spp, Kiebsiella pneumoniae e Helicobacterpylon. Composição do meio de cultura: Meio de ureia agar Extracto de levedura 0,1g KH2PO4 9,1g Na2HPO4 9,5g urease(+)  cor salmão Urela 20g urease(-)  cor rosa choque (meio alcalino) Agar 15g V. fenol 0,01g H20 1L pH =7.2 A hidrólise da ureia e a libertação de amoníaco faz subir o pH do meio, tomando a cor rosa devido ao V. de fenol. Algumas bactérias são capazes de produzir gás sulfidrico a partir do aminoácido cisteína, à custa da enzima cisteína desulfurase. Os meios de cultura SIM agar e Kligler iron agar contêm na sua constituição tiosulfato, a partir do qual as bactérias podem produzir H2S. O gás sulfídrico produzido pelas bactérias reage com o ião férrico do meio produzindo-se um precipitado negro.
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 O sistema API O sistema API 20 E é uma versão em miniatura dos testes bioquímicos convencionais, indicados nos exercícios anteriores. Os diferentes meios de cultura estão introduzidos em diversas cúpulas de uma galeria plástica, no estado desidratado. É preparada uma suspensão bacteriana que vai ser dispensada em cada poço da galeria. As galerias API ficam a incubar em estufa a 37°Cl24horas. Vai ocorrer metabolização dos substratos que se tornam evidentes por reacções colorimétricas ou por turvação, consoante o tipo de galerias. As leituras são feitas manualmente ou automaticamente. E o perfil numérico dos resultados obtidos é reconhecido em computador com “software” adequado, tornando possível a identificação de enterobactérias. Existem outros tipos de galerias para bactérias Gram positivo e Gram negativo e também para leveduras. Este sistema tem a vantagem de utilizar um elevado n° de substratos e facilitar a identificação semi-automática de estirpes, tornando possível a identificação de espécies difíceis de identificar por métodos tradicionais. Resultados do API 20 E: ONPG  Hidrólise da ortonitrofenol-β-D-galactose ADH  Transfor. da arginina em ornitina, amoníaco e CO2 LDC  Formação de cadaverina por descarboxilação da usina ODC  Formação de putrescina por remoção do CO2 da ornitina CITRATO  Utilização do citrato como única fonte de carbono H2S  Redução do enxofre das peptonas e tiosulfato de sódio UREIA  Degradação da ureia em amoníaco TODA  Formação do ácido indolpirúvico a partir do triptofano INDOL  Formação de indol a partir do triptofano VP  Produção de acetoína GELATINASE  Liquefacção da gelatina GLU  Fermentação da glucose MAN  Fermentação do manitol INO  Fermentação do inositol SOR  Fermentação do sorbitol RHA  Fermentação da ramanose SAC  Fermentação da sucrose MEL  Fermentação da melibiose AMY  Fermentação da amigdalina ARA  Fermentação da arabinose Nota: Algumas têm que se cobrir com parafina
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 Método de cultura de Fungos Filamentosos em lâmina Os fungos são microrganismos eucariontes e podem ser unicelulares ou filamentosos. A identificação dos fungos filamentosos depende muito do aspecto macroscópico do micélio, do aspecto microscópico das hifas e órgãos reprodutores. As colónias dos fungos são formadas por hifas que formam um micélio que adere ao agar (micélio vegetativo) e pelo micélio aéreo, onde se encontram as hifas especializadas para a reprodução. Os fungos filamentosos isolados em cultura podem ser observados ao microscópio usando técnicas próprias como o método de cultura em lâmina. Este método permite a obtenção de duas preparações definitivas para observação ao microscópio (uma a partir da lâmina e outra a partir da lamela) conservando as estruturas intactas. Nota: Parte experimental na câmara de fluxo laminar não invadam o ar  para o cuidado da nossa saúde.







tudo estéril







para que os esporos



Curva de crescimento bacteriano em meio de cultura líquido não renovado (Método Turbidimétrico). Contagem de UFC/ml (Método das diluições sucessivas e por membrana filtrante) As células bacterianas dividem-se por cisão binária, após a replicação semi-conservativa do DNA. Em condições fisiológicas adequadas, certas espécies bacterianas crescem muito rapidamente em caldos nutritivos, passando por uma fase de adaptação, por uma fase de crescimento exponencial até ao esgotamento dos nutrientes no meio, entrando na fase estacionária do crescimento. A avaliação do crescimento bacteriano pode fazer-se por método turbidimétrico (A620nm) ou pelo método das diluições sucessivas em gelose nutritiva (UFC/ml), ao longo do tempo de crescimento. O n° de UFC/ml, numa dada amostra, pode também ser determinado pelo método da membrana filtrante.



Notas: colónia  conjunto de bactérias provenientes da mesma célula mãe  pelo que a contagem de colónias equivale ao número de bactérias inicialmente numa cultura. 20



 Exemplo de cálculos: 9colónias-----------100μl (10 -5) Xcolónias-----------1000μl (1mL) X = 90, logo: Resultado final: 90 x 10 5 UFC/mL UFC = unidade formadora de colónias Sementeira por encorporação (bactérias anaeróbias) ou por ESPALHAMENTO (pipeta estéril dobrada em triângulo)



Isolamento da Flora Bacteriana Comensal no Homem A boca, a nasofaringe e as mãos de um indivíduo saudável contém uma flora bacteriana residente sem causar doença ao hospedeiro. No entanto, podem em situações clínicas particulares tornarem-se patogénicos oportunistas ou serem patogénicos para terceiros. É importante conhecer a flora autóctone da pele e das superfícies mucosas, pois desempenha um papel importante na defesa inespecífica do organismo contra a invasão de microrganismos patogénicos e o seu conhecimento facilita o diagnóstico microbiológico das doenças infecciosas. O transporte de uma amostra biológica para o laboratório de microbiologia faz-se sempre em meio de cultura de transporte que impede o crescimento normal da flora de cada região, o que facilita o isolamento dos microrganismos patogénicos. Este exercício tem como finalidade o isolamento de microrganismos colhidos com zaragatoas a partir das fossas nasais, orofaringe e mãos. Notas: utilização de zaragatoas (cotonetes gigantes)  com soro fisiológico para melhorar a adesão das bactérias. Nasofaringe  gelose de sangue (meio enriquecido) e gelose de chocolate (para H. influenzae) Orofaringe  placa de gelose de sangue Mãos (unhas e entre os dedos) Bactérias fastidiosas  difíceis de serem cultivadas, necessitando de outros nutrientes inexistentes no agar nutritivo comum. Identificação das diferentes colónias: β-hemolíticas = hemólise total = alo branco à volta das colónias  corresponde à eliminação das hemácias; α-hemolíticas = hemólise parcial = colónias verdes  devido as bilirrubinas e biliverdinas; γ-hemolíticas = sem hemólise = colónias semelhantes às colónias cultivadas em agar nutritivo comum.
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 Questões 2: Justifique o crescimento mais lento das bactérias em anaerobiose. Resposta: •



Indique a importância deste meio na identificação bacteriana, por métodos fenotípicos. Resposta: •



Qual a importância fenotípica dos testes de catalase e oxidase? Exemplifique. Resposta: •



O citrato intervém no ciclo de Krebs. Esta via metabólica acontece no meio Simmon’s? Resposta: •



Como é que as bactérias assacarolíticas produzem energia à custa de aminoácidos? Resposta: •



Qual o papel da urease em H. pylori ? Resposta: •



22



 							    

			

		    

		

            

	            

    




    
	
	    
		
		    ×
		    Report "MICROBIOLOGIA PRÁTICA"

		

		
		    
			Your name
			
		    

		    
			Email
			
		    

		    
			Reason
			-Select Reason-
Pornographic
Defamatory
Illegal/Unlawful
Spam
Other Terms Of Service Violation
File a copyright complaint


		    

		    
			Description
			
		    

		    
			
			    

			

		    

		    
		

		
		    Close
		    Send
		

	    

	

    




	
	    
		Copyright © 2024 IDOC.TIPS. All rights reserved.
		
		    About Us | 
		    Privacy Policy |  
		    Terms of Service |  
		    Copyright | 
		    Contact Us | 
		    Cookie Policy
		

	    

	    

	
	
	    
		
		    
			×
			Sign In

		    

		    
			
			    
				Email
				
			    

			    
				Password
				
			    

			    
				
				    
					
					 Remember me
				    
				    Forgot password?
				


			    

			    Sign In
			
	
		    

		

	    

	


	
	
	

	
	

	
	
	
	    Our partners will collect data and use cookies for ad personalization and measurement. Learn how we and our ad partner Google, collect and use data. Agree & close
	

	
	
    