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Coloracoes de Bactérias:
Coloragao Simples e

Coloracao Diferencial(Coloracao de Gram)
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Actividade Laboratorial:

Técnicas de Coloragoes

de Bactérias

Objectivos:

e Cumprir regras fundamentais seguindo a técnica de trabalho asséptico para
trabalhar em Laboratdrio de Biologia/Microbiologia

e Executar correctamente técnicas de coloracdes simples e diferencial(coloragao
de Gram).

e Diferenciar os varios tipos morfolégicos bacterianos (forma e agrupamento)

e C(lassificar as bactérias em Gram positivas e Gram negativas.

Morfologia bacteriana

As bactérias sdo organismos unicelulares procariotas de pequena dimensdes. Estas
células possuem uma grande simplicidade estrutural e sdo desprovidas das
membranas que definem compartimentos intracelulares caracteristicos das células
eucariotas. cdpsula
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» Espiraladas — forma em espiral
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Em algumas espécies bacterianas (cocos ou bacilos) as células agrupam-se formando

arranjos de grande importancia para a identificacdo das mesmas. Podem aparecer aos
pares, em cadeia ou em cacho.
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2. Forma e agrupamento de bacilos

As bactérias possuem um protoplasma com um indice de refrac¢do muito semelhante
ao do meio envolvente, o que faz com que sejam praticamente transparentes. Estas
caracteristicas dificultam a observacdo, no microscépio dptico, de preparacées ndo
coradas.

Técnicas de Coloragao bacteriana

As técnicas de coloragdo, por aumentarem o contraste entre as bactérias e o meio
permitem estudar as caracteristicas morfoldgicas das bactérias (forma, dimensao,
modo de agrupamento) ou determinadas estruturas da célula bacteriana (capsula
,esporos ou flagelo)

Classificacdo das técnicas de coloragao:

» Coloragoes simples- aplicacdo de uma Unica solugdo corante. O corante
utilizado, ou tem afinidade para a célula bacteriana e observam-se os
microrganismos corados contra um fundo transparente, ou cora o meio
envolvente ficando os microrganismos transparentes (coloracdes negativas).

» Coloragoes diferenciais- exigem a aplicacdo de mais do que um corante e, por
vezes de outros reagentes. Permitem evidenciar estruturas celulares (capsula,
esporos, flagelos, nucleo, etc.) ou classificar as bactérias em grupos (coloracao
de Gram e coloracdo de élcool).

A Coloracdo de Gram permite classificar as bactérias em Gram positivas (
possuem grossa camada de peptidoglicanose a parede celular ndo possui lipidos
ou o seu teor é baixo) e Gram negativas(parede celular destas bactérias possuem
um elevado teor em lipidos na membrana externa e uma camada muito fina de
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peptidoglicanos que circunda a membrana plasmatica) tendo como base a
diferente estrutura da parede celular.

Fases das técnicas de coloragao:

- toma de uma pequena quantidade de cultura
Execucao do esfregaco . - .
bacteriana e sua extensdao em lamina limpa

Fixa as bactérias ao vidro ndo permitindo que o
Fixacdo do esfregaco esfregaco se perca durante a coloracdo (feita pelo
calor ou utilizando substancias quimicas)

o Aplicacdo de um ou varios corantes sobre o
Coloragao _ _
esfregaco devidamente fixado

1. Define os seguintes conceitos.
Células procariotas

Formas e agrupamento das
bactérias

Trabalho em assépsia
Esfregaco
Fixacao de esfregaco

Corante

Coloragao Simples com azul de metileno -

Amostra- logurte (Cultura de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus)

1. Lavar e desinfectar as maos.
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2. Desinfectar as bancadas.

3. Colocar laminas dentro de um recipiente com alcool.

4. Esterilizar a ansa de inoculagdo levando-a ao rubro.

5. Com a ansa retirar um pouco de iogurte e espalhar sobre
uma lamina limpa (esfregago). Deixar secar ao ar. Esterilizar
a ansa passando-a pela chama.

6. Passar a lamina trés vezes sobre a chama da lamparina para
fixar o material. Deixar arrefecer a lamina.

7. Colocar a lamina sobre um suporte e inundar o esfregago
com solugdo de azul de metileno e deixar actuar durante 2
minutos.
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8. Lavar com agua para eliminar o excesso de corante. A
lavagem deve ser feita com dgua corrente. Deixar correr a
dgua desde a extremidade da lamina (nunca aplicar sobre o
esfregaco). Deixar secar.

9. Observar ao microscopio com a objectiva de imersao.

> Faz a listagem do material/reagentes que vais precisar para esta
actividade laboratorial.

Material Reagentes
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Esquema das observagoes

Amostra:

Ampliacao Total:

Observacoes:

1.Faz o esquema do que observas e legenda-o convenientemente.

2. Identifica cada uma das espécies de bactérias presentes na amostra
e descreve a sua forma e agrupamento.
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6. Coloracao de Gram (Coloragao diferencial)

Amostra- Suspensao de Escherichia Coli e Bacillus subtilis

10. Preparar e fixar esfregago a partir da suspensao de E. coli e
B.subtilis seguindo as indicagdes dadas de 1 a 6.

Nota: Manter a tampa do tubo na mao e apds o inoculagdo tapar o
tubo.

11. Colocar a lamina sobre um suporte e inundar com solugao
de Cristal Violeta e deixar actuar durante um minuto.

12. Lavar com agua como indicado em 8 e escorrer em papel
absorvente.

13. Inundar o esfregago com solugao de Lugol e deixar actuar
durante 1 minuto.

14. Lavar com agua como indicado em 8 e escorrer em papel
absorvente
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15. Descorar com alcool etilico a 96% durante 30 segundos,
agitando suavemente.

16. Lavar com agua como indicado em 8 e escorrer em papel
absorvente

17. Corar com solugdo de Safranina durante 30 segundos.

18. Lavar com agua como indicado em 8 e escorrer em papel
absorvente

19. Observar ao microscopio com a objectiva de imersao.
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> Faz a listagem do material/reagentes que vais precisar para esta
actividade laboratorial

Material Reagentes

7. Registos

Esquema das observagoes

Amostra: Amostra
Ampliacao Total: Ampliacdo Total
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1. Efectua um esquema de cada uma das observacgdes, devidamente

legendado.

2. Identificar cada uma das espécies de bactérias presentes nas
amostras e descreve a sua forma e agrupamento.

3. Preenche o quadro de acordo com as observagdes efectuadas ao longo das

fases de coloragao de Gram.

Etapas da coloracdo de Gram | Estado das bactérias

Corante primario Todas as bactérias

Cristal Violeta coram de violeta
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