Classificacao dos
Micro-organismos

A ciéncia da classificagdo, especialmente a classificacdo dos seres vivos, € chamada de taxonomia
(do grego para arranjo ordenado). O objetivo da taxonomia € classificar organismos vivos - ou seja,
estabelecer relagbes entre um grupo e outro de micro-organismos e os diferenciar. Devem existir
em torno de 100 milhdes de organismos vivos diferentes, sendo que menos de 10% foram desco-
bertos, e muito menos, classificados e identificados.

A taxonomia também fornece uma referéncia comum para identificar organismos ja identificados.
Por exemplo, quando uma bactéria suspeita de ter causado uma doenca especifica é isolada de
um paciente, as caracteristicas deste isolado sdo comparadas com uma lista de caracteristicas de
bactérias previamente classificadas para identificar o isolado (veja o quadro na péagina 283). Final-
mente, a taxonomia é uma ferramenta bdsica e necesséria para os cientistas, fornecendo uma lin-
guagem universal de comunicacéo.

A taxonomia moderna é um campo excitante e dinamico. Novas técnicas de biologia
molecular e genética estdo fornecendo uma nova viséo para a classificacdo e a
evolucdo. Neste capitulo, vamos aprender os diversos sistemas de classifica-
¢do, os diferentes critérios utilizados na classificacéo e os testes utilizados
para identificar os micro-organismos que ja foram classificados.

P

Por que é importante saber se um micro-organismo
é classificado como um protozodrio ou um fungo?

Procure pela resposta neste capitulo.
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0 estudo das relacoes filogenéticas

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
10-1 Definir taxonomia, taxon e filogenia.

10-2 Discutir as limitages de um sistema de classificacéo de dois
reinos.

10-3 Identificar as contribui¢des de Linnaeus, Von Nageli, Chatton,
Whittaker e Woese.

10-4 Discutir as vantagens do sistema de trés reinos.
10-5 Listar as caracteristicas dos dominios Bacteria, Archaea e Eukarya.

Em 2001, um projeto internacional chamado de All Species Inven-
tory foi langado. O proposito do projeto é identificar e registrar to-
das as espécies de vida na Terra nos proximos 25 anos. Os pesqui-
sadores se encarregaram de uma tarefa desafiadora até o momento,
os bidlogos identificaram mais de 1,7 milhdo de organismos vivos
diferentes, mas estima-se que o nimero de espécies vivas esteja en-
tre 10 e 100 milhoes.

Entre esses organismos diferentes existem muitas similarida-
des. Por exemplo, todos os organismos sdo constituidos de células
envoltas por uma membrana plasmatica, utilizam ATP como ener-
gia e armazenam sua informacédo genética no DNA. Essas similari-
dades sdo o resultado da evolugéo a partir de um ancestral comum.
Em 1859, o naturalista inglés Charles Darwin propds que a sele¢ao
natural foi responsavel pelas similaridades e diferencas entre os or-
ganismos. Essas diferengas podem ser atribuidas a sobrevivéncia
dos organismos com caracteristicas melhor adaptadas a um am-
biente em particular.

Para facilitar as pesquisas, o conhecimento e a comunicagio,
utilizamos a taxonomia - ou seja, classificamos os organismos em
categorias, ou taxa (singular: tdxon), para mostrar graus de simila-
ridade entre eles. Essas similaridades se devem ao parentesco — to-
dos os organismos sdo relacionados pela evolugdo. A sistematica,
ou filogenia, ¢ o estudo da histéria evolutiva dos organismos. A
hierarquia dos taxa reflete relacdes de evolugdo ou filogenias.

Desde os tempos de Aristoteles, os organismos vivos eram
classificados de duas maneiras, como plantas ou como animais.
Em 1735, o boténico sueco Carolus Linnaeus apresentou um sis-
tema formal de classifica¢do dividindo os organismos vivos em
dois reinos - Plantae e Animalia. Ele utilizou nomes em latim para
estabelecer uma “linguagem” comum para a sistematica. Contudo,
a medida que as ciéncias bioldgicas se desenvolveram, os bilogos
comegaram a procurar por um sistema de classificagdo natural -
um sistema que agrupasse os organismos com base nas suas rela-
¢des ancestrais e permitisse ver a organizacdo da vida. Em 1857,
Carl Von Négeli, um contemporéaneo de Pasteur, propos que as bac-
térias e os fungos fossem colocados no reino das plantas. Em 1866,
Ernest Haeckel propds o reino Protista para incluir bactérias, pro-
tozodrios, algas e fungos. Devido as discordancias sobre a defini¢ao
de protista, durante os 100 anos seguintes, os bidlogos continuaram
a seguir a classificagdo de von Nigeli, que colocava as bactérias e
os fungos no reino das plantas. E irdnico que o sequenciamento
recente do DNA tenha posicionado os fungos mais préximos dos

animais do que das plantas. Os fungos foram classificados em seu
proprio reino em 1959.

Com o advento da microscopia eletronica, as diferengas fisicas
entre as células ficaram evidentes. O termo procarioto foi introdu-
zido em 1937 por Edward Chatton para distinguir as células sem
nucleo das células nucleadas das plantas e dos animais. Em 1961,
Roger Stanier apresentou a defini¢do atual dos procariotos: células
nas quais o material nuclear (nucleoplasma) ndo é envolto por uma
membrana nuclear. Em 1968, Robert G. E. Murray propds o Reino
Prokaryotae.

Em 1969, Robert H. Whittaker criou o sistema de cinco reinos,
no qual os procariotos foram colocados no Reino Prokaryotae, ou
Monera, e os eucariotos constituiram os outros quatro reinos. O
Reino Prokaryotae foi criado com base em observagdes microsco-
picas. Posteriormente, novas técnicas de biologia molecular revela-
ram que existem na realidade dois tipos de células procarioticas e
um tipo de célula eucaridtica.

TESTE SEU CONHECIMENTO

A Qual é o valor da taxonomia e da sistematica? 10-1

A Por que as bactérias ndo podem ser colocadas no reino das plantas?
10-2, 10-3

Os trés dominios

A descoberta de trés tipos de células teve como base a observagio
de que os ribossomos nao sdo os mesmos em todas as células (veja
o Capitulo 4, pagina 95). Os ribossomos fornecem um método de
comparagdo celular, pois estdo presentes em todas as células. A
comparagdo das sequéncias de nucleotideos no RNA ribossémico
(rRNA) (veja a pagina 292) de diferentes tipos de células mostrou
que ha trés grupos celulares diferentes: os eucariotos e dois tipos
diferentes de procariotos — as bactérias e as arquibactérias.

Em 1978, Carl R. Woese propds elevar os trés tipos de células
para um nivel acima de reino, chamado de dominio. Woese acre-
ditava que as arquibactérias e as bactérias, embora similares em
aparéncia, deveriam formar seus proprios dominios separados na
arvore evolutiva (Figura 10.1). Os organismos sio classificados pelo
tipo de células nos trés dominios. Além das diferengas no rRNA, os
trés dominios diferem na estrutura lipidica da membrana, nas mo-
léculas de RNA de transferéncia e na sensibilidade aos antibidticos
( ).

Neste esquema amplamente aceito, animais, plantas, fungos
e protistas sdo reinos do dominio Eukarya. O dominio Bacteria
inclui todos os procariotos patogénicos, assim como muitos dos
procariotos nao patogénicos encontrados no solo e na agua. Os
procariotos fotoautotréficos também estao nesse dominio. O do-
minio Archaea inclui procariotos que nao tém peptideoglicana nas
suas paredes celulares e que frequentemente vivem em ambientes
extremos e realizam processos metabolicos incomuns. Archaea in-
clui trés grupos principais:

1. Os metanogenos, anaerdbicos restritos que produzem metano
(CH,) a partir de diéxido de carbono e hidrogénio.



Figura 10.1

FIGURA FUNDAMENTAL Sistema de trés dominios

Esta figura mostra as relagdes entre os organismos vivos. As linhas mostram como cada grupo descende dos
seus ancestrais. Os fundamentos da classificagdo e da taxonomia sdo necessdrios para entender a suscetibi-
lidade dos diferentes micro-organismos a varios métodos de controle, como discutido nos Capitulos 7 e 20.
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finalmente tornou-se o nucleoplasma dos eucariotos. Os fdsseis
mais antigos conhecidos sdo os restos de procariotos que viveram
h4 mais de 3,5 bilhoes de anos. As células eucaridticas evoluiram
mais recentemente, em torno de 1,4 bilhdo de anos. De acordo

2. Os haldfilos extremos, que requerem altas concentragdes de
sais para sobreviver.
3. Os hipertermofilos, que normalmente crescem em ambientes

quentes.
. . . L, com a teoria endossimbiotica, as células eucaridticas evoluiram a
. A relagao eV(.)lrutlva entr.e oS trés dominios ¢ assunto da PES=  partir de células procaridticas vivendo uma dentro da outra, como
qulsa} gtual dos biodlogos. Orl.gmal.me.n.te, achava-se que as arfl‘}l‘ endossimbiontes (veja o Capitulo 4, pdgina 106). Na verdade, as
bacterla.s eram o grupo mats primitivo, enq.uanto as bactérias il ridades entre as células procarioticas e as organelas eucari-
foram tidas como mais relacionadas aos eucariotos. Contudo, es- oticas fornecem evidéncias fortes a favor dessa relagio endossim-

tudos de rRNA indicam que o ancestral universal dividiu-se em ... (Tabela 10.2)
trés linhagens. Essa divisdo levou a Archaea, Bacteria e ao que e
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Tipo de célula

Parede celular

Lipideos de membrana

Primeiro aminoacido na sinte-
se de proteinas

Sensibilidade a antibiéticos
Alca do rRNA*

Braco comum do tRNA**

Archaea

Sulfolobus —
¢

Procaridtica

Varia na composi¢édo; ndo contém pep-
tideoglicana

Compostos de cadeias de carbono
ramificadas ligadas ao glicerol por
ligagéo éter

Metionina
Nao
Ausente

Ausente

* Liga-se a proteina ribossomal; encontrada em todas as bactérias.
** Uma sequéncia de bases no tRNA encontrada em todos os eucariotos e bactérias: guanina-timina-pseudouridina-citosina-guanina.

DNA

Histonas

Primeiro aminoacido na
sintese de proteina

Ribossomos

Crescimento

Célula procariética

Um circular; algumas vezes dois circu-
lares; alguns lineares

Em arquibactérias

Formilmetionia (bactéria)
Metionina (arquibactéria)

70S

Fisséo bindria

Bacteria

E. coli —
T

Procaridtica

Contém peptideoglicana

Compostos de cadeias de carbono
lineares ligadas ao glicerol por ligacdo
éster

Formilmetionina

Sim
Presente

Presente

Célula eucariética

Linear

Sim

Metionina

80S

Mitose

—y

Eukarya

Amoeba —
10 um

Eucaridtica

Varia na composicéo; contém carboi-
dratos

Compostos de cadeias de carbono
lineares ligadas ao glicerol por ligacdo
éster

Metionina

Nao
Ausente

Presente

Organelas eucaridticas
(mitocondrias e cloroplastos)

Circular

Nao

Formilmetionina

70S

Fiss&o bindria
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Figura 10.2 Um modelo da origem dos eucariotos. Uma invagina-
¢do da membrana plasmatica pode ter formado o envelope nuclear e o reticulo
endoplasmatico. Similaridades, incluindo as sequéncias de rRNA, indicam que
procariotos endossimbiéticos originaram as mitocondrias e os cloroplastos.

P Quantas membranas compdem o envelope nuclear de uma célula euca-
riética?

A célula nucleopldsmica original era procariética. Contudo,
dobraduras em sua membrana plasmatica podem ter envolvido a
regido nuclear para produzir o verdadeiro ntcleo (Figura 10.2). Re-
centemente, pesquisadores franceses deram suporte a esta hipotese
com suas observa¢des de um verdadeiro nicleo na bactéria Gem-
mata (veja a Figura 11.23). Ao longo do tempo, o cromossomo do
nucleoplasma pode ter adquirido pegas como os transposons (pa-
gina 237). Em algumas células, este grande cromossomo pode ter
se fragmentado em cromossomos lineares menores. Talvez células
com cromossomos lineares tivessem uma vantagem na divisdo ce-
lular em relacdo aquelas com um cromossomo circular grande de
dificil manutencéo.

Essa célula nucleoplasmica forneceu o hospedeiro original no
qual bactérias endossimbidticas desenvolveram-se em organelas
(veja a pagina 106). Um exemplo de procariotos atuais vivendo
dentro de uma célula eucariotica é mostrado na Figura 10.3. A célu-
la tipo cianobactéria e o hospedeiro eucariético necessitam um do
outro para sobreviverem.

No sequenciamento do genoma de um procarioto chamado de
Thermotoga maritima, a microbiologista Karen Nelson descobriu
que essa espécie tem genes similares aos membros tanto do dominio
Bacteria como do dominio Archaea. Seu achado sugere que Ther-
motoga seja uma das primeiras células. Por essa razdo, Thermotoga é
referido como um “género de ramificagio muito antiga’, ou seja, ele
estd proximo da origem ou “raiz” da drvore evolutiva.

Bactéria

Célula hospedeira protista

1pum

Figura 10.3 Cyanophora paradoxa. Este organismo, no qual o hospe-
deiro eucariético e a bactéria necessitam um do outro para sobrevivéncia, for-
nece um exemplo atual de como as células eucariéticas podem ter evoluido.

P Quais aspectos os cloroplastos, as mitocondrias e as bactérias tém em
comum?

A taxonomia fornece ferramentas para esclarecer a evolugdo
dos organismos, assim como suas relagdes. Novos organismos estao
sendo descobertos a cada dia, e os taxonomistas continuam pro-
curando um sistema natural de classificacdo que reflita as relagdes
filogenéticas.

A hierarquia filogenética
Na hierarquia filogenética, reagrupar os organismos de acordo com
as propriedades comuns implica que um grupo de organismos evo-
lui a partir de um ancestral comum; cada espécie mantém algumas
das caracteristicas do ancestral. Uma parte da informagao utilizada
para classificar e determinar as relagoes filogenéticas em organis-
mos superiores vem dos fdsseis. Ossos, conchas ou caules que con-
tenham material mineral ou tenham deixado impressdes na rocha
que antes era lama sdo exemplos de fosseis.

As estruturas da maioria dos micro-organismos nao sio facil-
mente fossilizadas. Algumas exce¢des sdo as seguintes:

m Um protista marinho cujas colonias fossilizadas formam as
White Cliffs em Dover, na Inglaterra.

m Os estromatolitos, os restos fossilizados de bactérias filamento-
sas e sedimentos que apareceram entre 0,5 e 2 bilhdes de anos
atras (Figura 10.4a e Figura 10.4b).

m Fdsseis semelhantes a cianobactérias encontrados em rochas
na Australia ocidental que possuem de 3,0 a 3,5 bilhoes de
anos. Acredita-se que sejam os mais velhos fdsseis conheci-
dos. Alguns fésseis de procariotos sio mostrados na Figura
10.4c.

Uma vez que nio existem evidéncias de fosseis da maioria dos
procariotos, sua filogenia deve estar baseada em outras evidéncias.
Em uma excecdo notavel, os cientistas podem ter isolado bactérias
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Figura 10.4 Procariotos fossilizados (a) Comunidades bacterianas
formam pilares rochosos chamados de estromatdlitos, que comegaram a cres-
cer hé 3.000 anos. (b) Corte transversal de um estromatdlito fossilizado que
cresceu ha dois bilhdes de anos. (€) Procariotos filamentosos do inicio do pe-
riodo pré-cambriano (3,5 bilhdes de anos) da Austrélia ocidental.

P Que evidéncia é usada para determinar a filogenia de procariotos?

e leveduras vivas de 25 a 40 milhdes de anos. Em 1995, o microbio-
logista americano Raul Cano e seus colegas relataram o crescimen-
to de Bacillus sphaericus e de outros micro-organismos ainda nao
identificados que teriam sobrevivido em ambar (resina de planta
fossilizada) durante milhdes de anos. Se for confirmado, essa des-

coberta deverd fornecer mais informagdes sobre a evolu¢ido dos
micro-organismos.

Conclusdes obtidas do sequenciamento de rRNA e de estu-
dos de hibridizagao de DNA (discutidos na pagina 291) de or-
dens e familias selecionadas de eucariotos estio de acordo com
os registros de fosseis. Isso tem encorajado os pesquisadores a
utilizar a hibridizacdo de DNA e o sequenciamento de rRNA
para compreender as relagdes evolutivas entre os grupos de pro-
cariotos.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»/ Qual evidéncia sustenta a classificagdo dos organismos em trés domi-
nios? 10-4

N Compare Archaea e Bacteria, Bacteria e Eukarya, e Archaea e Eukarya.
10-5

Classificacdo dos organismos

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
10-6 Explicar por que nomes cientificos s&o utilizados.

10-7 Listar os taxa mais importantes.
10-8 Diferenciar cultura, clone e linhagem.

10-9 Listar as principais caracteristicas utilizadas para diferenciar os
trés Reinos de Eukarya multicelular.

10-10 Déefinir protista.
10-11 Diferenciar espécies eucaridticas, procariéticas e virais.

Os organismos vivos sido agrupados de acordo com as carac-
teristicas similares (classificagdo), e a cada organismo ¢ atribuido
um nome cientifico. As normas para classificacdo e denominagao,
utilizadas no mundo todo pelos bidlogos, sdo discutidas a seguir.

Nomenclatura cientifica

Em um mundo habitado por milhées de organismos vivos, os bio-
logos devem ter certeza que conhecem exatamente o micro-orga-
nismo sobre o qual estdo discutindo. Nao podemos utilizar nomes
comuns, porque muitas vezes 0 mesmo nome ¢ utilizado para mui-
tos organismos diferentes em locais diferentes. Por exemplo, exis-
tem dois organismos diferentes com o mesmo nome: musgo espa-
nhol, sendo que nenhum deles ¢ realmente um musgo. Além disso,
idiomas locais sdo utilizados para nomes comuns. Como os nomes
comuns podem induzir ao erro e estdo em idiomas diferentes, um
sistema de nomes cientificos, denominado nomenclatura cientifica,
foi desenvolvido no século XVIIL

Relembre do Capitulo 1 (pagina 2) que cada organismo recebe
dois nomes, ou um bindmio. Esses sio 0 nome do género e o nome
do epiteto especifico (espécie), sendo que ambos sdo escritos su-
blinhados ou em italico. O nome do género comega sempre com
letra maitscula e é sempre um substantivo. O nome da espécie co-
meca com letra minuscula e geralmente é um adjetivo. Como esse
sistema fornece dois nomes para cada organismo, ele é chamado de
nomenclatura binomial.

Vamos considerar alguns exemplos. O nosso género e o nos-
so epiteto especifico sdo Homo sapiens. O substantivo, ou géne-
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ro, significa homem; o adjetivo, ou epiteto especifico, significa
sabio. Um fungo que contamina o pao é chamado de Rhizopus
stonolifer. Rhizo descreve a estrutura semelhante a raiz do fungo;
stolo descreve as hifas longas. A Tabela 1.1 na pagina 4 contém
mais exemplos.

Os bindmios sdo utilizados por cientistas do mundo todo, inde-
pendente de sua lingua nativa, permitindo que eles compartilhem
seu conhecimento de maneira eficiente e exata. Varias entidades
cientificas sdo responsaveis por estabelecer normas que governam
a denominac¢io dos organismos. As normas para a denominagao
de protozodarios e vermes parasitas estdo publicadas no Internatio-
nal Code of Zoological Nomenclature. As normas para a denomi-
nag¢do de fungos e algas estdo publicadas no International Code of
Botanical Nomenclature. As normas para a denominag¢do de novos
procariotos classificados e a atribui¢io de um tdxon sio estabeleci-
das pelo Comité Internacional de Sistemdtica de Procariotos e estdo
publicadas no International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, antes de serem incorporadas em um livro de referén-
cia chamado de Bergey’s Manual. De acordo com o Bacteriological
Code, os nomes cientificos devem ser derivados do latim (um nome
de género também pode ser derivado do grego) ou latinizados pela
adi¢do de um sufixo apropriado. Os sufixos para ordem e familia
sdo —ales e —aceae, respectivamente.

A medida que novas técnicas de laboratério possibilitam uma
caracterizagdo mais detalhada dos micro-organismos, dois géneros
podem ser reclassificados em um tnico género, ou um género pode
ser dividido em dois ou mais géneros. Por exemplo, os géneros Di-
plococcus e Streptococcus foram combinados em 1974; a inica espé-
cie de diplococo é agora chamada de Streptococcus pneumoniae. Em
1984, estudos de hibridizacdo de DNA indicaram que Streptococcus
faecalis e Streptococcus faecium tinham um parentesco distante com
as outras espécies de estreptococos; como consequéncia, um novo
género chamado de Enterococcus foi criado e essas espécies foram
renomeadas E. faecalis e E. faecium.

Em 2001, com base em estudos de hibridizagio DNA-DNA
e de rRNA, algumas espécies de Chlamydia foram mudadas para
um novo género, Chlamydophila (veja a pagina 292). Realizar uma
transi¢do para um novo nome pode gerar confuséo, e por isso um
nome antigo muitas vezes é escrito entre parénteses. Por exemplo,
um médico procurando por uma informagdo sobre a causa dos
sintomas parecidos com pneumonia (meliodose) em um paciente,
podera encontrar o nome da bactéria Burkholderia (Pseudomonas)
pseudomallei.

Obter o nome de um micro-organismo ¢ importante para de-
terminar qual tratamento usar; drogas antifungicas nio funcio-
nardo contra bactérias, e drogas antibacterianas ndo funcionario
contra virus.

A hierarquia taxonémica

Todos os organismos podem ser agrupados em uma série de sub-
divisdes que formam uma hierarquia taxonémica. Linnaeus de-
senvolveu essa hierarquia para sua classificacao das plantas e dos
animais. Uma espécie eucaridtica é um grupo de organismos inti-
mamente relacionados que se reproduzem entre si. (Espécies bacte-
rianas serdo discutidas em breve.) Um género consiste em espécies

que diferem entre si em certas caracteristicas, mas sao relacionadas
pela descendéncia. Por exemplo, Quercus, o género do carvalho,
consiste em todos os tipos de carvalho (carvalho branco, carvalho
vermelho, carvalho veludo, e outros). Mesmo sabendo que cada
espécie de carvalho difere das outras, elas sdo relacionadas gene-
ticamente. Como um grupo de espécies forma um género, géneros
relacionados formam uma familia. Um grupo de familias simila-
res forma uma ordem, e um grupo de ordens similares forma uma
classe. Por sua vez, classes relacionadas formam um filo. Portanto,
um organismo especifico (ou espécie) tem um nome de género e
um epiteto especifico e pertence a uma familia, uma ordem, uma
classe e um filo.

Todos os filos ou divisdes relacionadas entre si formam um
reino, e os reinos relacionados sdo reagrupados em um dominio
(Figura 10.5).

TESTE SEU CONHECIMENTO

" Utilizando Escherichia coli e Entamoeba coli como exemplos, explique
por que o nome do género deve sempre ser escrito por extenso na
primeira citagdo. Por que o uso da nomenclatura binomial é preferivel
ao uso de nomes comuns? 10-6

/" Procure a bactéria gram-positiva Staphylococcus no Apéndice F. A qual

bactéria esse género é mais relacionado: Gemella ou Streptococcus?
10-7

Classificacao dos procariotos

O esquema de classificagdo taxondmica dos procariotos é encontra-
do no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, segunda edi¢ao
(veja o Apéndice F). Os primeiros dois volumes foram publicados,
com os trés volumes restantes previstos para os proximos anos. No
Bergey’s Manual, os procariotos sdo divididos em dois dominios:
Bacteria e Archaea. Cada dominio é divido em filos. Lembre que a
classificagdo se baseia nas similaridades das sequéncias de nucleo-
tideos no rRNA. As classes sdo divididas em ordens; as ordens, em
familias; as familias, em géneros; e os géneros, em espécies.

Uma espécie procaridtica é definida de maneira diferente das
espécies eucarioticas, que sdo um grupo de organismos intima-
mente relacionados que podem se reproduzir entre si. Diferente
da reprodugédo dos organismos eucaridticos, a divisdo celular das
bactérias nao é diretamente ligada a conjugacdo sexual, que nao é
frequente e nio precisa ser sempre espécie-especifica. Uma espé-
cie procaridtica, entretanto, é definida simplesmente como uma
populagdo de células com caracteristicas similares. (Os tipos de ca-
racteristicas serdo discutidos mais tarde neste capitulo.) Os mem-
bros de uma espécie bacteriana sio essencialmente similares entre
si, mas sdo distintos dos membros de outras espécies, em geral com
base em varias caracteristicas. Como vocé sabe, as bactérias que
crescem em um tempo determinado em um meio sdo chamadas
de cultura. Uma cultura pura frequentemente é um clone, ou seja,
uma populagio de células derivada de uma unica célula parental.
Todas as células no clone devem ser idénticas. Contudo, em alguns
casos, as culturas puras da mesma espécie ndo sao idénticas em to-
das as caracteristicas. Cada um desses grupos é denominado linha-
gem. As linhagens sdo identificadas por numeros, letras ou nomes
que seguem o epiteto especifico.
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DOMINIO EUKARYA BACTERIA
NENHUM DESIGNADO
REINO ANIMALIA FUNGI PLANTAE PARA BACTERIA
Filo Chordata Ascomycota Tracheophyta PROTEOBACTERIA
. . . Gamma-
Classe Mammalia Hemiascomycetes Angiospermae -proteobacteria
) Saccharo- .
Ordem Carnivora mycetales Rosales Enterobacteriales
. ) Saccharo- .
Familia Canidea mycetaceae Rosaceae Enterobacteriaceae
Género Canis Saccharomyces Rosa Escherichia
Espécie C. familiaris S. cerevisiae R. pratincula E. coli
— — — —
5cm 5um 2,5cm 0,5um
Nome Cao Levedura de panificacdo Rosa do campo E. coli
comum

Figura 10.5 A hierarquia taxonémica. Os organismos sdo reagrupados de acordo com a
proximidade de sua relacdo. Espécies que sdo intimamente relacionadas séo reagrupadas no mesmo
género. Por exemplo, a levedura de panificagdo pertence ao género que inclui também a levedura da
massa azeda (Saccharomyces exiguus). Géneros relacionados como Saccharomyces e Candida séo
colocados em uma familia, e assim por diante. Cada grupo superior é mais abrangente. O dominio
Eukarya inclui todos os organismos com células eucariéticas.

P Qual é a definicédo biolégica de familia?
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BACTERIA

Bactérias gram-positivas

Alto Baixo
G+C G+C

Proteobactérias

Bactérias verdes
néo sulfurosas

Cianobactérias

Clamidias

Espiroquetas

Bactérias
verdes
sulfurosas

Bacteroides

ARCHAEA

Metan6genos

Halofilos
extremos

Hipertermofilos ‘

/

Figura 10.6 Relacdes filogenéticas dos procariotos. As setas indicam as linhas princi-
pais de descendéncia dos grupos bacterianos. Filos selecionados séo indicados pelos quadros

brancos.

P Membros de qual filo podem ser identificados pela coloracdo de Gram?

O Bergey’s Manual fornece uma referéncia para identifi-
ca¢do de bactérias em laboratério, assim como um esquema de
classificagdo para bactérias. Um esquema de relagdes evolutivas
de bactérias é mostrado na Figura 10.6. As caracteristicas utili-
zadas para classificar e identificar as bactérias sdo discutidas no
Capitulo 11.

Classificacao dos eucariotos

Alguns reinos no Dominio Eukarya sdo mostrados na Figura 10.1.
Desde 1969, os organismos eucaridticos simples, a maioria unice-
lular, tém sido agrupados no Reino Protista, um reino que abriga
uma variedade de organismos. Historicamente, os organismos eu-
caridticos que ndo se encaixavam em outros reinos eram colocados
no Protista. Aproximadamente 200.000 espécies de protistas foram
identificadas até agora, e esses organismos sdo bastante diversos
do ponto de vista nutricional - desde fotossintético até parasita in-
tracelular obrigatério. O sequenciamento do rRNA estd tornando
possivel a divisdo dos protistas em grupos com base em sua des-
cendéncia a partir de ancestrais comuns. Consequentemente, uma
vez classificados, os organismos sio divididos em clades, ou seja,

grupos relacionados geneticamente. Por conveniéncia, continuare-
mos a utilizar o termo protista para indicar eucariotos unicelulares
e seus parentes proximos. Esses organismos serdo discutidos no
Capitulo 12.

Fungos, plantas e animais formam os trés reinos de organismos
eucaridticos mais complexos, sendo a maioria multicelular.

O Reino Fungi inclui as leveduras unicelulares, os bolores
multicelulares e espécies macroscopicas como os cogumelos.
Para obter matéria-prima para as fungdes vitais, um fungo ab-
sorve a matéria orginica dissolvida através de sua membrana
plasmatica. As células de um fungo multicelular normalmente
sdo unidas para formar tubos finos chamados de hifas. As hifas
sdo divididas em unidades multinucleadas separadas por pare-
des transversais que possuem poros, de forma que o citoplasma
possa fluir entre essas unidades similares a células. Os fungos se
desenvolvem a partir de esporos ou de fragmentos de hifas (veja
a Figura 12.1, pagina 331).

O Reino Plantae (plantas) inclui algumas algas e todos os mus-
gos, samambaias, coniferas e plantas com flores. Todos os membros
desse reino sdo multicelulares. Para obter energia, uma planta utili-
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za a fotossintese, o processo que converte o didxido de carbono e a
agua em moléculas organicas utilizadas pela célula.

O reino dos organismos chamado de Animalia (animais) in-
clui esponjas, varios vermes, insetos e animais com esqueleto (ver-
tebrados). Os animais obtém nutrientes e energia pela ingestdo de
matéria organica por meio de algum tipo de boca.

Classificacao dos virus

Os virus ndo sio classificados como parte de nenhum dos trés
dominios. Eles ndo sio compostos por células, e utilizam a ma-
quinaria anabdlica dentro da célula hospedeira para se multipli-
car. O genoma viral pode direcionar a biossintese no interior da
célula hospedeira, e alguns genomas podem se incorporar ao ge-
noma do hospedeiro. O nicho ecolégico de um virus ¢ sua célula
hospedeira especifica, logo o virus pode estar mais intimamente
relacionado com seu hospedeiro do que com outros virus. O In-
ternational Committee on Taxonomy of Virus (Comité Interna-
cional em Taxonomia de Virus) define uma espécie viral como
uma populagdo de virus com caracteristicas similares (incluindo
morfologia, genes e enzimas) que ocupam um nicho ecoldgico
especifico.

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios, ou seja,
eles devem ter se desenvolvido assim que uma célula hospedei-
ra adequada se desenvolveu. Existem duas hip6teses que tentam
explicar a origem dos virus: (1) eles surgiram de fitas de dcidos
nucleicos de replica¢do independente (como os plasmideos) e (2)
eles se desenvolveram a partir de células degenerativas que, apds
muitas geragdes, teriam perdido gradualmente sua capacidade
de sobreviver de forma independente, mas que poderiam viver
quando associadas a outras células. Os virus serdo discutidos no
Capitulo 13.

TESTE SEU CONHECIMENTO

o Utilize os termos espécie, cultura, clone e linhagem em uma sentenga
para descrever o crescimento de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina. 10-8

A/ Suponha que vocé descobriu um novo organismo; ele é multicelular,
nucleado, heterotréfico e tem parede celular. A qual reino ele perten-
ce? 10-9

A/ Escreva sua propria definicdo de protista. 10-10

A Porquea definicdo de uma espécie viral ndo serviria para uma espécie
bacteriana? 10-11

Métodos para classificacdo e
identificacdo de micro-organismos

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
10-12 Comparar e diferenciar classificagdes e identificagdes.
10-13 Explicar o propésito do Bergey'’s Manual.

10-14 Descrever como coloracdes e testes bioquimicos s&o utilizados
para identificar bactérias.

10-15 Diferenciar Western blotting e Southern blotting.

10-16 Explicar como os testes sorolégicos e a tipagem com fagos
podem ser utilizados para identificar uma bactéria desconhecida.

10-17 Descrever como um micro-organismo recentemente descoberto
pode ser classificado por composi¢édo de bases do DNA, DNA
fingerprinting e PCR.

10-18 Descrever como 0s micro-organismos podem ser identificados
por hibridizagdo de &cidos nucleicos, Southern blotting, chips de
DNA, ribotipagem e FISH.

10-19 Diferenciar chave dicotémica e cladograma.

Um esquema de classificagdo fornece uma lista de caracteris-
ticas e meios de comparag¢ao para ajudar na identificacdo de um
organismo. Uma vez identificado, um organismo pode ser colocado
em um esquema de classificacdo previamente definido. Os micro-
-organismos sao identificados com propositos praticos — por exem-
plo, para determinar um tratamento apropriado para uma infec¢o.
Eles ndo sdo necessariamente identificados pelas mesmas técnicas
pelas quais sdo classificados. A maioria dos procedimentos de iden-
tificagdo ¢ facilmente realizada em um laboratério e utiliza o menor
nimero possivel de processos e testes. Os protozodrios, os vermes
parasitas e os fungos em geral podem ser identificados microscopi-
camente. A maioria dos organismos procaridticos nao tem caracte-
risticas morfologicas distintas ou até mesmo variagdes de tamanho
e de forma. Consequentemente, os microbiologistas desenvolveram
uma variedade de métodos que testam reagoes metabdlicas e outras
caracteristicas que identificam os procariotos.

O Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology tem sido am-
plamente utilizado como referéncia desde a primeira edigdo, pu-
blicada em 1923. O microbiologista americano David Bergey foi o
presidente do grupo que compilou as informages sobre bactérias
conhecidas a partir de artigos publicados em jornais cientificos. O
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (9° ed., 1994) ndo
classifica as bactérias de acordo com a relagdo evolutiva, mas forne-
ce esquemas de identificagio com base em critérios como compo-
sicao da parede celular, morfologia, coloragio diferencial, necessi-
dades de oxigénio e testes bioquimicos.* A maioria das Bactérias e
Arquibactérias ainda nao foi cultivada, e os cientistas estimam que
somente 1% desses micro-organismos tenha sido descoberto.

A microbiologia médica (o ramo da microbiologia que trata de
patégenos humanos) dominou o interesse em micro-organismos, e
este interesse esta refletido em muitos esquemas de identificagao.
Contudo, para colocar as propriedades patogénicas das bactérias
em perspectiva, das mais de 2.600 espécies listadas nas Approved
Lists of Bacterial Names, menos de 10% sdo patégenos humanos.

Discutiremos a seguir varios critérios e métodos para a clas-
sificagdo e a identificagdo rotineira dos micro-organismos. Além
das propriedades do organismo em si, a fonte e o habitat do isolado
bacteriano sdo considerados como parte do processo de identifica-
¢d30. Em microbiologia clinica, um médico coleta uma amostra de
pus ou de superficie tecidual de um paciente. A amostra é introdu-

* Tanto o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (veja a pagina 279) quanto o
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology sio referidos simplesmente como
Bergey’s Manual; os titulos completos sdo utilizados quando a informagao discutida
se encontra em um, mas niao no outro, por exemplo, uma tabela de identificagao.
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Nas ultimas décadas, milhares de ma-
miferos marinhos morreram sem explicagéo
ao redor do mundo. Essas mortes ocorrem em
surtos de duzias a milhares de mamiferos, e os
microbiologistas tentam determinar a causa de
cada surto. Em 2007, as mortes de ledes-mari-
nhos da Califérnia foram atribuidas a leptospiro-
se, e doengas infecciosas como a toxoplasmose
tém matado lontras marinhas da Califérnia em
nuimeros crescentes. O declinio atual da popula-
cdo de lontras marinhas do Sul € o resultado de
uma taxa de mortalidade de 40% decorrente de
uma variedade de doencas infecciosas bacteria-
nas. Esse aumento nos indices de mortalidade
traz a preocupacgédo de que populagdes inteiras
de mamiferos marinhos possam ser destruidas.

Em 2007, a brucelose matou um golfinho
Maui. Ainda mais preocupante é o fato de um
grande nimero de patégenos oportunistas, in-
cluindo 55 espécies de Vibrio, ter sido encontra-
do em golfinhos. Essas bactérias fazem parte da
microbiota normal dos golfinhos e da biota das
dguas costeiras. Elas podem causar doenca so-
mente se o sistema imune do animal, sua defesa
natural contra infecgéo, for enfraquecido. Arca-
nobacterium phocae é um patégeno oportunista
que causa uma infecgdo grave em focas feridas.

O virus da cinomose focina e o morbilivirus
de cetdceo (CM) sdo responsdveis pela morte
de 20.000 mamiferos marinhos nas dguas eu-
ropeias, e por episédios periédicos de mortes
em golfinhos nariz de garrafa ao longo da costa
Atlantica dos Estados Unidos. Evidéncias suge-
rem que baleias-piloto podem ser responséveis
pela transmissé&o do virus CM para outras espé-
cies em grandes extensdes do oceano.

As informacdes séo raras

Tais perguntas sdo uma preocupagdo da micro-
biologia veterindria, que até recentemente era
um ramo negligenciado da microbiologia médi-
ca. Enquanto as doencas de animais como gado,
frangos e martas foram estudadas, em parte pela
sua disponibilidade aos pesquisadores, a micro-
biologia dos animais selvagens, especialmente
os mamiferos marinhos, € um campo relativa-
mente emergente. Coletar amostras de animais
que vivem em oceano aberto e realizar analises
bacterioldgicas € bastante dificil. Atualmente,

os animais estudados sdo aqueles confinados

(Figura A) ou que vém a praia para reprodugao,
como os ledes-marinhos do norte.

Os microbiologistas estdo identificando as
bactérias nos mamiferos marinhos utilizando
baterias de testes convencionais (Figura B)

e dados gendmicos de espécies conhecidas.

As bactérias sdo comparadas com espécies
descritas no Bergey’s Manual, para atribuir um
nome a elas ou as identificar. Novas espécies de
bactérias tém sido encontradas em mamiferos
marinhos utilizando a técnica de FISH (veja a
pagina 292).

Os microbiologistas veterinarios esperam que
0 aumento dos estudos de microbiologia dos
animais selvagens, incluindo os mamiferos ma-
rinhos, ndo somente promova uma melhoria no
manejo da vida selvagem como também forneca
modelos para o estudo de doengas humanas.

Figura B Testes bioquimicos utilizados para
identificar espécies selecionadas de patégenos

Figura A Pesquisadores de mamiferos marinhos
examinam um golfinho nariz de garrafa.

Reagdo de Gram?

humanos isolados de mamiferos marinhos. — +
P Considere que vocé
isolou um bastonete Fermentacao da glicose? Morfologia
gram-negativo que
produz gas a partir Acido Acido e gas Bastonetes Cocos
da glicose, seja
urease negativo, ci-
trato negativo e indol  plesiomonas Mével a 37°C? Erysipelothrix ~ Staphylococcus
positivo. Qual é essa shigelloides rhusiopathiae aureus
bactéria? ~ .
N&o Sim
Hidrolise da ureia? Aeromonas
hydrophila
Nao Sim
Producéo de indol? Utilizacao de citrato?
Nao Sim Nao Sim
Mannheimia Pasteurella Yersinia Klebsiella
haemolytica multocida enterocolitica pneumoniae
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Lab:

Data, hora recebida:

REQUISICAO MICROBIOLOGICA

l—NAO ESCREVER ABAIXO DESTA LINHA—l

RESULTADO DA
COLORAGAO DE GRAM

D COCOS GRAM-POSITIVOS,
GRUPOS

-POSITIVOS
@ COCOS GRAM-NEGATIVOS
BASTONETES GRAM-

[ LEVEDURA

[ ouTros

D SEM CRESCIMENTO
D SEM CRESCIMENTO

TRANSPORTADA DE
MANEIRA INCORRETA

] NEGATIVO PARA
SALMONELLA, SHIGELLA E
CAMPYLOBACTER

[ ovos, cisTos ou
PARASITAS NAO
VISUALIZADOS

[¥] bipLococos
GRAM-NEGATIVOS,
OXIDASE-POSIVIVOS

D PRESCRITIVO BETA
STREP GRUPO A
PELA BACITRALINA

Data:

Hora:

Tira preparada por:

Nome do médico:

A

ORIGEM DO ESPECIME

Coletado por:

RA PARA CADA R

RG do paciente:

@ AQ

TESTE REQUISITADO

[ sAaNGUE

EM__DIAS
[ COCOS GRAM-POSITIVOS, — [J FLUIDO CEREBROSPINAL
PARES/CADEIAS ] MICROBIOTA MISTA
FLUIDO (especificar fonte)
() EASICINEES CIRAE [] AMOSTRA COLETADA OU =

[ GARGANTA

D ESCARRO, expectorado

U \ecarivos [ __TIPOS DIFERENTES [ OUTRO, respiratsrio
! DE ORGANISMOS bl
[ cOCcOBACILOS GRAM (descrever)
NEGATIVOS

[] URINA, jato médio

D URINA, cateter de demora

Ij URINA, cateter reto

D URINA, primeira manha inteira
[2J URINA, outros (descrever)

[ FEZES

M GU (especificar fonte) M.

I:I ABSCESSO (especificar fonte)

Bacteriano

[ Cultura de rotina; coloragéo
de Gram, cultura anaerébica,
teste de suscetibilidade
Strep Gp. A para garganta.

[ cultura de Legionella
] Bartonella
[ Hemocultura

Outras culturas néo rotineiras
[ E. coli 0157:H7
[ Vibrio
[ Yersinia
M H. ducreyi
[ B. pertussis
[ outros

Culturas de triagem
[ Gonococos
[ strep Grupo B
[ Strep Grupo A
[ outros

D TECIDO (especificar fonte)

[J ULCERAGAO (especificar fonte)

[d FERIMENTO (especificar fonte)

D TESTE DE ESTERILIDADE

[ BACILOS ACIDO-ALCOOL
RESISTENTES

[ FUNGICO

VIRAL
[ cultura de rotina
[ Herpes simples
[ FA direta para

PARASITOLOGIA

] Exame para parasitas e
ovos intestinais

[] Imunoensaio para Giardia
[ Cryptosporidium

[_J Prep. oxidrio

[] Hemoparasitas

[ Concentracéo de filaria
[ Trichomonas

[ outros

ENSAIO DE TOXINA
[ Clostridium difficile

DIRETO (Detecgédo
de antigenos)
[] Somente antigeno
criptocdcico-CSF

[ Antigenos bacterianos
(especificar)

ESPECIAL
[M Teste de antimicrobianos (CIM)

A

Preenchido por uma pessoa

Preenchido por uma pessoa diferente

Figura 10.7 Formulario de relatério de laboratério de microbiologia clinica. Em insti-
tuicdes de salde, morfologia e coloragéo diferencial séo importantes na determinagédo do tratamento
adequado para doengas microbianas. Um clinico completa o formuldrio para identificagdo da amostra
e testes especificos. Nesse caso, uma amostra geniturindria serd examinada para doencgas sexual-
mente transmissiveis. As anota¢des em vermelho s&o as indicacdes do técnico de laboratério para a
coloragdo de Gram e os resultados das culturas. (A concentracdo inibitéria minima [CIM] de antibiéti-
cos serd discutida no Capitulo 20, pagina 572.)

P Qual doenca é suspeitada se o quadro de bacilos acido-alcool resistentes é testado?

zida em um tubo para transporte. Os meios para transporte em ge-
ral ndo sdo nutritivos e sdo projetados para prolongar a viabilidade

Caracteristicas morfoldgicas

de patdgenos fastidiosos. O médico anota o tipo de espécime e os
testes requeridos em um formulédrio de requisi¢do laboratorial (Fi-
gura 10.7). As informagdes fornecidas pelo técnico de laboratério
ajudardo o médico a iniciar o tratamento (veja o quadro no Capitu-
lo 5, pagina 144).

As caracteristicas morfoldgicas (estruturais) tém auxiliado os taxo-
nomistas na classificagao de organismos nos tltimos 200 anos. Os
organismos superiores frequentemente sdo classificados de acordo
com a observagio de detalhes anatdmicos. Contudo, muitos micro-
-organismos sao muito semelhantes entre si para poderem ser clas-
sificados por suas estruturas. No microscépio, organismos que po-
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Figura 10.8 Utilizacédo de caracteristicas me-
tabadlicas para identificar géneros selecionados
de bactérias entéricas.

P Considere que vocé tem uma bactéria gram-
-negativa que produz acido a partir de lactose e
nédo pode utilizar o acido citrico como tnica fonte
de carbono. Qual é essa bactéria?

Né&o

Shigella:
produz lisina-
-decarboxilase

dem diferir quanto as suas propriedades metabolicas ou fisioldgicas
podem parecer iguais. Literalmente centenas de espécies bacteria-
nas sdo pequenos bastonetes ou pequenos cocos.

Contudo, um tamanho maior ou a presenga de estrutu-

ras intracelulares nem sempre significa uma classifica-
¢do facil. A pneumonia por Pneumocystis é a infec¢do oportunista
mais comum em pacientes com Aids. Até a epidemia de Aids, o
agente responsavel por essa infecgio, P, jirovecii (anteriormente co-
nhecido como P. carinii), raramente era visto em seres humanos.
Pneumocystis nao possui estruturas que podem ser facilmente utili-
zadas para identificagdo (veja a Figura 24.20, pagina 698), e sua po-
si¢do taxondmica tem sido incerta desde a sua descoberta em 1909
por Carlos Chagas em camundongos. Embora tenha sido classifica-
do como um protozodrio, estudos recentes comparando a sequén-
cia de seu rRNA com a de outros protozodrios, Euglena, fungos ce-
lulares gelatinosos, plantas, mamiferos e fungos mostraram que
Pneumocystis é na realidade um membro do Reino Fungi. Pesquisa-
dores cultivaram Pneumocystis e desenvolveram alguns tratamen-
tos uteis para a pneumonia causada por ele. Se os pesquisadores
considerarem o parentesco desse organismo com os fungos, trata-
mentos apropriados serdo obtidos.

A morfologia celular nos diz pouco sobre as relagdes filogené-
ticas. Contudo, as caracteristicas ainda auxiliam na identifica¢io de
bactérias. Por exemplo, diferencas em estruturas como os endospo-
ros ou os flagelos podem ser uteis.

Coloracéo diferencial

Relembre do Capitulo 3 que um dos primeiros passos para iden-
tificar bactérias é a coloragdo diferencial. A maioria das bactérias
¢ gram-positiva ou gram-negativa. Outras colora¢des diferenciais,
como a coloragdo acido-dlcool resistente, podem ser uteis para um
grupo mais limitado de micro-organismos. Lembre-se de que essas
coloragdes tém como base a composi¢ao quimica das paredes celu-
lares e, portanto, ndo sio uteis para as bactérias sem paredes ou para
as arquibactérias com paredes incomuns. O exame microscdpico de

Podem utilizar acido
citrico como sua Unica
fonte de carbono?

Podem fermentar
lactose?

Néo Sim

Podem utilizar acido
citrico como sua Unica
fonte de carbono?

Sim N&ao Sim

Salmonella: Escherichia
geralmente Produzem
produz H,S acetoina?
N&o Sim
Citrobacter Enterobacter

uma colorag¢io de Gram ou de uma coloragio dcido-alcool resisten-
te ¢ utilizado para obter informagoes rdapidas no ambiente clinico.

Testes bioquimicos

As atividades enzimaticas sao amplamente utilizadas para diferen-
ciar as bactérias. Mesmo bactérias intimamente relacionadas em
geral podem ser separadas em espécies distintas apos serem sub-
metidas a testes bioquimicos, como a determina¢ido da capacida-
de de fermentar um conjunto de carboidratos selecionados. Como
um exemplo da utilizagdo de testes bioquimicos para identificar
bactérias (nesse caso, em mamiferos marinhos), veja o quadro na
péagina 283. Além disso, os testes bioquimicos podem fornecer in-
formacgdes sobre o nicho da espécie no ecossistema. Por exemplo,
uma bactéria que possa fixar o gas nitrogénio ou oxidar o enxofre
elementar fornecerd nutrientes importantes para plantas e animais.
Isso serd discutido no Capitulo 27.

As bactérias gram-negativas entéricas sdo um grupo amplo e
heterogéneo de micro-organismos cujo habitat natural é o trato in-
testinal de humanos e de outros animais. Essa familia contém mui-
tos patdgenos que causam doengas diarreicas. Varios testes foram
desenvolvidos para que os técnicos identifiquem rapidamente os
patdgenos, os médicos fornecam um tratamento apropriado e os
epidemiologistas localizem a fonte da doenca. Todos os membros
da familia Enterobacteriaceae sdo oxidase-negativos. Entre as bacté-
rias entéricas estdo membros dos géneros Escherichia, Enterobacter,
Shigella, Citrobacter e Salmonella. Escherichia, Enterobacter e Citro-
bacter, que podem fermentar a lactose para produzir acido e gés,
podem ser diferenciados de Salmonella e Shigella, que nao podem.
Outros testes bioquimicos, como mostrado na Figura 10.8, podem
diferenciar os géneros.

O tempo necessério para identificar bactérias pode ser redu-
zido consideravelmente com a utiliza¢io de meios seletivos e dife-
renciais ou métodos rapidos de identifica¢do. Lembre-se do Capi-
tulo 6 (pagina 168) que os meios seletivos contém ingredientes que
inibem o crescimento de organismos competidores e favorecem o
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o Um tubo contendo meio para 15 testes bioguimicos €
inoculado com uma bactéria entérica desconhecida.

e Apds incubagao, é feita a leitura dos resultados.

o g
© © s o g = & o
g, ¢ £ 5 2 & £ 2 ! £2 2 §
28 3 £ %8 8§ § & 5 o 35 ¢ =
AR
o O valor para cada teste positivo é circulado, e os
numeros de cada grupo de testes séo somados
para fornecerem o cédigo numérico ID.
@ +1 4 2 +(D 4 + 2 + 1 4 + 2 + 1 @W+@+ Q@
Q J\ 7\ J\ J \ )

o A comparacao do codigo ID com uma lista de nomes

computadorizada mostra que o organismo € Proteus Cédigo ID
mirabilis.
21006
21007
21020

S . Resultados Teste
LN atipicos confirmatério

Proteus mirabilis Ornitina™ Sacarose

Proteus mirabilis Ornitina™

Salmonella choleraesuis Lisina™

Figura 10.9 Tipo de método de identificacéo rapida para bactérias: Enterotubo Il da
Becton Dickinson. Este exemplo mostra os resultados para uma linhagem tipica de P. mirabilis;
contudo, outras linhagens podem produzir resultados diferentes para os testes que estdo listados na
coluna de Resultados Atipicos. O teste V-P € utilizado para confirmar uma identificagéo.

P Como uma espécie pode ter dois cddigos ID diferentes?

crescimento dos organismos de interesse, e os meios diferenciais
permitem que o micro-organismo desejado forme uma coldnia
que pode ser distinguida.

O Bergey’s Manual ndo avalia a importancia relativa de cada
teste bioquimico e ndo descreve sempre as linhagens. Ao diag-
nosticar uma infec¢do, o médico deve identificar uma espécie em
particular e até uma linhagem especifica para prosseguir com o
tratamento apropriado. Para isso, séries especificas de testes bio-
quimicos foram desenvolvidas para a identifica¢do rapida em
laboratorios hospitalares. Sistemas de testes rapidos foram de-
senvolvidos para leveduras e outros fungos, assim como para bac-
térias.

Métodos rapidos de identifica¢do sio produzidos para gru-
pos de bactérias de importincia médica, como as entéricas. Tais

ferramentas sdo projetadas para realizar varios testes bioquimicos
simultaneamente e podem identificar bactérias em 4 a 24 horas.
Isso algumas vezes é chamado de identificagdo numérica porque
os resultados de cada teste correspondem a um numero. Na forma
mais simples, a um teste positivo pode ser dado o valor 1 e a um
teste negativo, o valor 0. Na maioria dos kits comerciais de testes,
os resultados correspondem a nimeros na faixa de 1 a 4, com base
na confiabilidade e importancia relativa de cada teste, e o resul-
tado total é comparado com um banco de dados de organismos
conhecidos.

No exemplo mostrado na Figura 10.9, uma bactéria entérica
desconhecida é inoculada em um tubo projetado para realizar 15
testes bioquimicos. Apds incubagio, os resultados em cada com-
partimento sdo registrados. Observe que para cada resultado é de-
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Figura 10.10 Um teste de aglutinacéio em lamina. (a) Em um teste
positivo, a aparéncia granulada se deve ao agrupamento (aglutinagdo) de
bactérias. (b) Em um teste negativo, as bactérias ainda estdo distribuidas de
maneira homogénea em salina e antissoro.

P A aglutinacéo ocorre quando as bactérias sdo misturadas com

signado um valor; o nimero resultante da soma de todos os testes
é chamado de cddigo ID. A fermentagdo da glicose é importante, e
para uma reagio positiva é dado o valor 2, em comparag¢io com a
producio de acetoina (teste V-P, ou teste de Voges-Proskauer), que
ndo tem valor.

Uma interpretagdo computadorizada dos resultados simulta-
neos dos testes ¢ essencial e é fornecida pelo fabricante. Uma li-
mita¢do dos testes bioquimicos é que as mutagdes e a aquisi¢io de
plasmideos podem resultar em linhagens com caracteristicas dife-
rentes. A menos que um grande nimero de testes seja utilizado, um
organismo pode ser identificado de maneira incorreta.

Sorologia

A sorologia ¢ a ciéncia que estuda o soro e as respostas imunolo-
gicas que sdo evidenciadas no soro (veja o Capitulo 18). Os micro-
-organismos sdo antigénicos; ou seja, aqueles que entram no corpo
animal estimulam a formac¢io de anticorpos. Os anticorpos sdo
proteinas que circulam no sangue e se combinam de maneira al-
tamente especifica com as bactérias que causaram a sua producio.
Por exemplo, o sistema imune de um coelho inoculado com as bac-
térias mortas da febre tifoide (antigeno) responde com a produgéo
de anticorpos contra as bactérias da tifoide. Solu¢oes de tais anti-
corpos utilizadas para identificar muitos micro-organismos de im-
portincia médica estdo disponiveis comercialmente; essa solucio é
chamada de antissoro. Se uma bactéria desconhecida ¢ isolada de
um paciente, ela pode ser testada com um antissoro conhecido e
com frequéncia é identificada rapidamente.

Em um procedimento chamado de teste de aglutinagao em
lamina, amostras de uma bactéria desconhecida sdo colocadas em
uma gota de solug¢ao salina em varias laminas. A seguir, diferentes
antissoros conhecidos sdo adicionados a cada amostra. As bacté-
rias aglutinam (agregam) quando misturadas com anticorpos que
sao produzidos em resposta a essa espécie ou linhagem de bacté-
ria; um teste positivo ¢ indicado pela presenca de aglutinagao. Tes-
tes de aglutinacdo em lamina positivos e negativos sio mostrados
na Figura 10.10.

Os testes sorolégicos podem diferenciar ndo somente espé-
cies microbianas, mas também linhagens dentro de uma espécie.
As linhagens com antigenos diferentes sdo chamadas de sorotipos,
sorovares ou biovares. Veja a discussdo sobre sorovares de Escheri-
chia e Salmonella na pagina 310. Como mencionado no Capitulo 1,
Rebecca Lancefield foi capaz de classificar os sorotipos dos estrep-
tococos pelo estudo de suas reagdes soroldgicas. Ela descobriu que
os diferentes antigenos nas paredes celulares de varios sorotipos de
estreptococos estimulam a formagéo de diferentes anticorpos. Por
outro lado, como bactérias intimamente relacionadas produzem
alguns dos mesmos antigenos, os testes soroldgicos podem ser uti-

(a) Teste positivo (b) Teste negativo

lizados para triagem de isolados bacterianos pelas possiveis simi-
laridades. Se um antissoro reage com as proteinas de diferentes es-
pécies ou linhagens bacterianas, essas bactérias podem ser testadas
posteriormente para outras similaridades.

O teste soroldgico foi utilizado para determinar se o aumento
no numero de casos de fasciite necrosante nos Estados Unidos e na
Inglaterra desde 1987 era devido a uma fonte comum de infecgao.
Nenhuma fonte comum foi encontrada, mas houve um aumento
nos dois sorotipos de Streptococcus pyogenes, que foram denomina-
dos bactérias “comedoras de carne”

Um teste chamado de imunoensaio enzimatico (ELISA, de
enzyme-linked immunosorbent assay) ¢ amplamente utilizado por-
que é rapido e pode ser lido por um computador (Figura 10.11; veja
também a Figura 18.14, pagina 518). Em um ELISA direto, anticor-
pos conhecidos sdo colocados em canaletas de uma microplaca, e
um tipo desconhecido de bactéria é adicionado a cada canaleta. A
reacdo entre os anticorpos conhecidos e as bactérias fornece uma
identificagdo das bactérias. Um ELISA ¢ utilizado no diagnoéstico
de Aids para detectar a presenca de anticorpos contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), o virus que causa a Aids (veja a
Figura 19.13, pagina 540).

Outro teste sorologico, o Western blotting, é utilizado para
identificar anticorpos no soro de um paciente (Figura 10.12). A in-
fecgdo por HIV ¢é confirmada pelo Western blotting, e a doenga de
Lyme, causada por Borrelia burgdorferi, frequentemente ¢ diagnos-
ticada por Western blot.

© Proteinas de uma bactéria ou virus conhecido sdo separadas
por uma corrente elétrica em uma eletroforese.

@ As proteinas sdo a seguir transferidas para um filtro por uma
corrente elétrica.

©® O soro do paciente ¢ lavado sobre o filtro. Se o paciente tiver
anticorpos para uma das proteinas do filtro (nesse caso, protei-
nas de Borrelia), os anticorpos e as proteinas combinardo. Um
soro anti-humano ligado a uma enzima ¢ a seguir lavado sobre
o filtro.

O Isso sera visualizado como uma banda colorida sobre o filtro
apos adi¢do do substrato de enzima.
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(b)

@

Fagotipagem

Assim como o teste soroldgico, a fagotipagem procura similarida-
des entre as bactérias. Ambas as técnicas sio uteis em localizar a
origem e seguir o curso do surto de uma doenga. A fagotipagem
¢é um teste para determinar a qual fago uma bactéria é susceti-
vel. Lembre-se do Capitulo 8 (pagina 237) que os bacteridfagos
(fagos) sdo virus bacterianos que geralmente causam a lise das
células bacterianas infectadas por eles. Sdo altamente especializa-
dos, pois infectam somente membros de uma espécie particular,
ou mesmo linhagens particulares dentro de uma espécie. Uma
linhagem bacteriana pode ser suscetivel a dois fagos diferentes,
enquanto outra linhagem da mesma espécie pode ser suscetivel a
esses dois fagos mais um terceiro. Os bacteridfagos serdo discuti-
dos no Capitulo 13.

As fontes de infec¢des associadas a alimentos podem ser se-
guidas por fagotipagem. Uma versdo desse procedimento comega
com uma placa totalmente recoberta por bactérias crescendo em
agar. Uma gota de cada tipo diferente de fago é colocada sobre a
bactéria. Se os fagos forem capazes de infectar e lisar as células
bacterianas, ocorrera falha do crescimento bacteriano (chamada
de placa de lise) (Figura 10.13). Esse teste mostra, por exemplo,
que bactérias isoladas de um corte cirtrgico tém o mesmo perfil
de sensibilidade ao fago que aquelas isoladas do cirurgido ou das
enfermeiras. Esse resultado estabelece que o cirurgido ou a enfer-
meira é a fonte da infeccio.

Perfil de acidos graxos

As bactérias sintetizam uma ampla variedade de dcidos graxos, e
em geral eles sdo constantes para uma espécie em particular. Siste-
mas comerciais tém sido projetados para separar os dcidos graxos
celulares e os comparar com o perfil de dcidos graxos de organis-
mos conhecidos. Perfis de acidos graxos, chamados de FAME (fatty
acid methyl ester), sio amplamente utilizados em laboratérios clini-
cos e de saude publica.

Figura 10.11 Teste de ELISA. (a) Um técnico
utiliza uma micropipeta para adicionar as amostras
em uma microplaca para ELISA. (b) Os resultados
do ELISA séo lidos pelo computador.

P Quais sdo as similaridades entre o teste de agluti-
nacdo em lamina e o teste de ELISA?

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo pode ser utilizada para identificar bactérias
em uma amostra sem a necessidade de cultivo. Em um citémetro de
fluxo, um fluido em movimento contendo as bactérias é pressiona-
do através de uma pequena abertura (veja a Figura 18.12, pagina
516). O método mais simples detecta a presenca das bactérias pela
diferenca da condutividade elétrica entre as células e 0 meio am-
biente. Se o fluido passando através da abertura é iluminado por
um laser, a dispersdo da luz fornece informagdes sobre o tamanho,
a forma, a densidade e a superficie da célula, que serdo analisadas
por um computador. A fluorescéncia pode ser utilizada para de-
tectar células naturalmente fluorescentes, como Pseudomonas, ou
células marcadas com corantes fluorescentes.

O leite pode ser um veiculo de transmissao de doengas. Um
teste que utilize a citometria de fluxo para detectar Listeria no
leite poderia economizar tempo, uma vez que a bactéria nio pre-
cisaria ser cultivada para identifica¢do. Os anticorpos contra Lis-
teria podem ser marcados com um corante fluorescente e adicio-
nados ao leite a ser testado. O leite é passado através do citometro
de fluxo, que registra a fluorescéncia das células marcadas com
anticorpos.

Composicédo de bases do DNA

Os taxonomistas podem utilizar a composi¢do de bases do DNA
de um organismo para tirar conclusdes sobre parentesco. Essa
composicdo de bases geralmente é expressa como a porcentagem
de guanina mais citosina (G + C). A composi¢do de bases de uma
unica espécie teoricamente é uma propriedade fixa; portanto, uma
comparagdo do contetido G + C em diferentes espécies pode revelar
seu grau de parentesco. Como vimos no Capitulo 8, cada guanina
(G) no DNA tem uma citosina (C) complementar. De maneira simi-
lar, cada adenina (A) no DNA tem uma timina (T) complementar.
Portanto, a porcentagem de bases de DNA que sdo pares GC nos
fornece a porcentagem de pares AT (GC + AT = 100%). Dois orga-
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o Se a doenca de Lyme é suspeita em um paciente, a
eletroforese é utilizada para separar as proteinas de
Borrelia burgdorferi no soro. As proteinas se movem em

velocidades diferentes em funcao de sua carga e tamanho

quando o gel é exposto a uma corrente elétrica.

e As bandas sé&o transferidas para um filtro de
nitrocelulose por blotting. Cada uma delas
consiste em muitas moléculas de uma proteina
particular (antigeno). As bandas ainda nédo séo
visiveis neste ponto.

e As proteinas (antigenos) sé@o posicionadas no filtro
exatamente como estavam no gel. O filtro é a seguir
lavado com o soro do paciente, seguido por anticorpos
anti-humanos conjugados com uma enzima. Os
anticorpos do paciente que combinam com seu
antigeno especifico sdo visiveis (mostrados aqui em
vermelho) quando o substrato da enzima é adicionado.

o O teste esta pronto. Se os anticorpos conjugados
se fixam no filtro, evidéncias da presenca do
micro-organismo em questao — nesse caso,

B. burgdorferi — foram encontradas no soro
do paciente.

Figura 10.12 Western blot. As proteinas separadas por eletroforese po-
dem ser detectadas por suas reagdes com 0s anticorpos.

P Dé o nome de duas doencas que podem ser diagnosticadas por Western
blotting.

nismos que sdo intimamente relacionados e, portanto, tém muitos
genes idénticos ou similares terdo quantidades similares de varias
bases de seu DNA. Contudo, se hd uma diferen¢a de mais de 10% na
sua porcentagem de pares de GC (p. ex., se 0 DNA de uma bactéria
contém 40% de GC e o de outra tem 60% de GC), entio esses dois
organismos provavelmente nio sio relacionados. E claro que dois
organismos que tenham a mesma porcentagem de GC ndo necessa-

Bactérias

Iisadas\

—Gel de
poliacrilamida

Proteinas
Maior

l Menor

Papel toalha

Solugéo salina

/ Esponja

Gel

Filtro de
nitrocelulose

riamente sdo intimamente relacionados; outros dados sdo necessa-
rios para se tirar conclusdes sobre suas relagoes filogenéticas.

Fingerprinting de DNA
Na verdade, determinar a sequéncia inteira de bases do DNA de

um organismo agora é possivel com métodos bioquimicos mo-
dernos, mas isso é impraticavel para a identifica¢do laboratorial
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Figura 10.13 Fagotipagem de uma linhagem de Salmonella en-
terica. A linhagem testada foi cultivada por toda a placa. Falhas, ou édreas
de lise, foram produzidas pelos bacteriéfagos, indicando que a linhagem era
sensivel a infecgéo por esses fagos. A fagotipagem € utilizada para distinguir
sorotipos de S. enterica e tipos de Staphylococcus aureus.

P 0 que é identificado na fagotipagem?

por causa da grande quantidade de tempo necessario. Contudo,
a utilizagdo de enzimas de restrigdo permitiu aos pesquisado-
res comparar as sequéncias de bases de organismos diferentes.
As enzimas de restricdo cortam uma molécula de DNA cada vez
que uma sequéncia de bases especifica ocorre, produzindo frag-
mentos de restri¢ao (como discutido no Capitulo 9, pagina 249).
Por exemplo, a enzima EcoRI corta o DNA no local da seta na
sequéncia

LG'AATTC...
..CTTAA:G...

Nessa técnica, o DNA de dois organismos ¢ tratado com a mes-
ma enzima de restrigdo, e os fragmentos de restrigio (RFLPs) pro-
duzidos sdo separados por eletroforese (veja a Figura 9.17, pagina
264). A comparagio do nimero e do tamanho dos fragmentos de
restri¢do produzidos pelos diferentes organismos fornece informa-
¢Oes sobre suas similaridades e diferencas genéticas; quanto mais
similares forem os perfis, ou o fingerprinting do DNA, mais intima-
mente relacionados deverao ser os organismos.

O fingerprinting de DNA ¢ utilizado para determinar a fonte
de infec¢des hospitalares. Em um hospital, pacientes submetidos a
cirurgia de desvio de corondria desenvolveram infec¢oes causadas
por Rhodococcus bronchialis. O fingerprinting de DNA das bactérias

Figura 10.14 Fingerprinting de DNA. Os plasmideos de sete bactérias
diferentes foram clivados com a mesma enzima de restricdo. Cada produto de
clivagem foi colocado em uma canaleta diferente (origem) do gel de agarose.
Uma corrente elétrica foi aplicada a seguir no gel para separar os fragmentos
por tamanho e carga elétrica. O DNA foi visualizado por coloragdo com bro-
meto de etidio, que fica fluorescente sob luz ultravioleta. A comparacdo das
canaletas mostra que nenhuma das amostras de DNA (e, portanto, nenhuma
bactéria) é idéntica.

P 0 que é um RFLP?

dos pacientes e da bactéria isolada de uma das enfermeiras foi idén-
tico. O hospital foi entdo capaz de quebrar a cadeia de transmissao
dessa infec¢do recomendando a enfermeira a utilizagdo de técnicas
de assepsia. O uso de fingerprinting de DNA para localizar a fonte
de diarreia associada a tomate é descrito no quadro do Capitulo 25,
na pagina 715.

Reacao em cadeia da polimerase

Quando um micro-organismo nao pode ser cultivado por méto-
dos convencionais, o agente responsavel por uma doenga infec-
ciosa talvez ndo possa ser identificado. Contudo, uma técnica cha-
mada de reagao em cadeia da polimerase (PCR, de Polymerase
Chain Reaction) pode ser utilizada para aumentar a quantidade de
DNA microbiano em niveis que possam ser testados por eletrofo-
rese em gel (veja o Capitulo 9, pagina 251). Se um iniciador para
um micro-organismo especifico é utilizado, a presenca de DNA
amplificado indica que o micro-organismo esta presente.

Em 1992, pesquisadores utilizaram a PCR para determinar o
agente responsavel pela doenga de Whipple, que era uma bactéria
previamente desconhecida, agora denominada Tropheryma whip-
plei. A doenga de Whipple foi descrita em 1907, por George Whip-
ple, como um disttrbio dos sistemas gastrintestinal e nervoso cau-
sado por um bacilo desconhecido. Ninguém foi capaz de cultivar
a bactéria para permitir sua identificagdo, e assim a PCR fornece
o unico método confidvel de diagndstico e tratamento para esta
doenga.

Nos tltimos anos, a PCR permitiu varias descobertas. Por
exemplo, em 1992, Raul Cano utilizou a PCR para amplificar o
DNA da bactéria Bacillus do &mbar, que tinha de 25 a 40 milhdes
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Figura 10.15 Hibridizagdo DNA-DNA. Quan-

DNA do organismo A

DNA do organismo B

to maior a quantidade de pareamento entre as fitas

de DNA de organismos diferentes (hibridizag&o),
mais intimamente relacionados estdo os organismos.

P Qual é a base tedrica das sondas de DNA?

o Aquecer para separar as fitas.

M T TN

A

o Determinar o grau
de hibridizacéo.

W

9 Combinar fitas
simples de DNA.

e Resfriar para permitir
a renaturagdo do DNA
de fita dupla.

Hibridizagao completa:
organismos idénticos

de anos. Os iniciadores foram feitos a partir da sequéncia de rRNA
de B. circulans, para amplificar o DNA que codifica o rRNA da bac-
téria no &mbar. Esses iniciadores vao amplificar o DNA de outras
espécies de Bacillus, mas ndo amplificam o DNA de outras bacté-
rias que poderiam estar presentes, como Escherichia ou Pseudomo-
nas. O DNA foi sequenciado ap6s amplificacdo. Essa informacio
foi utilizada para determinar as relagdes entre as bactérias antigas
e as atuais.

Em 1993, os microbiologistas identificaram o Hantavirus como
a causa de uma febre hemorragica no sudoeste da América utilizan-
do a PCR. A identificagdo foi feita em um tempo recorde — menos
de duas semanas. A PCR foi utilizada em 1994 para identificar o
agente responsdvel por uma nova doenga transmitida por carrapa-
tos (erliquiose granulocitica humana), a bactéria Erlichia chaffeen-
sis (pagina 654). A PCR também ¢é utilizada para identificar a fonte
do virus da raiva; veja o quadro no Capitulo 22 (pagina 625).

TagMan é um sistema comercial que utiliza a PCR para identi-
ficar E. coli patogénica em alimentos e na dgua. Com esse sistema, o
novo DNA amplificado de E. coli fluoresce e pode ser detectado por
meio de eletroforese em gel.

Hibridizac&o de acidos nucleicos

Se uma molécula de fita dupla de DNA ¢é exposta ao calor, as fitas
complementares se separam assim que as ligagdes de hidrogénio
se quebram. Se as fitas simples sdo entdo resfriadas lentamente,
elas irdo se unir novamente para formar uma molécula de fita
dupla idéntica a fita dupla original. (Essa unido ocorre porque
as fitas simples tém sequéncias complementares.) Quando essa
técnica ¢ aplicada para separar fitas de DNA de dois organismos

Hibridizagao parcial:
organismos relacionados

Nenhuma hibridizacéo:
organismos ndo relacionados

diferentes, é possivel determinar a extensio de similaridade entre
as sequéncias de bases dos dois organismos. Esse método ¢ conhe-
cido como hibridiza¢io de acidos nucleicos. O procedimento
considera que, se duas espécies sdo similares ou relacionadas, uma
por¢do maior das sequéncias dos seus acidos nucleicos também
serd similar. O método mede a habilidade das fitas de DNA de
um organismo de hibridizar (ligar-se por pareamento de bases
complementares) com as fitas de DNA de outro organismo (Figu-
ra 10.15). Quanto maior o grau de hibridiza¢do, maior o grau de
parentesco.

Reagdes similares de hibridizagdo podem ocorrer entre qual-
quer cadeia de fita simples de dcidos nucleicos: DNA-DNA, RNA-
-RNA, DNA-RNA. Um RNA transcrito ird hibridizar com o molde
separado de DNA para formar uma molécula hibrida DNA-RNA.
As reagdes de hibridizacio de acidos nucleicos sdo a base de diver-
sas técnicas (descritas a seguir) utilizadas para detectar a presenga
de micro-organismos e identificar organismos desconhecidos.

Southern blotting

A hibridizagdo de acidos nucleicos pode ser utilizada para identi-
ficar micro-organismos desconhecidos por Southern blotting (veja
a Figura 9.16, pdgina 263). Além disso, métodos rdpidos de identi-
ficacdo utilizando sondas de DNA estdo sendo desenvolvidos. Um
dos métodos envolve a quebra de DNA extraido de Salmonella em
fragmentos por uma enzima de restri¢do, e entdo selecionar um
fragmento especifico para ser a sonda de identificacao da Salmo-
nella (Figura 10.16). Esse fragmento deve ser capaz de hibridizar
com o DNA de todas as linhagens de Salmonella, mas ndo com o
DNA de outras bactérias entéricas relacionadas.
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(a) Um chip de DNA pode
ser fabricado para conter
centenas de milhares de
sequéncias de DNA de fitas
simples sintéticas. Considere
que cada sequéncia de DNA
€ exclusiva para um gene
diferente.

e

(b) DNA desconhecido de um paciente € separado em fitas simples,
cortado enzimaticamente e marcado com um corante fluorescente.

(c) O DNA desconhecido é inserido
no chip e se hibridiza com o DNA no
chip.

(d) O DNA marcado vai se ligar
somente com o DNA complementar no
chip. O DNA ligado vai ser detectado
pela sua fluorescéncia e analisado por
um computador. A luz vermelha é um
gene expresso em células normais, a
luz verde é um gene mutado expresso
em células tumorais e a luz amarela,
em ambas as células.

Figura 10.17 Tecnologia do chip de DNA. A tecnologia do chip de
DNA possibilitara uma andlise mais rapida e barata, utilizando muito mais son-
das. A tecnologia do chip é nova; contudo, os cientistas esperam utilizar em
breve os chips de DNA para detectar micro-organismos em amostras humanas
ou ambientais, identificar genes tumorais, identificar suspeitos potenciais em
um crime ou vitimas de um crime ou de uma catdstrofe, identificar espécies em
risco de extingdo e encontrar doadores de 6rgdo. Se o chip de DNA em (d)
foi construido com DNA bacteriano diferente, cada ponto representaria uma
bactéria, e os pontos apresentando luz fluorescente identificariam a bactéria na
amostra.

P 0 que permite a especificidade do chip a uma bactéria em particular?

relacionada com as riquétsias (pagina 303). As sondas sdo desen-
volvidas para que a FISH possa detectar bactérias em agua potavel
ou em um paciente antes das 24 horas ou mais normalmente reque-
ridas para o cultivo bacteriano (Figura 10.18).

Unindo os métodos de classificacdo

As caracteristicas morfoldgicas, as coloragoes diferenciais e os tes-
tes bioquimicos eram as tnicas ferramentas de identifica¢do dispo-
niveis até pouco tempo atras. Avangos tecnolégicos estio tornando
possivel a utilizagio das técnicas de andlise de dcidos nucleicos, an-
tes reservadas para a classifica¢do, como rotina para identificagao.
Informagdes obtidas sobre micro-organismos sio utilizadas para
identificar e classificar os organismos. Dois métodos de utilizagdo
dessas informacdes sdo descritos a seguir.

Chaves dicotomicas

As chaves dicotdmicas sio amplamente utilizadas para identifi-
ca¢do. Em uma chave dicotémica, a identificagio tem como base
perguntas sucessivas, e cada pergunta tem duas respostas possiveis
(dicotdmico significa cortado em dois). Apds responder uma das
questdes, o pesquisador é direcionado a outra questdo até que o
organismo seja identificado. Embora essas chaves tenham pouco
a ver com relacoes filogenéticas, elas sdo valiosas para a identifica-
¢do. Por exemplo, a chave dicotdmica para uma bactéria poderia
comegar com uma caracteristica facilmente determinavel, tal como
a forma da célula, e ir para sua capacidade de fermentar um agtcar.
As chaves dicotomicas sdo mostradas na Figura 10.8 e no quadro
da pagina 283.

Cladogramas

Os cladogramas sdo mapas que mostram as relagdes evolutivas en-
tre os organismos. Cladogramas sio mostrados nas Figuras 10.1 e
10.6. Cada bifurca¢do do ramo é definida por uma caracteristica
compartilhada por vérias espécies daquele ramo. Historicamente,
os cladogramas para vertebrados sio feitos utilizando evidéncias
de fosseis. Anteriormente, a maioria dos micro-organismos nao
deixou fdsseis; portanto, o sequenciamento de rRNA ¢ utilizado
principalmente para montar cladogramas para micro-organismos.
A menor subunidade de rRNA utilizada tem 1.500 bases, e os pro-
gramas de computador fazem os célculos. As etapas para construir
um cladograma sdao mostradas na Figura 10.19.

@ Duas sequéncias de rRNA séo alinhadas e

@® a porcentagem de similaridade entre as sequéncias ¢é calcula-
da.

© A seguir, os ramos horizontais siao desenhados em um com-
primento proporcional a porcentagem de similaridade calcu-
lada. Todas as espécies além da ramificagdo (bifurcagio) tém
sequéncias de rRNA similares, sugerindo que sdo provenien-
tes de um ancestral posicionado nessa ramificagao.
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@ () —
Figura 10.18 FISH, ou hibridizacéo fluorescente in situ. Uma sonda de DNA ou RNA

ligada a um corante fluorescente é utilizada para identificar cromossomos. As bactérias vistas com mi-

croscépio de contraste de fase (@) sdo identificadas por uma sonda marcada com fluorescéncia que

hibridiza com uma sequéncia especifica de DNA de Staphylococcus aureus (b).

P 0 que é marcado utilizando a técnica de FISH?

TESTE SEU CONHECIMENTO » 0O que é identificado por fagotipagem? 10-16

v identifi icro- ismo? 10-17
" 0 que é apresentado no Bergey’s Manual? 10-13 Como a PCR identifica um micro-organismo? 10

»/ Quais técnicas envolvem a hibridizacio de 4cidos nucleicos? 10-18
o Imagine um teste répido para Staphylococcus aureus (dica: veja a Figu- Q ¢

ra 6.10, pagina 169). 10-14 A 0 cladograma é utilizado para identificag&o ou classificagdo? 10-12,

. ) . 10-19
A O que é testado no Western blotting e no Southern blotting? 10-15

Figura 10.19 Construindo um cladograma.

o Determine a sequéncia de P ) i i .
bases em uma molécula de Lactobacillus brevis AGUCCAGAGC Por que L. brevis e L. acidophilus ramificam do
rRNA para cada organismo. L. sanfranciscensis GUAAAAGAGC mesmo ponto?
Somente uma sequéncia curta L. acidophilus AGCGGAGAGC
de bases é mostrada neste L. plantarum ACGUUAGAGC
exemplo.

Porcentagem de similaridade

e Calcule a porcentagem de

similaridade nas bases L. brevis — L. sanfranciscensis 50%
nucleotidicas entre os pares L. brevis — L. acidophilus 70%
de espécies. Por exemplo, L. brevis — L. plantarum 60%
AT Yl bUGE L. sanfranciscensis — L. acidophilus ~ 20%
70% entre as sequéncias L f " ; L gl 50%
de L. brevis e L. acidophilus. - sanfranciscensis — L. plantarum 60%
L. plantarum — L. acidophilus

e Construa um cladograma.
O comprimento das linhas % de similaridade
horizontais corresponde aos 100 50
valores de porcentagem de L 1 L L L ]
similaridade. Cada bifurcagao ou
ramifica¢ao no cladograma ) Nédulo de 70%
representa um ancestral comum L. brevis 7
a todas as espécies além da L. acidophilus |
ramificagao. Cada ramificagéo
é definida por uma similaridade L. plantarum — 60% S B
no rRNA presente em todas L. sanfranciscensis

< 50%

v

as espécies além desta bifurcagao.



