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Objetivo da Aula

* Introducao aos métodos de classificacao e
identificacao

e Conceitos de taxonomia e sistematica

* Breve introducao a diversidade bacteriana



Classificacao X Identificacao

e Classificacao

— Organizacao dos organismos vivos em grupos

— Construida a partir da analise das semelhancas e diferencas
entre os organismos

— Busca refletir a histéria evolutiva dos organismos

* |dentificacao

— Processo de determinacao da espécie ou género ao qual um
novo isolado ou amostra de microorganismos




Técnicas laboratoriais de Identificagao

 Meétodos Fenotipicos
e (Caracterizacao morfologica

e Meétodos sorologicos
* FAME

* Analise Genotipica
 FISH
 Ribotipagem
 Hibridizacao DNA-DNA
* rep-PCR



Métodos fenotipicos

Na maioria dos casos, é necessarios combinar varias tipos de dados fenotipicos antes
gue seja possivel identificar um organimo.

Exemplos de caracteristicas usadas na classificacdo e/ou identificacdo de microorganismos

Forma; Coloracdo de Gram; presenca/auséncia de flagelos;
corpos de inclusao; espores; tamanho

Morfologia celular
Aparéncia da colonia Pigmentos; hemolise; forma; tamanho
Fermentacao de carboidratos Producado de acidos ou gas
Hidrdélise de aminoacidos Producdo de amoénia
Fisiologia (condicdes para cultivo) Temperatura étima; pH; concentracao de oxigénio
Produtos da fermentacao Butirato; lactato; acetato

Anticorpos monoclonal ou policlonal contra proteinas ou

Antigeno , .
acucares da superficie celular
Lipideos Menaquinonas, acidos graxos de cadeia longa
Perfil enzimatico Presenca /auséncia de enzimas; mobilidade eletroforética

Peptidoglicano Composicao de aminoacidos na ligacdes cruzadas



Métodos fenotipicos: morfologia

COCClI BACILLI OTHERS

Streptococci
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pyogenes)

Diplococci Chain of bacilli (Vi br‘lgzzglserae )
(Streptococcus (Bacillus anthracis)
pneumoniae)

Tetrad

SR ~ N
\'L V Rg-amn, o
At g -
p -~
’:' '\"" ——
> iy

Spirilla
' (Helicobacter pylori)
Flagellate rods
(Salmonella typhi) AN
Staphylococci Sarcina Spore-former
(Staphylococcus (Sarcina (Clostridium Spirochaetes

aureus) ventriculi) botulinum) (Treponema pallidum)



Métodos fenotipicos: arranjo

Arrangements of Coce

CoCcus diplococa Staphylococci

streptococci SArcina tetrad

* Assim como a forma, dadas condicdes 6timas e padronizadas de cultivo, a
organizacao espacial das células é estavel e caracteristica de cada espécie

* A dependéncia nas condicdes de cultivo limita a utilidade dessa caracteristica



Métodos fenotipicos

* Sorologia: o teste de aglutinacao

A aplicacao de um anticorpo contra um organismo desconhecido permite a
verificacao da presenca de antigenos caracteristicos de um certo grupo de
bactérias pela observacao de agregados de células.




Métodos fenotipicos

Ensaio de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)

Placa com diferentes anticorpos
aderidos

Incuba com um organismo
desconhecido (antigenos)

e BN
(b)
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Testes biogquimicos

* |dentificam as bactérias presentes com base no perfil de atividade enzimatica
 Exemplo: teste de bactérias entéricas (familia Enterobacteriaceae)

A mudanca de cor é um indicativo que houve reacao quimica e a formacao de
produtos acidos por exemplo (indicadores de pH)

Cada ensaio mede a utilizacao de substratos
ou a formacdo de produtos metabdlicos que
indicam a presenca de enzimas especificas.

(1)
Exemplos de marcadores:
2] * Hidrdlise de agucares acidifica 0 meio
? L (pH)
@l/@\ s %@ 1/'\4 2+@ @+@ + 14+2+Q * Producdo de gases
& @ @ ® @

* Teste Voges-Proskauer (V-P): producao

o . Atypical Test Confirmatory , ~ ;.
ID Value Organism Results Test de acetoina pela conversao de acido
32143 Enterobacter cloacae Sorbitol~ - p ir L] Vi co em aceto |’n d
Enterobacter sakazakii Urea* *
32161 Enterobacter cloacae None V-P*

32162 Enterobacter cloacae Citrate™

Copyright © 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Phenylalanine

Ornithine
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Atypical Test Confirmatory
sm ID Value Organism Results Test
21006 Proteus mirabilis Ornithine~ Sucrose
21007 Proteus mirabilis Ornithine-

21020 Salmonella choleraesuis Lysine-



FAME: Analise dos acidos graxos nas membranas

Classes of Fatty Acids in Bacteria

Class/Example

I. Saturated:
tetradecanoic acid

Il. Unsaturated:
omega-7/-cis
hexadecanoic acid

lIl. Cyclopropane:
cis-7,8-methylene
hexadecanoic acid

IV. Branched:
13-methyltetradecanoic acid

V. Hydroxy:
3-hydroxytetradecanoic acid
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Bacterial culture

Extract fatty acids

Derivatize to form
methyl esters

Gas chromatography

(®)

Amount ——

IDENTIFY ORGANISM

t

Compare pattern of peaks
with patterns in database

t

Peaks from
various

fatty acid

methyl esters __

/

 FAME: Fatty Acid Methyl Ester (metil-ésteres de acidos graxos)

e Amplamente usado em laboratoérios clinicos

e Seu nivel de resolucao permite identificar espécies bacterianas

* Exige a padronizacao dos experimentos, uma vez que temperatura e outros
fatores modificam o resultado



Analise Genotipica

* Com aintroducao das técnicas de biologia molecular, varios marcadores
genéticos foram introduzidos

* Com aintroducao de métodos de sequenciamento de DNA, a analise
comparativa de sequéncias passou a ser usada na taxonomia e classificacao
de microrganismos

 Exemplos de métodos genotipicos:

Table 16.3 Some genotypic methods used in bacterial taxonomy

Method Description/application
DNA-DNA hybridization Genome-wide comparison of sequence similarity. Useful for distinguishing species within a genus
DNA profiling Ribotyping (Section 16.9), AFLF, rep-PCR (Figure 16.21). Rapid method to distinguish between species and strains

Multilocus sequence typing

GC ratio

Multiple-gene or whole genome
phylogenetic analyses

within a species
Strain typing using DNA sequences of multiple genes (Figure 16.22). High resolution, useful for distinguishing even
very closely related strains within a species

Percentage of guanine-cytosine base pairs in the genome. If the GC ratio of two organisms differs by more than
about 5%, they cannot be closely related, but organisms with similar or even identical GC ratios may be unrelated.
Not much used now in taxonomy because of poor resolution

Application of cladistic methods to subsets of genes or to whole genomes from the organisms to be compared. Yields
better phylogenetic picture than single-gene analyses



Meétodos genotipicos
Hibridizacao DNA-DNA

Organisms to Or ganism 1 Organism 2
be compared: ‘
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Hibridizacao DNA-DNA

1. Marcado
2. Digerido (frag. pequenos)
3. Aquecido
4. Misturado
5. Resfriado

6. DNA dupla fita ndo
hibridizado é separado

7. Mede a radioatividade e
compara com um controle

(100%)

Diferenciagao entre espécies

Hybridization
experiment: Mix DNA, adding unlabeled DNA in excess:
ol HesH e Para evitar o
1xd > B anelamento do DNA
| marcado

Hybridized DNA — | PR oS

- B

Hybridized DNA — | |
(b)

1x2

E{ e

1TEET

Results and
interpretation:

Same genus, 1x1
SamI_e but cIlfferent Different 100%
species species genera
I I I I | 1
100 75 50 25 0 Same strain
Percent hybridization (control)

1x2
<25%

|

1 and 2 are likely
different genera



Assinaturas nas sequéncias de rRNA sao usadas para

a ldentificacao e Classificacao

* Algumas sequéncias sao especificas e outras sao ausentes em um dominio

Localizacao ARCHAEA BACTERIA EUKARYA
CACYYG 315 0 >95 0
AAACUCAAA 910 3 100 0
AAACUUAAAG 910 100 0 100
YUYAAUUG 960 100 <1 100
CAACCYYCR 1110 0 >95 0
UCCCUG 1380 >95 0 100
UACACACCG 1400 0 >99 100
CACACACCG 1400 100 0 0




FISH — Fluorescent in situ Hybridization

* Sonda é ligada a um corante fluorescente

* Aplicar diretamente em células em cultura ou no ambiente natural

* Usada em diagndstico clinico de pacientes (identificacdo do patégeno)

Fotografia de Contraste de fase

Sonda eucariodtica

Coradas com sonda
universal do SSU rRNA

@ (b) ©

Figure 16.17 Fluorescently labeled rRNA probes: Phylogenetic
stains. (a) Phase-contrast photomicrograph of cells of Bacillus mega-



Meétodos genotipicos: ribotipagem

Obter DNA gendmico

Digeri-lo com enzimas de restricao

Hibridizar com uma sonda marcada de rRNA (16S da rRNA)
O padrao das bandas (ribotipo) forma a assinatura de cada organismo
Meétodo rapido e que permite separar espécies

Lactococcus

‘ 1

Lactobacillus »
acidophilus ] :

Lactobacillus l
brevis .
Lactobacillus ' l l

kefir

Cad A, Batt



|dentificacao pelo perfil das Bandas
rep-PCR (repetitive extragenic palindromic PCR )

5 linhagens diferentes

Avalia a presenca de variacdes na sequéncia de
Dlgltals do Mlcroorgamsmo

marcadores 2 3 4 B 7
Baseia-se em fragmentos altamente conservados e 5.0kb
repetitivos ao longo do genoma
PCR com um par de primers especificos e verifica o
N 2.0kb
padrao de bandas
Pode diferenciar linhagens 1.0kb
- S ——
repPCRprimers ~ s
5 ' 0.5 kb
-
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.
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Conceito de espécie para procariotos

Quando a hibridizacao de DNA resulta em valores menores de 70%, esse
método comega a dar resultados incompativeis com a andlise filogenética do
gene 16S. Acima desse valor, o gene 16S tem sempre mais de 97% de identidade

Como as duas técnicas sao os métodos genotipcos de referéncia para
classificagdo de novas espécies, convencionou-se utilizar esse limite como
padrao na definicao de espécies

Contraditéria
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Genomic DNA-DNA hybridization (%)



Classificacao de procariotos



Classificacao e Nomenclatura

 Nomenclatura
— Segue regras especificas

— Cadigo Internacional de Nomenclatura de bactérias
(contem as regras)

— “Manual de Bergey” - contem informacgdes de todos os
organismos classificados

— “Os procariotos” — fornece informacdes detalhadas sobre
cultivo, isolamento, tem mais de 4100 paginas




Regra de nomenclatura

 Todos os nomes de espécies bioldgicas seguem o mesmo padrao: género
seguido da espécie (com formato itdlico).

A primeira letra do género deve ser Maiuscula e as demais em minusculo.

Niveis hierarquicos na classificacao de microorganismos

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Lactobacillales
Familis Streptococcaceae
Género Streptococcus
Espécie Streptococcus mutans
Serotipo* Streptococcus mutans serotype ¢

Linhagem* Streptococcus mutans NCTC 10449**

*These ranks are not formally recognised in taxonomy, but are of great practical importance.
**NCTC = National Collection of Type Cultures.



Bancos de Dados de Organismos

Table 16.5 Some national microbial culture collections

Collection Name Location Web address

ATCC American Type Culture Collection Manassas, Virginia http://www.atcc.org
BCCM/LMG Belgium Coordinated Collection of Microorganisms Ghent, Belgium http://bcem.belspo.be

CIP Collection de I'Institut Pasteur Paris, France http://www.pasteur.fr

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Braunschweig, Germany http://www.dsmz.de

JCM Japan Collection of Microorganisms Saitama, Japan http://www.jcm.riken.go.jp
NCCB Netherlands Culture Collection of Bacteria Utrecht, The Netherlands http://www.cbs.knaw.nl/nccb
NCIMB National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria Aberdeen, Scotland http://www.ncimb.com

Bancos de Dados Taxonomicos

Nome Endereco WWW Comentario

NCBI Taxonomy https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy

Open Tree of Life https://tree.opentreeoflife.org/ Projeto colaborativo que inclui a
versao mais moderna da taxonomia
universal




Filogenia, Taxonomia & Sistematica



* Filogenia = Arvore Filogenética

— Representa a relacdo evolutiva entre os organismos

e Taxonomia

— Caracteriza, nomeia e posiciona 0s organismos em grupos

— Atualmente é polifasico: fendtipo + gendtipo + filogenético

e Sistematica Microbiana

— Estudo das relacdes entre microorganismos

— Filogenética é o ramo da sistematica que estuda como inferir
arvores filogenéticas



Arvore Filogenética

(b)

v

N6 ancestral

Ramos - linhagens individuais

1

()

O comprimento do ramo é proporcional
ao numero de substituicdes acumuladas




Distancia Evolutiva

Organismo Sequéncia Andlise

A GEUAGHGEUGAS 0o A5 ocorem

¢ b ' g trés diferencas, em
B CCUAGAGCUGGC um total de doze;
assim 3 =0,25

C CCAAGACGUGGC
D GCUAGAUGUGCC
(a) Alinhamento de sequéncias e analise Distancia evolutiva

Er, W —— B 025
Er M —— c 033
Er, B —— D 042
Er, B — C 025
E&r B — D 033
Er, ¢ —— B 033

(b) Calculo da distancia evolutiva



Analise Evolutiva — Arvore Filogenética

e Subunidade menor do RNA ribossémal (SSU rRNA)

— 16S (arqueas e bactérias) e 18S (eucariotos)

— Distribuidos Universalmente

— Funcao constante entre os organismos vivos

— Evoluem lentamente => altamente conservados

— Tamanho adequado para analise evolutiva



Analise Evolutiva — arvore Filogenética

 Além do 16S, mesmo depois de bilhdes de anos de evolucao,
outros genes comuns aos trés dominios ainda podem ser
identificados e usados em filogenias

 Exemplos

— Fator TU de elongacao da sintese proteica
— Hsp60 — choque térmico
— tRNA sintetases (varios)

 Quando analisando linhagens mais proximas, outros genes
podem conter mais informacao sobre a historia dos organismos



Linhagens ou cepas: mesma espécie

16S rBRNA Gene Tree Multigene Tree

— Photobacterium damselae
50 changes

‘{ Photobacterium leiognathi

Photobacterium mandapamensis

Photobacterium angustum




Filogenia Microbiana

Com base na filogenia do RNA 16S, Woese estabeleceu que existem trés tipos de
organismos celulares: Bacteria, Archaea e Eukarya

PROKARYOTES EUKARYOTES
| | | |

Dominios Bacteria _ Eukarya
Entamoebae r?1|(l)Tdes @

Green nonsulfur
bacteria Euryarchaeota

Mitochondrion Methanosarcina
Methano- Extreme _ ‘
. C;’r;narcha?ota bacterium halophiles
Proteobacteria rmoproteus Methano. Ol
Chloroplast Pyrodictn(n \coccus Thermoplasma
Thermococcus

Cyanobacteria

Flavobacteria Marine Flagellates

Trichomonads

Thermotoga

Thermodesulfobacterium

Aquifex / - Di;()(l;)lénrgr_\ads

Microsporidia

Protistas
Eucariotos unicelulares



A nova visao da
arvore da vida:
dois dominios

e Eucariotos descendem de
um subgrupo de arqueas

* Grupos completamente
novos de bactérias sao
identificados em amostras
ambientais

* Para a maioria dos novos grupos, nao

Actinobacteria  Armatimonadetes

Zixibacteria Atribacteria
Cloacimonetes Aquificae
Fibrobacteres Calescamantes
Gemmatimonadetes Coldiserico
WOR-3 Dictyoglomi
TAO6 Thermotogae
Poribacteria Dein herr
Latescibacteria
BRC1 _

Marinimicrobia @

Synergistetes

Bacteroidetes
Chiorobi

PVvC

Caldithrix

Omnitrophica © e =

Aminicentantes ROkuDaCle

Defer
Hydrogenedente:
Spir

/6 e
Epsilonproteobacteria

Alphaproteobacterio

04

Gammaproteobacteria

sao conhecidos métodos para manter
culturas puras em laboratério

Hug,L.A. et al. (2016) A new view of the tree of life. Nat. Microbiol., 1, 16048
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A nova visao da arvore da vida
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Principais grupos de Bacterias & Metabolismo

Fototroficos
D™

Flavobactérias / Quimiorganotroéficos

Reproducgao por
brotamento

—
. Bactérias verdes
Termofilicas nao sulfurosas

Fototrdficos oxigénicos

Thermotoga Maioria
Quimiorganotroficos

Ao =3
e e

Filo mais antigo
* Hipertermofilo

* Quimiolitrotrofico
* Oxidam H,

* Maior e mais diverso metabolicamente

* Ampla variedade de Formas

* Importancia médica, agricola e industrial
* Todas Gram-negativas



Protobactérias

E 0 maior grupo de bactérias

descritas
Ancestral
Fantastica diversidade fotoautotréfico das
L. proteobacterias
metabdlica

Ancestral das proteobaterias e
provavelmente fotoautotroficc

Alguns grupos perderam a
capacidade de fazer fotossinte.

Quimiolitotréficos mes

Quimioheterotroficos m

Fotoautotroficos s

Grupo 1

Grupo 2

} Grupo 3

Grupo 4

J

Grupo 5
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