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Filogenia, Taxonomia & Sistematica




» Filogenia - Arvore Filogenética
- Relacao evolutiva entre os microorganismos

» Taxonomia

- Caracteriza, nomeia e posiciona 0s organismos em
grupos (baseou-se principalmente em aspéctos
fenotipicos)

- Atualmente é Polifasico: fenotipo + gendtipo +
filogenético

» Sistematica Microbiana

- Estudo da diversidade e as relacdes entre
HCLorganismos
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Andalise Evolutiva - Arvore Filogenética

» Woese - RNA ribossomal (SSU rRNA) - 16S (procarioto) ou 18S
(eucarioto)

o

Distribuidos Universalmente

o

Funcao constante entre 0s organismos Vivos

o

Modificam lentamente - altamente conservados

o

Tamanho adequado para analise evolutiva




Filogenia Microbiana

Antigamente os serem vivos eram agrupados em: Plantas, animais, fungos,
protistas e bactérias
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Filogenia Microbiana
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» Assim sdo construidas as ARVORES FILOGENETICAS

(Wose estabeleceu que existem 3 dominios - Bacteria, Archaea e
Eucaria)
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Analise Evolutiva - arvore Filogenética

» Outros genes podem auxiliar na filogenia

- Fator TU de elongacdo da sintese proteica
- Hsp60 - choque térmico
- tRNA sintetases (varios)

» Relogios Moleculares
> Correlaciona o numero de modificacées no DNA com o
tempo.

- O problema é que velocidade de mutacao nao é
constante entre os trés dominios

- Correlacdes diretas e confiaveis sao dificies
- Medidas relativas sao mais confiaveis




Filogenia Microbiana

» Muitos genes comuns nos trés Dominios, apesar de terem
divergidos a milhares de anos (ter vindo de transferéncia
horizontal) - Promiscuamente transferidos entre populacoes
primitivas

» Ao longo do tempo foi bloqueado a transferéncia horizontal

irrestrita
» Exemplo: endonucleases

» Gerou diferentes espécies

» Usar a filogenia para auxiliar na Identificacao e na Classificacao
(Taxonomia)




Dominio de Bacterias & Metabolismo
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ldentificacao e Classificacao

: FISH

: Fenotipo

. Técnica de FAME

: Analise Genotipica

 Ribotipagem
« Hibridizacao DNA-DNA
* rep-PCR
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Assinaturas nas sequéncias de rRNA sao
usadas para a ldentificacao e Classificacao

» Algumas sequencias sao especificas e algumas sao genéricas

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




FISH - Fluorescent in situ Hybridization

» Sonda € ligada a um corante fluorescente

» Aplicar diretamente em células em cultura ou no ambiente
natural

» Usada em diagnoéstico clinico de pacientes (identificacdao do
patdogeno)

Fotografia de Contraste de fase
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Figure 16.17 Fluorescently labeled rRNA probes: Phylogenetic universal do SSU rRNA
stains. (a) Phase-contrast photomicrograph of cells of Bacillus mega-




Arvaro filogenética de uma comunidade
microbiana

» Amplificar e sequenciar a SSU rRNA de uma
populacao microbiana e gerar uma arvore
filogenética - Importante para ecologia




Sistematica e Taxonomia - FENOTIPO

» Muitos fenotipos sao usados para caracterizar os organismos

Table 16.2 Some phenotypic characteristics of taxonomic value

Category Characteristics

Morphology Colony morphology; Gram reaction; cell size and shape; pattern of fiagellation; presence of spores, inclusion bodies (e.g., PHB,?
glycogen, or polyphosphate granules, gas vesicles, magnetosomes); capsules, S-layers or slime layers; stalks or appendages;
fruiting-body formation

Motility Nonmaotile; gliding motility; swimming (flagellar) motility; swarming; motile by gas vesicles

Metabolism Mechanism of energy conservation (phototroph, chemoorganotroph, chemolithotroph); utilization of individual carbon, nitrogen, or
sulfur compounds; fermentation of sugars; nitrogen fixation; growth factor requirements

Physiology Temperature, pH, and salt ranges for growth; response to oxygen (aerobic, facultative, anaerobic); presence of catalase or oxidase;
production of extracellular enzymes

Cell lipid chemistry Fatty acids®: polar lipids; respiratory quinones

Cell wall chemistry Presence or absence of peptidoglycan; amino acid composition of cross-links; presence or absence of cross-link interbridge

Other traits Pigments; luminescence; antibiotic sensitivity; serotype; production of unique compounds, for example, antibiotics

#PHB, poly-p-hydroxybutyric acid (@p Section 3.10).

t’Figure 16.19
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Analise dos acidos
graxos nas
membranas -FAME

Técnica de FAME - Fatty acid
methyl ester

Amplamente usado em
laboratorio clinico

Pode identificar uma espécie
bacteriana em particular

Padronizacao nos
experimentos, pois
temperatura e outros fatores
modificam o resultado

Classes of Fatty Acids in Bacteria

Class/Example
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Analise Genotipica

» Com a era genomica, varios genomas foram sequenciados e
depositados em banco de dados publicos

» Analise comparativa destas sequéncias podem ser usadas
para a taxonomia

» Alguns 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
within a species

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

GC ratio 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

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

W —_




Ribotipagem

» DNA genomico

» Digestao com enzimas de restricao

» Padrao das bandas (Finger print)

» Hibridizacao com uma sonda marcada de rRNA (16S da rRNA)
» Rapido e especifico

» Descriminacdo entre espécies

» Padrdao das bandas (mapa de restricao para plasmideo) é o
ribotipo

Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus '
brevis
Lactobacillus ' l l

kefir

Lactococcus
lactis

Card A, Batt




Hibridizacao DNA-DNA

Organismsto O 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
nao hibridizado é
separado

7- Mede a
radioatividade e
compara com um
controle (100%)

Diferenciacao entre

aspecies

Hybridization
experiment:

1 X1 —

] H°H .6

P32 ou H3

Hybridized DNA —|

Mix DNA, adding unlabeled DNA in excess:

Para evitar o
anelamento do DNA
marcado

e "] E‘@@EH@@EH@@EH@

Hybridized DNA —|

(b)

Results and
interpretation:

Same genus, 1x1
Samge but dp‘ferent Different 100%
species species genera
14 »14 >1< S
I I [ I | 1
100 75 50 25 0 Same strain

Percent hybridization

(control)

1x2
<25%

|

1 and 2 are likely
different genera



Contraditoria
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ldentificacao pelo perfil das Bandas
rep-PCR (repetitive extragenic palindromic PCR )

Analise de similaridade genotipica entre
genomas

Avalia a presenca de variacées na
sequéncia de DNA ao longo de todo o
genoma

Baseia-se em fragmentos altamente
conservados e repetitivos ao longo do
genoma

PCR com um par de primers especificos
e verifica o padrao de bandas

Distinguir entre linhagens
rep-PCR primers;’
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Outros meétodos

» Sorologia - Teste de aglutinacao

> Anticorpo conhecido - testa contra um organismo
desconhecido.




Outros meétodos

» Teste Bioquimico rapido (atividade enzimatica) - Exemplo para 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)

Producdo de acetoina
Teste Voges-Proskauer - conversao de ac. Piruvico em
acetoina

2
.s R ~ ~
/@;?Q .7 Mede a utilizacdo de substratos ou a formacdo
;ﬁs%# de produtos metabdlicos.
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Detecta a presenca de enzimas especificas
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Copyright © 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Outros meétodos

» Ensaio de ELISA.
» Placa com diferentes anticorpos aderidos.
» Incuba com um organismo desconhecido

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

i —



Polyacrylamide
gel

Outros Métodos

Proteins

» Western Blotting

» Usa o soro do paciente
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Testes Rapidos
antigeno ou sorolégico
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PRINCIPIO

O STREP A — TESTE RAPIDO implica na extracdo
quimica do antigeno do estreptococo do
grupo A, seguida pela utilizagao da tecnologia
de imunoensaio de fase sélida para a
deteccao qualitativa do antigeno extraido.
No procedimento do teste, uma amostra da
garganta é coletada em swab e os antigenos de
estreptococos sao extraidos com o Reagente 1 e
o Reagente 2. O extrato é adicionado na cavidade
da amostra, que migrara pela membrana
por acao de capilaridade e interagira com os
reagentes impregnados nesta membrana. Se
o estreptococo do grupo A estiver presente
na amostra, ele reagira com o conjugado de
cor, o qual se ligard ao anticorpo impregnado
na membrana para formar uma faixa visivel na
janela Teste (T). A presenca de duas faixas, uma
na janela Teste (T) e outra na janela Controle (C),
indica um resultado positivo, enquanto que a
auséncia da faixa na janela Teste (T) indica um
resultado negativo.
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Teste diagnhosticos

» Hemocultura;
> Crescimento de microrganismos no sangue;

» Hemograma - mede a resposta imunologica
por uma infecao bacteriana

- Aumento dos niveis de leucocitos (leucocitose) -
indicio de uma infecao;




