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Testes diagnósticos



Filogenia, Taxonomia & Sistemática



} Filogenia – Árvore Filogenética
◦ Relação evolutiva entre os microorganismos

} Taxonomia
◦ Caracteriza, nomeia e posiciona os organismos em

grupos (baseou-se principalmente em aspéctos
fenotípicos)
◦ Atualmente é Polifásico: fenótipo + genótipo + 

filogenético

} Sistemática Microbiana
◦ Estudo da diversidade e as relações entre 

microrganismos



} Woese - RNA ribossômal (SSU rRNA) - 16S (procarioto) ou 18S
(eucarioto)

◦ Distribuídos Universalmente
◦ Função constante entre os organismos vivos
◦ Modificam lentamente – altamente conservados
◦ Tamanho adequado para análise evolutiva



Domínios

Antigamente os serem vivos eram agrupados em: Plantas, animais, fungos, 
protistas e bactérias

Protistas
Eucariotos unicelulares



} Assim são construídas as ÁRVORES FILOGENÉTICAS
(Wose estabeleceu que existem 3 domínios – Bacteria, Archaea e

Eucaria)



Nó
Ancestral em comum que divergiu

Ramos – linhagens individuais

α ao n. de alterações no DNA





} Outros genes podem auxiliar na filogenia

◦ Fator TU de elongação da síntese proteíca
◦ Hsp60 – choque térmico
◦ tRNA sintetases (vários)

} Relógios Moleculares
◦ Correlaciona o número de modificações no DNA com o 

tempo. 
◦ O problema é que velocidade de mutação não é 

constante entre os três domínios
� Correlações diretas e confiáveis são difícies
� Medidas relativas são mais confiáveis



} Muitos genes comuns nos três Domínios, apesar de terem
divergidos a milhares de anos (ter vindo de transferência
horizontal) – Promiscuamente transferidos entre populações
primitivas

} Ao longo do tempo foi bloqueado a transferência horizontal 
irrestrita
} Exemplo: endonucleases

} Gerou diferentes espécies

} Usar a filogenia para auxiliar na Identificação e na Classificação
(Taxonomia)



Filo mais antigo
• Hipertermófilo
• Quimiolitrotrofico
• Oxidam H2

Também contém
espécies
termofílicas

Fototróficos
Quimiorga
notróficos

Exibem
Brotamento

Fototróficos
Oxigênicos

Maioria
Quimiorgano
tróficos

Maior e mais diverso metabolicamente
Ampla variedade de Formas
Importância médica, agrícula e industrial
Todos G-



Identificação e Classificação
• FISH
• Fenótipo
• Técnica de FAME
• Análise Genotípica

• Ribotipagem
• Hibridização DNA-DNA
• rep-PCR



} Algumas sequencias são específicas e algumas são genéricas

Localização 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



} Sonda é ligada a um corante fluorescente
} Aplicar diretamente em células em cultura ou no ambiente

natural
} Usada em diagnóstico clínico de pacientes (identificação do 

patógeno)

Fotografia de Contraste de fase

Coradas com sonda
universal do SSU rRNA

Sonda eucariótica



} Amplificar e sequenciar a SSU rRNA de uma
população microbiana e gerar uma árvore
filogenética – Importante para ecologia



} Muitos fenótipos são usados para caracterizar os organismos



} Técnica de FAME – Fatty acid
methyl ester

} Amplamente usado em
laboratório clínico

} Pode identificar uma espécie
bacteriana em particular

} Padronização nos
experimentos, pois
temperatura e outros fatores
modificam o resultado



} Com a era genômica, vários genomas foram sequenciados e 
depositados em banco de dados públicos

} Análise comparativa destas sequências podem ser usadas
para a taxonomia

} Alguns métodos genotípicos: 



} DNA genômico
} Digestão com enzimas de restrição
} Padrão das bandas (Finger print)
} Hibridização com uma sonda marcada de rRNA (16S da rRNA)
} Rápido e específico
} Descriminação entre espécies
} Padrão das bandas (mapa de restrição para plasmídeo) é o 

ribotipo





Para evitar o 
anelamento do DNA 
marcado

P32 ou H3

1- Marcado
2- Digerido (frag. 
Pequenos)
3- Aquecido
4- Misturado
5- Resfriado
6- DNA dupla fita
não hibridizado é 
separado
7- Mede a 
radioatividade e 
compara com um 
controle (100%)

Diferenciação entre 
espécies



Mesma espécie

Contraditória

Espécies diferentes



} Análise de similaridade genotípica entre
genomas

} Avalia a presença de variações na
sequência 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 específicos
e verifica o padrão de bandas

} Distinguir entre linhagens

5 linhagens diferentes
Digitais do Microorganismo



} Sorologia – Teste de aglutinação
◦ Anticorpo conhecido – testa contra um organismo

desconhecido.

+                                            _



} Teste Bioquímico rápido (atividade enzimática) – Exemplo para teste
de bactérias entéricas (família Enterobacteriaceae)

} A mudança de cor é um indicativo que houve reação química e a
formação de produtos ácidos por exemplo (indicadores de pH)

Produção de acetoína
Teste Voges-Proskauer – conversão de ác. Pirúvico em 
acetoína

Mede a utilização de substratos ou a formação
de produtos metabólicos.
Detecta a presença de enzimas específicas

Metabolização
Hidrólise
Produção
Descarboxilação



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



} Western Blotting

} Usa o soro do paciente
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} Hemocultura;
◦ Crescimento de microrganismos no sangue;

} Hemograma  - mede a resposta imunológica 
por uma infeção bacteriana
◦ Aumento dos níveis de leucócitos (leucocitose) –

indício de uma infeção;


