CAPITULO

1 Microrganismos e microbiologia

hoje

A vida microbiana esta presente em todo lugar

Ao embarcar nesta jornada pelo mundo microbiano, vocé sera
surpreendido ao descobrir onde os microrganismos vivem na
natureza. Em resumo, eles vivem em todo lugar, incluindo locais
muito extremos até para a sobrevivéncia de macro-organismos.
Por exemplo, uma equipe de pesquisa que estuda o Lago Vida,
nos vales secos McMurdo da Antartida (foto superior), que é
permanentemente coberto de gelo, descobriu vida bacteriana
imersa em uma solucéo salina de subcongelamento a —13°C! Esses
corajosos microrganismos foram descobertos por microbiologistas
que usavam roupas protetoras, para prevenir contaminagéo
durante o processo de perfuracao (fotos inferiores).
As bactérias do Lago Vida, um grupo metabolico chamado
de psicrofilos (expressao que significa “amantes do frio”),
demonstraram ser capazes de realizar varias reacoes metabdlicas
a temperatura ambiente do seu gélido habitat natural. Genes
especifficos isolados de varias bactérias do Lago Vida foram
utilizados para classificar os organismos, e estudos futuros de seus
respectivos arcabougous genéticos — seus genomas — servirao de
auxilio para desvendar os segredos genéticos que possibilitam a i A )
esses microrganismos prosperarem no frio constante. i A mllcroblologla no contexto
O Lago Vida é incomum até mesmo para os demais lagos da historico 13
Antértida, uma vez que a sua cobertura de gelo se estende por
todo o caminho até a sua porgéo inferior. A luz do sol, disponivel
apenas durante seis meses por ano, ndo consegue penetrar
profundamente no lago. Dessa forma, as bactérias do Lago Vida
estao metabolizando e se multiplicando, ainda que de maneira
extremamente lenta, por meio do carbono orgéanico que ficou
preso na camada de gelo no momento em que o lago foi selado,
ha milénios.
Os microbiologistas estudam bactérias de ambientes extremos
a fim de desvendarem quais sao os limites ambientais para a vida,
e para procurar por produtos unicos que podem beneficiar os
seres humanos € o planeta. Todavia, além de contribuir para os
estudos de ciéncia basica e aplicada, as bactérias do Lago Vida
sao modelos para o0s tipos de formas de vida que poderiam habitar
outros mundos gelados como Marte, ou a lua de Jupiter, Europa.
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Il - A microbiologia no contexto historico

futuro de qualquer ciéncia estd enraizado em suas realiza-

¢oes passadas. Embora a microbiologia possua raizes mui-
to antigas, a ciéncia na realidade nio se desenvolveu de forma
sistemdtica até o século XIX, devido ao fato de que tecnologias
como microscopios e técnicas de cultura precisaram acompa-
nhar a intensa curiosidade cientifica da época. Nos ultimos
150 anos ou mais, a microbiologia avancou de forma sem pre-
cedentes sobre qualquer outra ciéncia biolégica e tem gerado
varios campos novos na biologia moderna. Serdo apresentados
alguns destaques da histéria da microbiologia hoje e descritos
alguns dos seus principais contribuintes.

1.6 A descoberta dos microrganismos

Embora a existéncia de criaturas pequenas, invisiveis a olho
nu, tenha sido especulada hd muitos anos, sua descoberta
estd associada & invengio do microscépio. O matemadtico e
historiador natural inglés Robert Hooke (1635-1703) era um
excelente microscopista. Em seu famoso livro, Micrographia
(1665), o primeiro livro dedicado as observagdes microscopi-
cas, Hooke ilustrou, entre varios outros temas, as estruturas de
frutificacdo de bolores (Figura 1.13). Essa foi a primeira descri-
¢do conhecida dos microrganismos.

A primeira pessoa a visualizar bactérias, as menores cé-
lulas microbianas, foi o comerciante holandés e microsco-
pista amador Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723). Van
Leeuwenhoek construiu microscdpios extremamente simples,
contendo uma tnica lente, para examinar o contetido micro-
biano de uma variedade de substincias naturais (Figura 1.14).
Esses microscdpios eram rudimentares quando comparados
aos padroes atuais, mas por meio da manipulagéo e focalizagio
precisas, van Leeuwenhoek foi capaz de visualizar bactérias.
Ele descobriu as bactérias em 1676 enquanto estudava infu-
sbes aquosas de pimenta, e relatou suas observacdes em uma
série de cartas enviadas a influente Royal Society of London,
que as publicou em 1684 em uma versao em inglés. Desenhos
de alguns dos “pequenos animélculos” de van Leeuwenhoek,
como ele se referia, estdo ilustrados na Figura 1.14b, e uma
foto tirada por um microscépio de van Leeuwenhoek é mos-
trada na Figura 1.14c.

Como as ferramentas experimentais para o estudo dos
microrganismos eram rudimentares nesta época, pouco pro-
gresso no entendimento sobre a natureza e importancia das
bactérias foi feito nos 150 anos seguintes. No entanto, em
meados do século XIX, a microbiologia despertou. Um dos
principais contribuintes durante este periodo foi o cientista
alemio-polonés Ferdinand Cohn (1828-1898), que especia-
lizou-se como boténico, e seus interesses na microscopia o
conduziram ao estudo de algas unicelulares e posteriormente
de bactérias, incluindo a grande bactéria sulfurosa Beggiatoa
(Figura 1.15). Cohn estava particularmente interessado na re-
sisténcia térmica apresentada por bactérias, o que o levou a
descobrir que algumas bactérias formam enddsporos. Atual-
mente, sabe-se que os enddsporos bacterianos sido formados
por diferenciacio da célula-mie (vegetativa) e sdo estruturas
extremamente resistentes ao calor. Cohn descreveu o ciclo de
vida da bactéria formadora de enddsporos Bacillus (célula ve-
getativa — endésporo — célula vegetativa) e descobriu que as
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Fig ura1.13  Robert Hooke e um microscépio antigo. llustragio do mi-
croscopio utilizado por Robert Hooke em 1664. As lentes objetivas eram adap-
tadas na extremidade de um fole ajustavel (G), com a iluminagao focalizada
no espécime a partir de uma lente separada (1). Detalhe: o desenho de Robert
Hooke de um bolor azulado que ele encontrou degradando uma superficie de
couro; as estruturas arredondadas contém os esporos do bolor.

células vegetativas de Bacillus, mas nio seus enddsporos, eram
mortas pela dgua em ebuligio.

Cohn também introduziu os fundamentos para um siste-
ma de classificagio bacteriana e desenvolveu muitos métodos
altamente eficazes para prevenir a contaminacio de meios de
cultura, como a utilizacio de algodao para fechar os frascos
e tubos. Esses métodos foram posteriormente adotados por
Robert Koch, o primeiro microbiologista médico, e o permi-
tiram progredir rapidamente no isolamento e na caracteriza-
¢do de varias bactérias causadoras de doengas. Cohn também
foi um contemporineo de Louis Pasteur, e consideraremos as
contribuicoes de Pasteur e Koch nas préximas duas se¢des.

MINIQUESTIONARIQ === ooy

* O gue impediu o desenvolvimento da ciéncia da microbiclogia
antes da era de Hooke e van Leeuwenhoek?

* Qual descoberta importante surgiu a partir dos estudos de
Cohn sobre a resisténcia térmica dos microrganismos?

1.7 Pasteur e a geracao espontanea

Grandes avancos em microbiologia foram feitos no século XIX
devido ao interesse em duas questdes principais da época:
(1) a geragdo espontanea acontece? E, (2) qual é a natureza das
doencas infecciosas? As respostas para essas perguntas surgiram
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Figura 1.14 0 microscopio de van Leeuwenhoek. (a) Uma réplica do
microscopio de Antoni van Leeuwenhoek. (b) Desenhos de van Leeuwenhoek
representando bactérias, publicados em 1684. Mesmo a partir desses dese-
nhos relativamente rudimentares, pode-se reconhecer varios tipos morfologi-

a partir do trabalho de dois gigantes no até entdo novo campo
da microbiologia: 0 quimico francés Louis Pasteur e o0 médico
alemao Robert Koch. Comegaremos com o trabalho de Pasteur.

Isdmeros opticos e fermentacoes

Pasteur especializou-se em quimica e foi um dos primeiros
cientistas a reconhecer a importancia dos isémeros dpticos.
Uma molécula é opticamente ativa se uma solugéo pura, ou
um cristal da molécula, desvia a luz em uma tnica dire¢ao.
Pasteur estudou os cristais de dcido tartdrico que separou ma-
nualmente naqueles que desviam um feixe de luz polarizada
para a esquerda e naqueles que desviam o feixe para a direita.

Talwle 1.der Bedutgin

Figura 1.15 Desenho feito por Ferdinand Cohn da grande bactéria
filamentosa oxidante de enxofre, Beggiatoa. Os pequenos granulos no inte-
rior da célula consistem em enxofre elementar, produzido a partir da oxidagao
do sulfeto de hidrogénio (H,S). Cohn foi o primeiro a identificar os granulos de
enxofre, em 1866. Uma célula de Beggiatoa apresenta cerca de 15 pm de dia-
metro. A Beggiatoa se locomove sobre superficies sélidas por um mecanismo
de deslizamento, e, fazendo isso, as células frequentemente se torcem umas
sobre as outras. Compare esta ilustragao de Beggiatoa com aquelas feitas por
Winogradsky, na Figura 1.24b.
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cos de bactérias comuns: A, C, F e G, bactérias em forma de bastonete; E,
em forma esférica ou de cocos; H, grupos de cocos. (c) Fotomicrografia de
um esfregago de sangue humano tirada por meio de um microscopio de van
Leeuwenhoek. As hemécias estao claramente aparentes.

Pasteur descobriu que o bolor Aspergillus metaboliza o D-tar-
tarato, que desvia o feixe de luz para a direita, mas nio meta-
boliza o seu isdbmero dptico L-tartarato (Figura 1.16). O fato de
que um organismo vivo poderia discriminar entre os isémeros
6pticos ndo passou despercebido por Pasteur, e ele comegou a
suspeitar que algumas atividades quimicas seriam realmente
catalisadas por microrganismos, e que essas poderiam ser dis-
tintas de reagdes puramente quimicas.

Pasteur iniciou estudos sobre o mecanismo de fermenta-
¢do alcodlica, que em meados do século XIX era considerado
um processo exclusivamente quimico. As células de levedura
presentes no caldo em fermentac¢io correspondiam a um de-
terminado tipo de substancia quimica formada pelo proces-
so de fermentacgao. No entanto, observacoes microscopicas e
outros experimentos simples, porém rigorosos, convenceram
Pasteur de que a fermentagio alcodlica era catalisada por
microrganismos vivos, as células de levedura. A partir desses
estudos fundamentais, Pasteur iniciou uma série de experi-
mentos cléssicos abordando a geracdo espontanea, experi-
mentos esses que serdo eternamente vinculados a seu nome e
a ciéncia da microbiologia.

Geracao espontanea

O conceito de geracido espontanea existe desde os tempos
biblicos, e seu principio basico pode ser facilmente com-
preendido. Se um alimento ou algum outro produto perecivel
for deixado de lado por algum tempo, apodrecera. Quando
examinado microscopicamente, o material putrefato estara
repleto de microrganismos. De onde surgiram esses organis-
mos? Algumas pessoas afirmavam que eles se desenvolveram
a partir de sementes ou germes que penetraram no alimento
pelo ar. Outras diziam que eles surgiram espontaneamente, a
partir de matérias inanimadas, isto é, por geracdo espontanea.
Quem estava correto? Essa controvérsia requeria uma percep-
¢do agucada para sua solugio, e este foi exatamente o tipo de
problema que atraiu o interesse de Louis Pasteur.
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Figura 1.16  Louis Pasteur e os isomeros épticos. (a) Micrografia 6p-
tica de células do bolor Aspergillus. (b) llustrages de Pasteur de cristais de
acido tartarico. Cristais levogiros (formas L) desviam a luz para a esquerda,
e cristais dextrogiros (formas D) desviam a luz para a direita. Observe que os
dois cristais correspondem a imagens especulares um do outro, uma marca de
isdmeros opticos. Pasteur descobriu que apenas D-Tartarato foi metabolizado
pelo Aspergillus.

Pasteur se tornou um oponente poderoso a teoria da ge-
ragdo espontanea. Apds suas descobertas sobre o dcido tar-
tarico e a fermentacio alcodlica, Pasteur previu inicialmente
que microrganismos em materiais putrefatos eram descenden-
tes de células que entraram a partir do ar, ou de células que
estariam depositadas em materiais em decomposigio. Pasteur
considerou que, se o alimento fosse tratado de modo a destruir
todos os organismos vivos presentes — isto é, se fosse tornado
estéril — e entdo protegido da contaminacio adicional, ele nao
apodreceria.

Pasteur utilizou o calor para eliminar os microrganismos
contaminantes e descobriu que o aquecimento extensivo de
uma solugdo nutriente, seguido pela sua vedagdo, impediria
que a mesma entrasse em putrefagio. Os defensores da gera-
¢do espontanea criticavam esses experimentos declarando que
o “ar fresco” era necessario para a ocorréncia do fenémeno.
Em 1864, Pasteur contestou esta obje¢do de forma simples
e brilhante, ao construir um frasco com pescogo de cisne,
atualmente denominado frasco de Pasteur (Figura 1.17). Nesse
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tipo de frasco, as solu¢gdes nutrientes podiam ser aquecidas
até a ebuli¢do, e, entio, esterilizadas. No entanto, apds o res-
friamento do frasco, a reentrada de ar era permitida, porém
as curvas no gargalo (o formato em “pescogo de cisne”) im-
pediam a entrada de matéria particulada (incluindo micror-
ganismos) na solugdo nutriente, o que causaria a putrefagéo.
As solugdes nutrientes presentes em tais frascos permaneciam
estéreis indefinidamente.

O crescimento microbiano foi observado apenas apds a
matéria particulada do gargalo do frasco entrar em contato
com o liquido no interior deste (Figura 1.17¢), finalizando a
controvérsia da geragio espontanea para sempre. O trabalho
de Pasteur sobre geracdo espontanea levou naturalmente ao
desenvolvimento de procedimentos eficientes de esterilizagao,
os quais foram eventualmente padronizados e estendidos as
pesquisas microbioldgicas, tanto basicas quanto aplicadas,
bem como para a medicina clinica. A industria alimenticia
também se beneficiou do trabalho de Pasteur, uma vez que
seus principios foram rapidamente adaptados para a preserva-
¢do do leite e muitos outros alimentos por tratamento térmico
(pasteurizacio).

Outras realizacoes de Louis Pasteur

Pasteur passou de seu famoso trabalho sobre a gerag¢io es-
pontanea para muitos outros triunfos na microbiologia e
medicina. Alguns destaques incluem o desenvolvimento
de vacinas contra as doengas antraz, célera avidria e rai-
va. O trabalho de Pasteur envolvendo a raiva foi seu éxito
mais famoso, culminando em julho de 1885, com a primeira
administracio de uma vacina antirrdbica em um ser huma-
no, um jovem rapaz francés, Joseph Meister, que havia sido
mordido por um cio raivoso. Naquela época, a mordida de
um animal raivoso era invariavelmente fatal. A noticia sobre
o sucesso da vacinagiao de Meister, e de uma administragao
pouco depois a um jovem pastor, Jean-Baptiste Jupille, se es-
palhou rapidamente (Figura 1.18a). No decorrer de um ano,
milhares de pessoas mordidas por animais raivosos viaja-
ram a Paris para serem tratadas com a vacina antirrabica de
Pasteur.

A fama de Pasteur decorrente de sua pesquisa sobre a
raiva foi legendaria, e levou o governo francés a construir o
Instituto Pasteur, em Paris, em 1888 (Figura 1.185). Original-
mente concebido como um centro clinico para tratamento da
raiva e de outras doencgas contagiosas, o Instituto Pasteur é,
atualmente, o principal centro de pesquisa biomédica voltado
a pesquisa e produgao de antissoro e vacinas. As descobertas
de Pasteur na medicina e na veterindria ndo foram importan-
tes apenas por si s6, mas também auxiliaram a solidificar o
conceito da teoria que associava os germes as doengas, cujos
principios estavam sendo desenvolvidos nesse mesmo periodo
por um segundo gigante dessa era, Robert Koch.

MINIQUESTIONARIO
» Defina o termo estéril. Como o experimento com o frasco com
pescoco de cisne de Pasteur demonstrou que o conceito de

geracao espontanea era invalido?

* Além de acabar com as controvérsias sobre a geragao
espontanea, que outras realizagdes podem ser creditadas
a Pasteur?
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Figura 1.17 Derrota da geracio espontinea: o experimento de

Pasteur empregando o frasco com pescoco de cisne. Em (c) o liquido apo-
drece porque os microrganismos entram com a poeira. A curvatura da garrafa

1.8 Koch, doenca infecciosa
e culturas puras

A comprovagido de que alguns microrganismos causam
doencas foi 0 maior impulso no desenvolvimento da ciéncia
da microbiologia como uma ciéncia biolégica independente.
Ja no século XVI, acreditava-se que algo que causasse uma
doenca poderia ser transmitido de um individuo doente a
um individuo sadio. Apds a descoberta dos microrganis-
mos, acreditava-se amplamente que eles eram os respon-
sdveis, embora faltasse uma prova definitiva. Melhorias nas
medidas sanitdrias promovidas pelo médico hingaro Ignaz
Semmelweis (tentativa de controlar as infeccoes associadas
aos hospitais, 1847) e pelo médico britinico Joseph Lister
(introdugio de técnicas assépticas para cirurgias, 1867) for-
neceram evidéncias indiretas da importincia dos micror-
ganismos como agentes causadores de doen¢as humanas.
Porém, somente apds os trabalhos de um médico alemio,
Robert Koch (1843-1910) (Figura 1.19), que o conceito de
doengas infecciosas foi desenvolvido e recebeu uma funda-
mentacio experimental direta.

A teoria do germe da doenca e
os postulados de Koch

Em seu trabalho inicial, Koch estudou o antraz, uma doenga
do gado e, ocasionalmente, de seres humanos. O antraz é
causado por uma bactéria formadora de enddsporos, deno-
minada Bacillus anthracis. A partir de anilises microscopicas
cuidadosas e utilizando corantes especiais, Koch verificou que
as bactérias sempre se encontravam presentes no sangue de
um animal que estava morrendo da doenca. Entretanto, Koch
ponderou que a mera associagdo da bactéria com a doenga nio
era prova real de causa e efeito, assim, Koch aproveitou a opor-
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permitiu a entrada de ar (uma objecao fundamental dos frascos selados de
Pasteur), mas impediu a entrada de microrganismos.

tunidade para estudar a causa e o efeito experimentalmente,
usando antraz e animais de laboratério. Os resultados desses
estudos geraram o padrio a partir do qual as doencas infeccio-
sas tém sido estudadas desde entdo.

Koch utilizou camundongos como animais experimen-
tais. Empregando todos os controles apropriados, Koch de-
monstrou que, quando uma pequena quantidade de sangue
de um camundongo doente era injetada em um camundon-
go sadio, este ultimo rapidamente desenvolvia o antraz. Ele
coletou sangue deste segundo animal e, apds injetd-lo em
outro, novamente verificou os sintomas caracteristicos da
doencga. No entanto, Koch introduziu uma etapa adicional a
esse experimento, a qual teve importancia fundamental. Ele
descobriu que as bactérias do antraz podiam ser cultivadas
em fluidos nutrientes fora do corpo do animal e que, mesmo
apos varias transferéncias em meio de cultura laboratorial,
as bactérias ainda causavam a doenca quando inoculadas em
um animal sadio.

Com base nesses experimentos e em experimentos re-
lacionados com o agente causador da tuberculose, Koch
formulou um conjunto de critérios rigorosos, atualmente
conhecidos como postulados de Koch, para associar de-
finitivamente causa e efeito em uma doenca infecciosa.
Os postulados de Koch, resumidos na Figura 1.20, salientaram
a importéancia da cultura laboratorial do provivel agente in-
feccioso, seguida pela introducdo do agente suspeito em ani-
mais sadios, e a entdo recuperacio do patégeno dos animais
doentes ou mortos. Utilizando esses postulados como guia,
Koch, seus alunos, e aqueles que os seguiram descobriram os
agentes causadores da maioria das doencas infecciosas im-
portantes de seres humanos e de animais domésticos. Essas
descobertas também levaram ao desenvolvimento de tra-
tamentos eficazes para a prevengio e cura de vérias dessas
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Figura 1.18  Louis Pasteur e os simbolos de suas contribuices a
microbiologia. (a) Uma cédula de cinco francos franceses em homenagem
a Pasteur. 0 menino pastor, Jean-Baptiste Jupille, & ilustrado afugentando um
cdo raivoso que havia atacado um grupo de criangas. A vacina antirrabica de
Pasteur salvou a vida de Jupille. Na Franga, o franco precedeu o euro como
moeda. (b) Parte do Pasteur Institute, Paris, Franca. Atualmente, essa estrutura,
construida para Pasteur pelo governo francés, abriga um museu onde estao
expostos alguns dos frascos com pescogo de cisne originais utilizados em seus
experimentos e uma capela contendo a cripta de Pasteur.

doencas, trazendo, assim, grande avango as bases cientificas
da medicina clinica e & satide e ao bem-estar dos seres huma-
nos (Figura 1.8).

A era da genémica moderna também teve sua influéncia
na questio da causa e efeito das doencas infecciosas por meio
do desenvolvimento de métodos moleculares para a identifica-
¢do de potenciais patégenos. Pela utilizagdo desses métodos,
um patégeno pode ser identificado mesmo se ndo puder ser
cultivado, ou até mesmo se o préprio patégeno ja estiver mor-
to hd muito tempo (ver Explore o mundo microbiano, “A Peste
Negra decifrada”). Esses métodos tém revolucionado o diag-
nostico e o tratamento das doencas infecciosas.

Koch, culturas puras e taxonomia microbiana

O segundo postulado de Koch afirma que um patégeno sus-
peito deve ser isolado e crescido longe de outros microrganis-
mos em uma cultura laboratorial (Figura 1.20); em microbio-
logia, se diz que tal tipo de cultura é pura. Para atingir esse
importante objetivo, Koch e seus associados desenvolveram
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Figura 1.19  Robert Koch. 0 médico microbiologista alemao recebe
os créditos por fundar a microbiologia médica e formular seus famosos pos-
tulados.

uma série de métodos simples, mas engenhosos, para obten-
¢do e crescimento de bactérias em culturas puras, e muitos
desses métodos sao utilizados até hoje.

Koch iniciou seus trabalhos utilizando superficies natu-
rais, como uma fatia de batata, para a obtengéao de culturas
puras, entretanto, rapidamente desenvolveu meios de cultura
mais confidveis e reproduziveis utilizando solugdes nutrien-
tes liquidas solidificadas com gelatina, e posteriormente com
dgar, um polissacarideo de algas com excelentes propriedades
para esses fins. Junto com seu colega Walther Hesse, Koch
observou que, quando uma superficie sélida era incubada
exposta ao ar, massas de células bacterianas, chamadas de
colénias, se desenvolviam, cada uma exibindo cores e formas
caracteristicas (Figura 1.21). Ele deduziu que cada colénia teria
surgido a partir de uma unica célula bacteriana que cresceu,
e assim uma massa de células foi obtida. Koch argumentou
que cada col6nia correspondia a uma populagio de células
idénticas ou, em outras palavras, a uma cultura pura, e Koch
rapidamente percebeu que meios sélidos forneciam uma ma-
neira facil de obtengio de culturas puras. Richard Petri, outro
associado de Koch, desenvolveu as placas transparentes de
dupla face chamadas de “placas de Petri” em 1887, e esta se
tornou rapidamente a ferramenta-padrio para obtencio de
culturas puras.

Koch estava consciente das implicagoes que seus métodos
para a obten¢ao de culturas puras apresentavam no estudo da
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OS POSTULADOS DE KOCH
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Figura 1.20  Postulados de Koch para provar a causa e o efeito em
doencas infecciosas. Observe que apds o isolamento do patogeno suspeito
em uma cultura pura, uma cultura laboratorial do organismo deve ser capaz

sistemdtica microbiana. Ele observou que colénias que dife-
riam na coloracio e tamanho (Figura 1.21) eram puras e que
estas células de diferentes col6nias normalmente diferiam
em tamanho e morfologia e, muito frequentemente, também
em suas necessidades nutricionais. Koch percebeu que essas
diferencas eram equivalentes aos critérios taxonémicos para
a classificacio de organismos superiores, como espécies de
plantas e animais, e sugeriu que os diferentes tipos de bacté-
rias deveriam ser considerados como “espécies, variedades,
formas ou outra designacio apropriada” Essa observacio cri-
teriosa foi importante na aceitacgio relativamente rapida da
microbiologia como uma ciéncia bioldgica independente, en-
raizada, assim como a biologia estava na classificacio durante
a era de Koch.

Koch e a tuberculose
A realizagio cientifica que coroou Koch foi a sua descoberta
do agente causador da tuberculose. Quando Koch iniciou esse

organismo
como antes)

tanto de iniciar a doenga quanto de ser recuperada do animal doente. 0 estabe-
lecimento das condigdes corretas para o cultivo do patogeno é essencial, pois,
do contrario, este sera perdido.

trabalho (1881), um sétimo de todas as mortes humanas noti-
ficadas era causado pela tuberculose (Figura 1.8). Havia uma
grande suspeita de que a tuberculose era uma doenga conta-
giosa, porém seu agente etiolégico nunca havia sido detectado,
nem em tecidos doentes, nem em meios de cultura. Apds seus
estudos bem-sucedidos de antraz, Koch estava determinado
a demonstrar o agente causador da tuberculose e, para isso,
empregou todos 0os métodos que havia cuidadosamente desen-
volvido em seus estudos anteriores com o antraz: microscopia,
coloragio, isolamento em cultura pura e um sistema de mode-
lo animal (Figura 1.20).

A bactéria causadora da tuberculose, Mycobacterium tu-
berculosis, é de dificil coloragdo devido ao fato de que as célu-
las de M. tuberculosis apresentam grandes quantidades de um
lipideo céreo em sua parede celular. Entretanto, Koch desen-
volveu uma metodologia de coloragio para as células de M. tu-
berculosis em amostras de tecidos pulmonares. Com esse mé-
todo, ele observou as células azuis em forma de bastonetes de
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Figura 1.21  Fotografia colorida a méo, feita por Walther Hesse, de
colonias formadas em agar. As coldnias incluem os bolores e bactérias
obtidas durante os estudos de Hesse, do teor microbiano do ar em Berlim,
Alemanha, em 1882. De Hesse W. 1884. “Ueber quantitative Bestimmung der
in der Luft enthaltenen Mikroorganismen”. Mittheilungen aus dem Kaiserlichen
Gesundheitsamte. 2: 182—207.

M. tuberculosis nos tecidos tuberculosos, mas nao em tecidos
saudaveis (Figura 1.22). A obtencao de culturas de M. tubercu-
losis ndo foi uma tarefa simples, mas, finalmente, Koch obteve
sucesso no desenvolvimento de colonias desse organismo em
uma solucio nutriente solidificada contendo soro. Nas melho-
res condicoes, M. tuberculosis cresce lentamente em cultura,
porém a persisténcia e paciéncia de Koch eventualmente o le-
varam a obtengdo de culturas puras desse organismo, a partir
de fontes humanas e animais.

A partir disso, Koch utilizou dos seus postulados
(Figura 1.20) para obter a prova definitiva de que o organis-
mo que ele havia isolado correspondia a verdadeira causa
da tuberculose. Cobaias podem ser facilmente infectadas
com M. tuberculosis e, ocasionalmente, morrem de tuber-
culose sistémica. Koch demonstrou que as cobaias doentes
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Figura 1.22 Desenhos de Mycobacterium tuberculosis feitos por
Robert Koch. (a) Seccao de tecido pulmonar infectado mostrando células
de M. tuberculosis (em azul). (b) Células de M. tuberculosis em uma amostra
de escarro obtida de um paciente com tuberculose. (c) Crescimento de M. fu-
berculosis em uma placa de vidro contendo soro coagulado, armazenado no
interior de uma caixa de vidro para prevenir a contaminagao. (d) Células de
M. tuberculosis retiradas da placa (c) e observadas microscopicamente; as
células aparecem como formas longas, semelhantes a cordas. Desenhos origi-
nais de Koch, R. 1884. “Die Aetiologie der Tuberkulose.” Mittheilungen aus dem
Kaiseriichen Gesundheitsamte 2: 1-88.

apresentavam massas de células de M. tuberculosis em seus te-
cidos pulmonares, e que culturas puras obtidas a partir desses
animais transmitiam a doenca a animais nao infectados. Dessa
forma, Koch satisfez plenamente seus quatro postulados e a
causa da tuberculose foi entio compreendida. Koch anunciou
sua descoberta da causa da tuberculose em 1882, e por essa
realizagio ele foi premiado em 1905 com o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina. Koch teve muitos outros triunfos no
campo crescente das doengas infecciosas, incluindo a desco-
berta do agente causador da célera (a bactéria Vibrio cholerae),
e o desenvolvimento de métodos para diagnéstico da infecgao
por M. tuberculosis (o teste cutaneo da tuberculina).

MINIQUESTIONARIO

* Como os postulados de Koch asseguram que a causa
e o efeito de uma determinada doenca sao claramente
diferenciados?

¢ Quais vantagens o meio sdlido oferece para o isolamento de
microrganismos?

* O que é uma cultura pura?

1.9 A ascensao da diversidade microbiana

Com o avango da microbiologia no século XX, o seu foco ini-
cial nos principios bésicos, métodos e aspectos médicos foi
ampliado, passando a incluir estudos sobre a diversidade mi-
crobiana do solo e da 4gua, bem como dos processos metabdéli-
cos realizados pelos organismos nesses habitats. Os principais
contribuintes dessa era foram o holandés Martinus Beijerinck
e o russo Sergei Winogradsky.

Martinus Beijerinck e a técnica de

cultura de enriquecimento

Martinus Beijerinck (1851-1931) era um professor na Delft
Polytechnic School, na Holanda, especializou-se inicialmen-
te em botanica, tendo comegado sua carreira na microbiolo-
gia com o estudo das plantas. A maior contribui¢ido de Bei-
jerinck a microbiologia foi sua clara formulagio do conceito
da técnica de cultura de enriquecimento. Nas culturas de
enriquecimento, os microrganismos sio isolados a partir de
amostras naturais, utilizando nutrientes e condig¢des de incu-
bacao altamente seletivas para favorecer um grupo metabdélico
particular de organismos. A técnica de Beijerinck com o méto-
do de enriquecimento foi prontamente demonstrada quando,
apos a descoberta de Winogradsky do processo de fixagio de
nitrogénio, ele isolou a bactéria aerébia fixadora de nitrogé-
nio Azotobacter do solo (Figura 1.23). Bactérias fixadoras de
nitrogénio podem utilizar nitrogénio atmosférico (N,) para a
producio de substancias nitrogenadas importantes na célu-
la, como os aminodcidos para a produg¢io de proteinas e os
nucleotideos para a producio de dcidos nucleicos.

A partir do uso da técnica de culturas de enriquecimen-
to, Beijerinck isolou as primeiras culturas puras de muitos
microrganismos terrestres e aqudticos, incluindo bactérias
redutoras de sulfato e oxidantes de enxofre, bactérias fixado-
ras de nitrogénio presentes nos nédulos radiculares (Figura
1.9), bactérias produtoras de acido lactico, algas verdes, varias
bactérias anaerdbias, e muitos outros microrganismos. Além
disso, em seus estudos sobre a doenca do mosaico do tabaco,
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Figura 1.23  Martinus Beijerinck e Azotobacter. (a) Parte de uma pa-
gina do protocolo de laboratdrio de M. Beijerinck, datado de 31 de dezembro
de 1900, descrevendo suas observacoes sobre a bactéria aerdbia fixadora de
nitrogénio, Azotobacter chroococcum (nome assinalado pelo circulo vermelho).
Compare os desenhos de Beijerinck dos pares de células de A. chroococcum
com a fotomicrografia de células de Azotobacter, apresentada na Figura 14.32.
(b) Uma pintura feita pela irma de M. Beijerinck, Henriétte Beijerinck, mostran-
do células de Azotobacter chroococcum. Beijerinck utilizou essas pinturas para
ilustrar suas aulas.

Beijerinck utilizou filtros seletivos para demonstrar que o
agente infeccioso nesta doenga (um virus) era menor do que
uma bactéria e que, de alguma forma, ele incorporava-se as
células da planta hospedeira viva. Nesse importante trabalho,
Beijerinck ndo somente descreveu o primeiro virus, mas tam-
bém os principios bésicos da virologia, os quais serdo apresen-
tados no Capitulo 8.

Sergei Winogradsky, quimiolitotrofia

e fixacao de nitrogénio

Assim como Beijerinck, Sergei Winogradsky (1856—1953) esta-
va interessado na diversidade bacteriana dos solos e das dguas,
obtendo grande sucesso no isolamento de vérias bactérias de
importancia a partir de amostras naturais. Winogradsky estava
particularmente interessado nas bactérias que realizavam os
ciclos de compostos nitrogenados e sulfurosos, como bactérias
nitrificantes e bactérias sulfurosas (Figura 1.24). Ele demonstrou
que essas bactérias catalisam transformag¢des quimicas especi-
ficas na natureza, e propds o importante conceito de quimioli-
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Figura 1.24  Bactéria sulfurosa. Os desenhos originais foram feitos por
Sergei Winogradsky no final de 1880, posteriormente copiados e coloridos a
mao por sua esposa Heléne. (a) Bactéria fototrofica purpura sulfurosa. As Figu-
ras 3 e 4 mostram células de Chromatium okenii (compare com as fotomicro-
grafias de C. okenni, nas Figuras 1.5a e 1.7a). (b) Beggiatoa, um quimiolitotro-
fico sulfuroso (compare com as Figuras 1.15 e 14.27).

totrofia, a oxidag¢do de compostos inorganicos para geracio de
energia. Posteriormente, Winogradsky demonstrou que esses
organismos, os quais ele chamou de quimiolitotrdficos (signifi-
cando, literalmente, “comedores de terra”), estio disseminados
na natureza e obtém seu carbono do CO,. Winogradsky reve-
lou ainda que, assim como os organismos fotossintéticos, as
bactérias quimiolitotréficas sao autotrdficas.

Winogradsky realizou o primeiro isolamento de uma
bactéria fixadora de nitrogénio, a bactéria anaerébia Clostri-
dium pasteurianum, e como ja foi mencionado, Beijerinck
utilizou essa descoberta para guiar o seu isolamento de bac-
térias aerdbias fixadoras de nitrogénio anos depois (Figura
1.23). Winogradsky viveu até quase os 100 anos, publican-
do muitos artigos cientificos e uma importante monografia,
Microbiologie du Sol (Microbiologia do Solo). Esse trabalho,
um verdadeiro marco da microbiologia, contém desenhos de
muitos dos organismos estudados por Winogradsky durante
sua longa carreira (Figura 1.24).

MINIQUESTIONARIO

* O qgue significa o termo “cultura de enriquecimento™?

= O que significa o termo “quimiolitotrofia”? De que forma os
quimiolitotréficos se assemelham as plantas?




22 UNIDADE 1 « AS BASES DA MICROBIOLOGIA

1.10 Microbiologia moderna e genémica

No século XX, a microbiologia desenvolveu-se rapidamente,
novas ferramentas de laboratério tornaram-se disponiveis, e a
ciéncia amadureceu para a formacio de novas subdisciplinas.
A maioria dessas subdisciplinas apresentava ambos os aspec-
tos, referentes as descobertas (bésica), e os aspectos referentes
4 solucdo de problemas (aplicada) (Tabela 1.3). Em meados do
século XX, uma nova énfase emocionante surgiu na microbio-
logia com estudos das propriedades genéticas dos microrga-
nismos. A partir dessas raizes na genética microbiana, os cam-
pos da biologia molecular, engenharia genética e genémica se
desenvolveram. Essas subdisciplinas moleculares revoluciona-
ram as ciéncias da vida, e originaram novas geracoes de ferra-
mentas experimentais para solucionar os mais persuasivos e
complexos problemas da biologia.

Muitos avancos em microbiologia hoje sio alimenta-
dos pela gendmica, mapeamento, sequenciamento e andlise
de genomas. Novos métodos para sequenciamento de DNA
e o aprimoramento das capacidades computacionais desen-
cadearam enormes quantidades de dados gendémicos a fim
de solucionar problemas na medicina, agricultura e meio
ambiente. O campo da gendmica vem se desenvolvendo em
ritmo acelerado e tem, por si s6, gerado novas subdisciplinas
altamente especificas, como transcriptémica, proteémica e

Tabela 1.3 As principais subdisciplinas da microbiologia

metabolomica; essas exploram os padries de RNA, proteinas
e vias metabolicas de expressido nas células, respectivamente.
Os conceitos de gendémica, transcriptomica, protedmica, me-
tabolémica e outras “6micas” sdo apresentados no Capitulo 6.

A gendmica hoje estd muito préxima de definir o com-
plemento minimo de genes necessarios para uma célula per-
manecer viva. Com tais informacgoes, os microbiologistas
devem ser capazes de definir os pré-requisitos bioquimicos
para a vida em termos genéticos precisos. Quando esse dia
chegar, e é provivel que ele ndo esteja muito longe, a criagio
em laboratorio de uma célula viva a partir de componentes
néo vivos — em esséncia, geragio espontinea — deve ser pos-
sivel. Obviamente, muitas outras descobertas cientificas es-
tdo reservadas para a préxima geragio de microbiologistas,
e sua jornada continua por este livro o fard compreendé-las
e aprecid-las. Boa sorte e bem-vindo ao emocionante campo
da microbiologia!

MINIQUESTIONARIQ—--------==-====mmmmmmmmmmmmm oo 1
* |dentifique a subdisciplina da microbiclogia que trata de cada i
um destes temas: metabolismo, enzimologia, acidos nucleicos i

e sintese de proteinas, microrganismos & seus ambientes i
naturais, classificagdo microbiana, heranca de caracteristicas, !
complementos génicos de diferentes organismos. !

]

Subdisciplina Foco
. Enfases basicas®
Fisiologia microbiana Mutrigo, metabaolismo

Genética microbiana
Bioguimica microbiana
Sistematica microbiana
Virologia

Biologia molecular
Ecologia microbiana
Gendmica

Il. Enfases aplicadas®
Microbiologia médica

Imunologia

Microbiologia agricola/do solo

Microbiologia industrial
Biotecnologia

Microbiologia aquatica

Genes, hereditariedade e variagao genética

Enzimas e reacfes quimicas nas células

Classificagcao e nomenclatura

Virus e particulas subvirais

Acidos nucleicos e proteinas

Diversidade microbiana e atividade em habitats naturais; biogeoguimica

Sequenciamento gendmico e andlises comparativas

Doengas infecciosas

Sistema imune

Diversidade microbiana e processos no solo

Producao em larga escala de antibidticos, alcool e outros produtos quimicos
Producao de proteinas humanas por microrganismos geneticamente modificados

Processos microbianos em aguas e efluentes, seguranca da agua potavel

“Menhuma destas subdisciplinas & dedicada inteiramente a ciéncia bésica ou aplicada. No entanto, as subdisciplinas listadas em | tendem a ser mais focadas nas
descobertas em si, e aquelas listadas em |l, mais focadas na resolucao de problemas ou na produgdo de produtos comerciais.
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1.1 ® Os microrganismos sio organismos microscépicos
unicelulares essenciais para o bem-estar e funcionamento
de outras formas de vida, bem como do planeta. Como
ciéncia, a Microbiologia possui componentes basicos

e aplicados, capazes de gerar novos conhecimentos e
solucionar questoes, respectivamente.

1.2 ® Como as casas, as células sdo formadas de muitas
partes, de modo que todas interagem para produzir um
organismo vivo intacto. Células procaridticas e eucariéticas
diferem em sua arquitetura celular, e as caracteristicas de
um organismo sio definidas pelo seu complemento de genes
— seu genoma. Muitas atividades sdo realizadas por todas as
células, incluindo metabolismo, crescimento e evolucio.

1.3 * Populacées microbianas diversas foram disseminadas
na Terra bilhées de anos antes dos organismos superiores
aparecerem, e as cianobactérias eram particularmente
importantes por oxigenarem a atmosfera. Bacteria,
Archaea e Eukarya sio as principais linhagens filogenéticas
(dominios) das células.

1.4 ® Microrganismos vivem em populacdes que
interagem com outras populagdes formando comunidades
microbianas. As atividades dos microrganismos em
comunidades microbianas podem afetar consideravelmente
as propriedades quimicas e fisicas de seus hébitats.

A biomassa microbiana na Terra excede aquela dos
organismos superiores, embora a maioria das células
microbianas surpreendentemente residir na subsuperficie
profunda terrestre e oceanica.

1.5 ® Os microrganismos podem ser tanto benéficos
quanto prejudiciais para os seres humanos, embora a
quantidade de microrganismos benéficos (ou até mesmo
essenciais) seja bem maior do que os prejudiciais.

REVISAO DOS TERMOS-CHAVE

Citoplasma porgio fluida de uma célula,

Ecologia microbiana estudo dos

Agricultura, alimentacio, energia e meio ambiente
sio todos impactados de diversas maneiras pelos
microrganismos.

1.6 ® Robert Hooke foi o primeiro a descrever os
microrganismos, e Antoni van Leeuwenhoek foi o primeiro
a descrever as bactérias. Ferdinand Cohn fundou o campo
da bacteriologia e descobriu os endésporos bacterianos.

1.7 ® Louis Pasteur criou experimentos engenhosos
provando que organismos vivos ndo surgem
espontaneamente a partir de matéria inanimada. Pasteur
desenvolveu muitos conceitos e técnicas centrais para a
ciéncia da microbiologia, incluindo a esterilizagio, além de
ter desenvolvido um nimero fundamental de vacinas para
seres humanos e outros animais.

1.8 ® Robert Koch desenvolveu um conjunto de critérios
denominados postulados de Koch para conectar causa e
efeito nas doengas infecciosas. Koch também desenvolveu
os primeiros meios confidveis e reproduziveis para obtengio
e manutencio de microrganismos em cultura pura.

1.9 e Martinus Beijerinck e Sergei Winogradsky
exploraram o solo e a 4gua em busca de microrganismos
capazes de realizar processos naturais importantes, como

a ciclagem de nutrientes e a biodegradacio de substancias
especificas. Fora do seu estudo veio a técnica de cultura de
enriquecimento e os conceitos de quimiolitotrofia e fixagio
de nitrogénio.

1.10 ® Da metade até a tltima parte do século XX,
surgiram vérias subdisciplinas basicas e aplicadas

da microbiologia. Essas abriram caminho para a era
contemporinea da microbiologia molecular, com as
ciéncias genémicas atualmente no centro desse palco.

Extremofilos microrganismos que habitam

limitada pela membrana celular.

Comunicacio interagio entre as células por
meio de sinais quimicos.

Comunidade microbiana duas ou mais
populagies de células que coexistem e
interagem em um habitat.

Crescimento em microbiologia, um aumento
no numero de células com o tempo.

Cultura pura cultura contendo um tinico
tipo de microrganismo.

Diferenciacio modificagio dos
componentes celulares para formar uma
nova estrutura, como um esporo.

Dominio uma das trés linhagens
evolucionarias principais das células:
Bacteria, Archaea e Eukarya.

organismos em seus ambientes naturais.

Ecossistema associacio entre os organismos
e seu meio ambiente abiético.

Enzima catalisador proteico
(ou, em alguns casos, RNA) que
atua aumentando a velocidade das
reacoes quimicas.

Esteéril auséncia de todos os organismos
vivos (células) e virus.

Eucariota uma célula contendo um nicleo
envolvido por membrana e diversas
outras organelas também envolvidas por
membrana; Enkarya.

Evolugio descendéncia com modificacio
que leva & geracio de novas formas ou
espécies.

ambientes inospitos para formas de vida
superiores, como ambientes que sio
extremamente quentes ou frios, ou que sio
acidos, alcalinos, ou extremamente salgados.

Genoma o conjunto completo dos genes de
uwm organismo.

Genomica o mapeamento, sequenciamento
e analise de genomas.

Geracido espontianea hipotese de que os
organismos vivos poderiam ser originados
a partir de matéria inanimada.

Habitat ambiente onde uma populacio
microbiana é encontrada.

Intercimbio genético a transferéncia
génica ou o recebimento de genes entre
células procarioticas.
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Macromoléculas um polimero de unidades

monoméricas que inclui as proteinas, os
acidos nucleicos, os polissacarideos e os
lipideos.

Membrana citoplasmatica barreira
semipermedavel que separa o interior da
célula (citoplasma) do meio ambiente.

Metabolismo todas as reagoes bioquimicas
que ocorrem em uma célula.

Microrganismo organismo microscopico,
consistindo de tinica célula, ou conjunto
de células, incluindo os virus.

Motilidade o movimento das células por
meio de alguma forma de autopropulsio.

Nucleo estrutura envolvida por membrana
nas células eucarioticas que contém o
DNA do genoma da célula.

Nucleoide massa agregada de DNA que
compde o cromossomo das células
procaridticas.

Organelas estrutura envolvida
por membrana dupla, como as
mitocondrias, encontrada nas células
eucariotas.

Parede celular uma rigida parede presente
fora da membrana citoplasmatica; confere
forca estrutural a célula e previne a lise
osmotica.

Patogeno microrganismo causador de
doenca.

Postulados de Koch conjunto de critérios
para provar gque um determinado
microrganismo causa uma determinada
doenca.

Procariota célula que carece de uma
membrana envolvendo o nicleo e outras
organelas; bactéria ou arqueia.

Quimiolitotrofia forma de metabolismo
na qual a energia é gerada por meio da
oxidacio dos compostos inorginicos.

Ribossomos estruturas compostas por
RNAs e proteinas, nos quais novas
proteinas sio sintetizadas.

Técnica de cultura de enriquecimento
método de isolamento de microrganismos
especificos a partir da natureza,
utilizando-se meios de cultura e
condicoes de incubacéo especificas.



