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TESTE DE EFICACIA DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS

U Métodos Padronizados:
U Método de Difusdo em Discos em agar
v’ Discos com concentragdo conhecida do agente

v" Auséncia de halo - Resisténcia

v’ Presenca de halo — algum nivel de Sensibilidade
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DIFUSAO EM
DISCO:
ANTIBIOGRAMA

TESTE DE EFICACIA DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS

dppnppygeeaR
U Método de Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) 1 ml

U Métodos Padronizados:

v’ Teste de diluicdo em tubo
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TESTE DE EFICACIA DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS

U Métodos Padronizados:

1 Método de Concentragao Minima Inibitéria (CMI) 3

™
=
256
F 192
128
9%
|- 6s
a0
»
-

Teste E (epsilometro)
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Figura 20.18 0 teste E (epsilometro), um método de difusio em
gradiente que d a de e estima a ¢
Inibitoria minima (CIM). A tira pldstica, colocada na superficie do agar
previamente inoculado com a bactéria-teste, contém um gradiente crescente
de concentragio do antibiético. A CIM é claramente vista.

Gerers for Diseass Conrol/Gilda L. Jores

plasmideo

MORTE DA BACTERIA
/ CELULA DOADORA

/ gene de DEPLASMIDEO  _#5 /" , ©

resisténcia
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GENETICA DE MICRORGANISMOS: PROCARIOTOS

U Fluxo da informacao
genética

Expressao Recombinacao

A informacao genetica & utilizada dentro
da celula para produzir as protelnas
necessarias para a funcao celular.

A informacao genetica pode ser
transferida entre celulas da

mesma geracao U
»
>

r

U Expresséao

( m eta b lo) ll sm O) A célula realiza metabolismo e cresce Célula parental Replicacao Célula recombinante
Ainformacao genetica
pode ser transferida entre
geracoes de celulas,
~ . . - ;
U Transferéncia vertical
Uma celula usa a informacao genética contida
A no DNA para fazer suas protelnas, incluindo as
(e nt re ge ra g 0 e S) enzimas. Esla informacao e transmitida para a
proxima geracao durante a divisao celular. O
DNA pode ser transferido para celulas de uma
mesma geragao, resultando em novas
n . combinacoes de genes.
0 Transferéncia
. 0 DNA é o projeto para as
horizontal (mesma Srotsinns colarss, s abida do

gera (}é 0) Ceélulas-filhas uma célula parental ou de outra célula.

GENETICA DE MICRORGANISMOS

U Transferéncia vertical REPLCAGIO

v’ divisdo celular

v’ Replicagéo bidirecional do DNA circular

— Origem da replicagio

Forquilha de replicagdo

/Fita parental

’%‘//:—'ﬂ::h:ademplicacac ; . u"{} g’ }

1 i)
(b) Replicagio bidirecional de uma molécula circular de DNA bacteriano, m

Figura 8.6 Replicacio de DNA bacteriano.
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TRADUCAO

GENETICA DE :'I[')r‘z:nscrigéoe;l'radugéo‘ : :NR:A
MICRORGANISMOS: cucariotor | re_ R (S -.....
EXPRESSAO Temporal e espacial

RNAPolicistronico e monocistronico

Plasma membrane Nuclear membrane

Cytoplasm Nucleus

Mature mRNA

e
o N mRNA \JL\
w’_ \

Ribosomes Protein D 5(’ a (44 -

(a) Prokaryote (b) Eukaryote Ribosomes

* Operon: conjunto de genes transcritos em um unico
CONTROLE DA mMRNA (policistrénico) relacionados a uma mesma via

TRANSCRK;AO metabdlica.

operon
promoter operatoN structural genes
| | ) A B & D
DNA \!/J/ [ | I ]
1 transcription

* Promotor: regido de Regido de controle l l l ltranslation
ligacéo da RNA
polimerase
* Operador: regiao de Q O O O
ligacéo do repressor protein protein protein protein

11



CONTROLE DA
TRANSCRIGAO

k‘k ‘ E. coli

[ A permease transporta | { Lactose
s extracelular

ativamente a lactose
para a célula ' Permease

«  fgalactosidase

onde a enzima
Bgalactosidase a degrada
em galactose e glicose
£ .
L4
Lactose
@ A pgalactosidase
também converte
actose no composto
alolactose

fgalactosidase P

Alolactose B-galactosidase

IB) . = converte alolactose em galactose e ghicose

13

Membrana celular

>+

Galactose Clicose

DNA

mDNA

Polypeptide
Folding

Repressor
protein

RNA polymerase

* Operon LAC: Metabolismo de lactose

11/3/2025

CH,OH

o_OH
CHoH (QH
OH 0.0

OH OH

OH

Lactose

Structural genes

Lactose

- Galactosidase

CONTROLE DA TRANSCRICAO: INDUCAO E

REPRESSAO

Operon LAC

Operon Indutivel

Repressor

) Promotor lac ) Operador /ac jusiaoisjusiackasusiacdns

RNA-

Repressor
=l Indutor
(alolactose)

14

— = = = A transcrigdo ocorre

[A transcrigéo é bloqueada]

Aumento relativo

CH,OH
0. OH
CH,0H K §H
OH)—0 O
OH OH
OH Lactose

Inducao

Proteina total

Numero de células
\

B-Galactosidase

Adigao de lactose

Figura 7.6 Indugio enzimitica, A adicio de lactose a0 meio |
pecificamente a sinlese da enzima f-galactosidase. Observe que ¢
proteica liquida permanece inalterada.
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CONTROLE DA TRANSCRIGAO: INDUGAO E
REPRESSAO o

Operon Arginina

Operon Repressivel

Repressao Arginina

(] Promotor arg ] Operador arg JaigargBusiuarghies
I

—  — ) = | A transcricido ocorre

Repressor

Numero de células .
~ Proteina total

@)

Aumento relativo

Adicao de arginina

(] Promotor arg ) Operador arg jumigiGusmmaioBusjmaiokin
VT

Correpressor

rej Enzimas da

(arginina) A transcricdo é bloqueada J biossintese

R de arginina
epressor

(b)

Figura 7.7  Processo de repressao enzimética no 6peron arginina.
(@) 0 6peron é transcrita porque o repressor néo é capaz de se ligar ao operador,
(b} Apds a ligagao de um correpressor (uma pequena molécula) ao repressor, o
repressor se liga ae operador e blogueia a transcrigao; o RNAm e as proteinas
codificadas pelo 6peron ndo sdo sintetizados. No caso do dperon argCBH, o

Tempo

Figura 7.5 Repressao enzimatica. A adicdo de arginina ao
prime especificamente a produgéo das enzimas necessérias a bioss
arginina. A sintese proteica liquida permanece inalterada.

aminocido arginina & o comepressor que se liga ao repressor de arginina.
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CONTROLE DA TRANSCRICAO: INDUCAOE
REPRESSAO
Glicose ou Lactose??
Repressao catabélica pela presenca de Glicose
Meio com 1 fonte de carbono Meio com 2 fonte de carbono
I ] Toda a glicose
§ a & consumida
3 =
3 3
ﬁ Glicose -§
g LactoEs g (Lill}:::as;ae = Lactose é utilizada
g E lag
Tempo Tempo
Figura 8.14 A taxa de crescimento da E coli em glicose e lactose.
16
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OPERON LAC: REGULACAO GLOBAL

Proteina CAP

M

U Repressao do Operon mesmo na presenga de “'“'Pia )\

U Glicose no meio

@ RNA
Lactose
1 .
O Segundo sistema de controle: AMPc T / —
recruta a RNA- nnhmpr'wﬂ
DNA
3 5 & Adenina Repressor
ATP 0_p—0p0-p-0-cH w0 s
R T
blogueia a
transcrigao
H H AN lac!
moes—— RNAM  jacZ  JacY lacA
o3 b
l
AMP i @@ m— Indutor
ciclico Repressor I. - .‘
oo L N
e OH
© 6 Catabolismo da lactose
Figura 7.14  AMP ciclico. A adenosina monofosfata ciclico (AMP ciclico) |
@ produzida a partir de ATP pela enzima adenilato-ciclase. Repressor

inativo

17
Repressao catabédlica pela presenca de Glicose
Promotor
lacl 1 ) lacZ
Meio com 2 fonte de carbono G X
\ o SEG _Operador
Sitio de ligagao a CAP poiimerasa
I Toda a glicose nao pode
M é consumida . se ligar.
@ .
3 i
§ call® Repressor
'g CAP inativo lac
EES Glicose & Lactose é utilizada inativa
3 utilizada (b) Lactose presente, glicose presente (nivel de cAMP baixo). Quando
o a glicose esté presente, o CAMP estd escasso, e a CAP nao é capaz de
i estimular a transcricao.
g
-
Tempo >
19
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CONTROLE DA TRANSCRICAQO: REPRESSAO

Repressao catabédlica pela presenca de Glicose

Meio com 2 fonte de carbono

Toda a glicose
é consumida

Glicose é
utilizada / Fase
lag

Lactose é utilizada

Logyg do nimero de células —

Tempo

Promotor

lacl . = JacZ
DNA B — _.p——!x
/ \ \Operador
A A RNA-
Sitio de ligagao a CAP T

-polimerase
cAMP @ \ l

pode se ligar
‘.
> CAP
\

e transcrever.

ativa U Repressor
inativo lac
CAP
inativa

(a) Lactose presente, glicose escassa (nivel alto de cAMP). Se a glicose
€ escassa, 0 alto nivel de cAMP ativa a CAP, e o operon /ac produz grandes
quantidades de mRNA para a digestao da lactose.

TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL

Transformacao

7

Conjugacao Transducao

DNA da
bactéria
doadora




TRANSFERENCIA GENETICA:

U Célula doadora e célula

receptora

22

o Bactérias encapsuladas

11/3/2025

TRANSFORMACAO

Cepa com cépsula Cepa sem capsula Ffed(?lrgizlg)Griffith
(virulenta) (n&o virulenta)
O experimento de Griffith
s © Bk Q) e e

vivas foram injetadas
no camundongo.

\ 4
KJ._"!J ~

S —
o O camundongo morreu.

© Colbnias de bactérias
encapsuladas foram
isoladas do camundongo
morto.

(a)

23

encapsuladas vivas
foram injetadas no camundongo.

)
@0/}

mortas pelo calor foram

mortas pelo calor foram
injetadas no camundongo. il el

injetadas no ca mundongo.

o3

N

e’ { L
o ¥ A c N
)\gj
O camundongo e O camundongo permaneceu o [e] cnmundongo /O
permaneceu saudavel

3 saudével morreu
. , s P

Colénias de bactérias
encapsuladas foram isoladas
do camundongo morto.

Nsnhuma coldnia foi isolada
do camundongo.

Algumas colénias de

bactérias ndo encapsuladas
foram isoladas do camundongo;
fagécitos destruiram as bactérias
nédo encapsuladas.

(b) (©) (d)

10
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TRANSFERENCIA GENETICA: TRANSFORMACAO

U Incorporagao de DNA “nu” no meio

U Plasmidio ou DNA genémico
(recombinacdo)

Figura 8.25 0 mecanismo da transformacéo genética em bacté-
rias. Alguma similaridade é nacessdria para o DNA doador @ 0 DNA re-
ceptor se alinharem. Genes a, b, ¢ e d podem ser mutagdes de A, 8, C e D.

P aue tipo de enzima corta 0 DNA doador?

24

Célula receptora

7
DNA cromossamico

@ cCéllareceptora
capta o DNA doador.

Fragmentos de DNA
da célula doadora

@ ONA doador alinha-se
com as bases
complementares

€ Arecombinacio ocorre
antre 0 DNA doador
& 0 DNA receptor.

Célula geneticamente transformada

Recombinagdo

DONA de uma célula se e ——t—
0o = oA

CrOmass oMo
receplor

;

Ouserve que hé uma
quabra o DNA doador

@ 0 DNA de uma céluia dosdors se
alinha com os pares de bases:
COMPIEMENIATSS O CIOM0S50Mo
racaptor. Esta auenio pods
envoiver mihSes de pares de
bases.

© Aproteina Reca

putets = -
EEEE pommer —

@ O resuitado ¢ que o cromossomo *
rosepiar novo.
pares de

enire as duas filas serao resohidas
pata DNA-polimerase & peia ligas
O DNA doadar sord destruito.

recept umou
ms novos penes

Figurn 823 Recombinagio genética por crossing over. DNA ox-
93n0 pode ser inserido no cromessamo por quebre @ rekigamenta. Este
evento pods inserir um ou mess genos novos no aromossoma. Uma fota-
grofio da protoing AecA & mostrada na Figurs 3.110.

TRANSFERENCIA GENETICA: TRANSFORMACAO

U Aplicagdes na engenhaira genética

Human
@ insulin gene

Recombinant insulin is
synthesized by inserting
the human insulin
gene into E. coli

Bacteria

Insulin

Plasmideo

DNA crom ossémico/

8e) O

25
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TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL

DNA da
bactéria
doadora

Transformacao Conjugacgao Transducao

26
TRANSFERENCIA GENETICA: CONJUGACAO
Plasmideos
Ll Material genético extra

cromossémico N\ o

] DNA circular

0 Replicacdo autdnoma I
0 Carrega genes acessorios f \
Ex: resisténcia antibidtico; fatores a

de viruléncia e de conjugacgao

para transferéncia
e DNA

27
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Origam da repicagdo

Tabela 4.2 Exemplos de caracteristicas atribuidas por

plasmideos em procariotos

Pilis @ proteinas-

Caracteristicas Organismos
Producéo de antibidtico Streptomyces
Conjugacao Vasta variedade de bactérias

Funcdées metabdlicas

- 2 [ Rer
Degradagéo de octano, cénfora, Pseudomonas
naftaleno
Degradagéo de herbicidas Alcaligenes
Formagéo de acetona e butanol Clostridium
Utilizagdo de lactose, sacarose, Bactérias entéricas Plasml’deos
citrato ou ureia
Producgao de pigmento FErwinia, Staphyfococcus
Producao de vesicula de gas Halobacterium |
Resisténcia
Resisténcia a antibictico Vasta variedade de bactérias Plasmideos
Resisténcia a metais toxicos asta variedade de bactérias Plasmideo de d gy Plasmideos
Vauianca fertilidade (F) < re?;:)encm de viruléncia
Producao de tumor em plantas Agrobacterium )
Nodulagéo e fixagdo de nitrogénio  Rhizobium
simbidtica
Produgao de bacteriocina e Vasta variedade de bactérias
resisténcia s dabltrhog
Invasio de célula animal Salmonella, Shigella, Yersinia
Coagulase, hemolisina, Staphylococcus o
enterotoxina Nl
Toxinas e capsula Bacillus anthracis
Enterotoxina, antigeno K Escherichia coli

TRANSFERENCIA GENETICA: CONJUGACAO

U Requer o contato direto célula a célula

U células doadoras devem transportar o plasmideo, e as células receptoras
normalmente nao

Gram negativa (Pilus Sexual) Gram Positiva

Ponte de.
conj uga;ﬁo\
S

(a) Pilus sexual — (b) Ponte de conjugacéo —
Tum E 0.3 um

Figura 8.26 Conjugacéo bacteriana.

13
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TRANSFERENCIA GENETICA: CONJUGAQAO

U 1° Plamideo observado a ser transferido
Fator F (fertilidade)

\i
U Plasmideo F replica
E. coli
U Celulas doadoras ( F+) transferem _
o plasmideo aos receptores (celulas F-) m,m
Cromossomo  Jungdo conjugal
- ” “
transferéncia
d fator F

Célula F* Célula F~ Célula F* Célula F*
(a) Quando um fator F (um plasmideo) é transferido de um doader (F*) para um receptor (F~), a célula F~ & convertida em uma célula F*.

30

TRANSFERENCIA GENETICA: CONJUGACAO

U Fator F pode se integrar no genoma (HFr- High
Frequency of recombination)

 fita parental do cromossomo e transferida para a

célula receptora Arecombinagsa enire -
fator F e o cromossomao
ocofre em um sitio especifico Insergdo do fator F
em cada um deles O CIOMOSSOMO
e —_— -
Fator F integrado -
Célula F* Célula Hir

(b) Quando um fator F tora-se integrado no cromessomo de uma célula F*, transforma-a em uma célula de alta frequéncia de recombinagao (Hir).

No receptor, a
Replicaciio & recombinago ocome
transferéncia entre o fragmento de
de parte do cromossomo Hir e o
CTOMOSSOMO cromossomo F~
- - U/

Célula Hir Célula F~ Célula Hir Célula
(c) Quando um doador Hir passa uma porgdo do Seu Cromossomo para um receptor F, o resultado € uma célula recombinante F recombinants

Figura 8.27 Conjugacio em E coli.

31
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TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL

Moléculas G'f DNA livres
-

Céluia bacteriana

DNA da
bactéria
doadora

Transformacao Conjugacgao Transducao

32

Capsideo proteico do fago
ﬁ/ DNA do fago
Cromossomo

gl e
P

Ci

d

@ Um fago infecta a célula

€lula
loadora bacteriana doadora.

DNA bacteriano é
= transferido de uma célula {
TRANSFERENCIA para outra dentro de virus Sy © 00 oo ptiescoago o
Z \ (fago ou bacteriofago) PASAY Dovtonans s auabrada
GENETICA:

= = o Ocasionalmente, durante a montagem
T R A N S D U AO - . ; T, do fago, ragmertos 4o DNA bactefiano
y %7 i @ @jﬁ B i Gontoma e Ioadar e a5

em
particulas de fago contendo o DNA

DNA bacteriano sédo liberadas.
do fago
DNA "

bacteriana o Um fage carreando o
DNA bacteriano infecta
. anova célula
Celula hospedeira, a
eCeptors célula receptora.

DNA ‘ DNA
bacteriano bacteriano
doador receptor o A recombinagdo pode
acorrer, produzindo uma
célula recombinante

A célula com um gendtipo
recombinante se =
reproduz diferente da célula
doadora e da
célula receptora.
Figura 8.28 Transdugéo por um bacteriéfago. Emostrada aquia
transdugio generalizada, na qual o DNA bacteriano pode ser transferido de .
uma célula 4 outra Muitas divisdes
celulares

15
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VIRUS BACTERIANOS

U Bacteriofagos (“bactéria” e
“fagein” devorar, em grego)

U Maioria de DNA dupla fita b _

RNA fs @ ms2 arS) 48

DNAfs
X174

DNAdf
T3, T7
Um
Lambda

Figura 8,19 Reprosentagdes ssquemiticas das principais ipos de
inus bact . dn. 0 nucleccaps

Bacteriofago Lambda

T2, T4

et bachoi¥iga bl rcunndindo por uima b (s2ul)

34
VIRUS BACTERIANOS: CICLO LITICO
U Resulta na
Lise celular
35

16
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VIRUS DE BACTERIANOS: CICLO LITICO

U Fagoterapia

U Bacteriofagos no controle bacteriano

U Tratamento de desinteria, peste bubdnica e epidemia
de célera (década de 20)

Fagoterapia: como matar bactérias sem

utilizar antibidticos?

Por dentro da Fagoterapla
Capacidade al de virus destruirem bac resentrar alternativa a antibidticos

36

VIRUS DE BACTERIANOS: CICLO LITICO

U Titulag&o viral

U Contagem das placas de lise

Figura B.8  Quantificago de virus bacterianos utilizando o ensaio de  uma placa de dgar. (b) Placas (cerca de 1 a 2 mm de didmetro) formadas pelo
fvmwdwlunmm (a) “Agar superior” contendo uma diluicio de  bacteriélago T4
us homogeneizada com uma célula bacteriana hospedeira é vertida sobre

37
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VIRUS DE BACTERIANOS: CICLO LISOGENICO

U Incorporagdo do genoma viral no cromossomo bacteriano

O fago adsorve

DNA do fago a célula hospedeira
(fita dupla) e injeta seu DNA.

a Ocasionalmente, o profago pode
ser removido do cromossomo
bacteriano por outro evento de
recombinagéo, iniciando um ciclo litico.

Cromossomo
bacteriano

Muitas divisGes

\ / celulares
e - T -

D DNA do fage circulariza @ A bactéria lisogénica
e entra em ciclo litico ou lisogénico. se reproduz normalmente.

o\ e,

@ Por um processo de recombinagéo,
o DNA do fago se integra ac cromossomo
bacteriano e se torna um profago.

Weazaar>-

@ Lise celular o liberagéo
de novos virions.

@ O DNA e as proteinas
dos novos fagos sdo sintetizades
e montados, formando novos virions.

Figura 13.12 O ciclo lisogénico do bacteriéfago % em E. coli

38

VIRUS DE BACTERIANOS: DEFESA

U Defesa : Enzimas de Restricao

EcoRlI EcoRV
(a) Agéo das enzimas de restrigdo : IL
5 GA-A-T-T-C 3 5 G-A-TIA-T-C 3

Bacteriofago injetando seu
DNA na bactéria

ATC) 3

\ 0 DNA do
bacteriéfago é cortado
em fragmentos pelas
enzimas de resfricéo

Enzimas de restrigéo
se ligam em regiGes
especificas do DNA
do bacteriéfago
(b) O DNA bacteriano ndo € cortado pelas enzimas de restrigéo @

Extremidades “coesivas Extremidades “cegas”
de fita simples de dupla-fita

5 ] EcoR EcoRV

DNA bacteriano T

39

Me

Me'

As enzimas de restricédo
ndo conseguem acessar . o \
0s sitios metilados

Me

As sequéncias de
reconhecimento para as enzimas
de restrigéo séo metiladas

Gt
5 G-A-A-T-T-C ¥
¥ iy ¢
CH,
(b)

e
5()  GA-T-AT-C )%

¥ bl ¢
CH,
Figura 111 estrigho & maodificagde do DNA. (1 sequincla ds DA

FeCOnNeciia s encencisase o resticho Ecof panel i
nelho ndicam s ligagies clmias el crzin. A Inha

3 a modifcagio pela Ecofl metiase. ns nruntsmﬂu
estaoindsados,

clivagee por EceAl.
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ENZIMAS DE RESTRICAO

U Ferramenta da Engenharia Genética

Tabela 11.1  Sequéncias de reconhecimento de algumas

endonucleases de restrigao

Nome da Sequéncia de
Organismo enzima® reconhecimento”
Bacillus globigi Bgil ALGATCT
Brevibacterium albidum Ball TGGlC'CA
Escherichia coli EcoRl GlaaTTC®
Escherichia coli EcoRV GATLATC®
Haemophilus haemolyticus Hhal GC'GlCc
Haemophilus influenzae Hindlll AlAGCTT
Klebsiella pneumoniae Kpnl GGTACLC
Nocardia otitidiscaviarum Notl GCLGGC'CGC
Proteus vulgaris Pvul CGAT.ICG
Serratia marcescens Smal ccelaaa
Thermus aquaticus Taql TlCGA

11/3/2025

Sitios de reconhecimento

A enzima de restrigao o \ r
° dliva (setas vermalhas) i Clivagem
o DNA de fita dupla nos SMATTGC kAT E
seus sitios de
;'“os(radmemazu[_ CTTAA.C CTTAAG
Clivagaml Clivagem

@ Essas clivagens produzem AATTC
um de DNA —

CAATTC

com duas extremidadas ——
CTTAACG

coesivas.
DNA de outra AATTC G
origem, talvez um

plasmideo, clivada = R

com a mesma enzima
de restrigac

© Quandod
de DNA clivados pela
mesma enzima de restrigio
se encontram, &les podem
8 unir por pareamento de bases.

AATTC

CTTAA

) 0s fragmentos unicos geralmente
formam uma melécula linear ou
circular, como mostrado aqui para
umn plasmideo. Outras combinagoes
de fragmentos também pocem ocorrer.

° A enzima DNA-ligase é usada para ‘f {
unir o arcabougos dos dois |
fragmentos de DNA, produzindo A
uma molécula de DNA lewlﬁ:manle.\\\\\_

s

DNA recombinante

19
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