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Géneros bacterianos de importancia na clinica

- Género Porphyromonas (assacaroliticos)
- Género Prevotella (sacaroliticos)

- Género Fusobacterium

- Géneros Bacteroides

- Géneros Parabacteroides

- Género Mitsuokella: M. dentalis

- Outros géneros: Selenomonas; Centipeda;

Leptotrichia.
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Caracteristicas gerais

* Sem esporos, imoveis B o

* Alguns produzem pigmento marrom a negro, €

fluorescéncia.

* Exigentes em termos atmosféricos e nutricionais

(hemina e menadiona).

* Pertencem a microbiota residente bucal, intestinal

e trato genito-urinario de humanos e animais.
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Feridas
cirurgicas

Animais

Sangue

Bacteroides spp.
Prevotella spp.
Porphyromonas spp.

Fusobacterium spp.

Microbiota

Bucal

I
l

Microbiota

Intestinal
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Abscessos

Humanos

Agua contaminada

(esgoto)




Aspectos ecologicos:

Regulam a microbiota
residente intestinal e bucal

Producgao de substancias
antagonistas

/ \ \ Bacteriocina

Auto-antagonismo

Iso-antagonismo Hetero-antagonismo
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Género Fusobacterium

- Bactérias fusiformes, presentes no trato gastro-
intestinal

- Patogenicidade pouco eficiente

- Papel importante na formacao do biofilme dental

- Espécies e sub-espécies dificulta a classificagao
taxondmica

- Espécies bucais implicadas em varios tipos de cancer
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Género Fusobacterium

Ativacio do Complemento

Hidrofobicidade

Fusobacterium spp.

Estimula¢ao de Linfocitos
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Adeténcia aos tecidos do
hospedeiro
(adesinas e fimbrias)

Metabolitos toxicos
(H,S)

Hemolisinas
(alfa e beta)



Género Fusobacterium

F alocis

F necrophorum subsp. funduliforme

F, necrophorum subsp. necrophorum
Agar Omata-Disraely

F nucleatum subsp. animalis

F nucleatum subsp. fusiformis

F nucleatum subsp. nucleatum

F nucleatum subsp. polymorphum

F nucleatum subsp. vicentii
F varium

F ulcerans
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Jousimies-Somer (1997).



Algumas patologias do género Fusobacterium

Gengivite ulcero-necrosante (GUN)

Pododermatite (caprinos e ovinos): F necrophorum + Dichelobacter nodosus
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Géneros Porphyromonas e Prevotella
- Bactérias produtoras de pigmento negro
- Extremamente sensiveis a presenca de oxigénio
- Produzem coldnias fluorescentes

- Participam de infec¢des orais, extra-orais, intestinais
e extra-intestinais
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Anaerdbios pigmentados: Evolug¢ao taxondmica

Bacterium melaninogenicus (1921)

/ | .

nao fermentadores

fracos fermentadores fortes fermentadores
(19l62) (1T62) (1962)
Subespécies Subespécies Subespécies
assacharolyticus Iintermedius (1977) melaninogenicus
(1977) (1977)
B. assacharolyticus B. intermedius B. melaninogenicus
B. endodontalis B. corporis B. denticola
B. gingivalis (1988) (1990) B. loeschii (1990)

| . S

Género Porphyromonas Género Prevotella
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Porphyromonas

P. assacharolytica
P endodontalis
P. gingivalis

P salivosa

P circumdentaria
P, canoris

P cangingivalis
P cansulci

P, crevioricanis
P. gingivicanis

P gulae

P. macacae

P levii
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Géneros

Prevotella

fracos fermentadores

P corporis

P intermedia (1992)
P nigrescens (1992)
P, pallens (1998)

fortes fermentadores

P. melaninogenica
P, denticola
P, loescheir
P tannerae

Jousimies-Somer (1995); Konénen et al. (1998); Fournier et al. (2001)



Espécies de Porphyromonas isoladas de humanos e

animais
Humanos Animal
P asaccharolytica P cangingivalis
P endodontalis P canoris
P gingivalis P cansulci
P catoniae P circumdentaria
P crevioricanis
P gingivicanis
P levii

P macacae

P gulae

P levii-like organisms

P endodontalis-like organisms

Jousimies-Somer (1997) Laboratério de Anaerdbios



Prevotella: Espécies pigmentadas e nao pigmentadas

Pigmentados

P. corporis

P denticola

P intermedia

P melaninogenica
P nigrescens

P tannera

Nao Pigmentados

Jousimies-Somer (1997)

P, bivia P buccae
P buccalis P disiens*
P heparinolytica** P. oralis

P, oris P oulorum
P, veroralis P enoeca

P zoogleoformans *k

* UV vermelho-amarelado
** Reagrupados no género Bacteroides
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Fatores de viruléncia

Prevotella spp. e Porphyromonas spp.

Adesinas® Capsula Colagenase Protease

NN N N

Edema e acamulo de neutrofilos no sitio da infecgao

*Fimbrias — imA I, 11, IT1, IV, V e VI
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Porphyromonas gulae: Periodontite humana e canina

A T e e T

Anaerobe 17 (2011) 257-258

Contents lists available at ScienceDirect

Anaerobe

journal homepage: www.elsevier.com/locate/anaerobe

Note

Detection of Porphyromonas gulae from subgingival biofilms of dogs with and
without periodontitis

Gerusa Neyla Andrade Senhorinho?, Viviane Nakano?, Chengxu Liu®, Yuli Song®,
Sydney M. Finegold ™4, Mario J. Avila-Campos ®*
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Prevotella spp. e Porphyromonas spp.

N L s
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Género Bacteroides - Grupo Bacteroides fragilis

Familia Bacteroidaceae

Género Bacteroides

= — SN jas
c . - { :: b - ] x
. o, ot o = 2
P f, “ : B > Nj/ . -"'

Grupo Bacteroides fragilis l S i
. r "‘, ?"..‘ 5 '::»‘:‘ . "r-'. ; :‘ = SI“J'
‘.:'J t"_' :j ir »1_’“{-. 1 __‘.,"r:J_' { "' :: .-’- ‘-:

" B. fragiles, B. vulgatus, B. ovatus, B. uniformis, B. caccae,

Espécies < B. thetaiotaomicron, B. eggerthii, B. stercoris, B. distasonis,

. B. merdae.
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Géneros Bacteroides e Parabacteroides

- Pequenos bastonetes, anteriormente formaram
parte do género Bacteroides

- Participagdo em infecgbOes extra-intestinais, apos
cirurgias

- Géneros filogenéticamente proximos
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Familia Bacteroidaceae - Género Bacteroides

N3ao produzem

pigmento

l

Sacaroliticos

7N\

Bile-sensiveis Bile-resistentes

| |

B. capillosus Espécies intestinais:

Bacteroides fragilis

Laboratorio de Anaerdbios Shah e Collins (1989)



Bacteroides fragilis
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Bacteroides fragilis

Fascite necrosante

Abscesso hepatico
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Novas espécies do género Bacteroides

Song et al. (2004)
Bacteroides nordii

Bacteroides salyersae

Kitahara et al. (2005)
Bacteroides plebeius

Bacteroides coprocola

Song et al. (2005)

Bacteroides goldsteinii

Fenner et al. (2005)

Bacteroides massiliensis”™

* Isolado de sangue de recém-nascido

Bakir et al. (2000)
Bacteroides intestinalis
Bacteroides dorei

Bacteroides finegoldii
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Bacieroides ovatws NCTC 11153 (L 16484)
1 Bacteroides caccae ATCC 43185T(X83951)
: Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29148"(L16489)
§2 Bactereides mordii ATCC BAA-998T(AY608697)
Bacreroldes salpersae ATCC BAA.-!!T*{.'L YEOB&ETG)
Bacteroides fragilis ATCC 25285T(L11656)
Bacteroides vulgatus ATCC 3432'{M SET62)
E Bactercides uniformis ATCC 8492"(L16486)
Bacieroldes acidifaciens JTM 10556 (ABO21156)
100 Prevortella heparinolytica ATCC 35895 (L16487)
Prevotella zoogleoformans ATCC 313285 (L16488)

_Eiacreruidrs eggerthii NCTC 11 185T(L16493)
Bactercides stercoris ATCC 431837 (X83953) i
108 ______Ej_ Prevotelia disiens ATCC 29426' (L16483)
. | B Prevotella intermedia ATCC 256117 (L16468)
Prevotella nigrescens ATCC 3] 5637 (L16471)
Prevotella corporis ATCC 335477(L 16465)
Prevotella melaninogenica ATCC 25845T(L16469)
! Prevotella buccalis ATCC 353107 (L16476)
Prevetella oralis ATCC 332697 (L16480)
L ————— Prevotelia loescheii ATCC 159307 (L16481)
Prevorella buccae ATCC 335747 (L16477)
£9 | Porphyromonas asaccharolytica ATCC 252607 (L16490)
L. Porphyromonas endodonialis ATCC 3540867 (L16491)
Porphyromonas macacae ATCC 331417(L16494)
50 ———— Porphyromonas gingivalis ATCC 332777 (L16492)
Bacieroides distasonis ATCC 8503" (M86695)
Bacreroldes merdae ATCC 43 Iﬂlif (X83934)

acleroides forsyihus
Chlarobium vibrioforme DSM 260T(M6E2791) 1%

=

94

7
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El:_|: B. acidifzciens JOM 105867 (ABO211684)
B. caccae ATCC 431857 (X83051)
8, ovalus NCTC 111637 {L16434]
adl ™ B thetsiotzomicron ATCC 291487 (L16489)
1= B. finegoldii 1997 (=JCM 133457} (AB222659)
B. finegoldii 176 (=JCM 13346) (ABZ22700)
B fragiis ATCC 252857 (M11656)
.In_ﬁl. move ATCC BAA-088T (AYE0A6S7)
B. salversise ATCC BAA-997T (AYB0S63E)
'E'F'_| = B plgbeius JOM 129737 (AB200217)
| e B coprocoda JOM 129797 (ABZ00Z24)
B. massiligrnsis CCUG 4838017 (AY126616)
B. vulgatus ATCC 84827 (M5ETE2)
B. hedcogenes JOM 62977 (AB200227)
g7 ||| B. eggerthid NCTC 111557 {L16485)
“1 |__ B. stercovis ATCC 431837 (X83053)
F T B wniformiz ATCC B4827 (L164BE)
oy A intestinalis JOM 132607 (AB214328)
T B pyogenes JOM 62947 (ABIDDZZ9)
L |_ ‘Bacteroides denticanum’ BTE (AY540431)
8. tectus JCM 100037 (AB200228)
7 T

B. merdae ATCC 431847 (XB3054)
B. distesonis ATCC 8503° (MBGE635)

CC 297997 (AY136666)
& cefiwoschvens ATCC 356037 (L35517)
Presatels mefanogenica ATCC 258457 (AYIZE525)

Laboratorio de Anaerdbios
Bakir et al. (2006)



Novo género Parabacteroides

— Prevafeia oesched ATOC 159307 (L18461)
Fravoieta medanimnogewcs ATCC Z88457 (AYI23525)
Mooz T8 £ _Ij Pravolella mgrescens ATCC 335837 (AF414833)
100 Frevotells intermedia ATCC 256117 (AF&14821)

— Becteroides vukgais ATCC 482" (MBEG2)
]-I:Il'_‘|‘| [ — | Bactarodes iviformg ATCE 84027 (L1B4E6H)
LY |

A7 Sacleroidas thelfasofaancret ATCC 291487 (L164BD)
b= Bacleroides fragiis ATCC 25285 [M11446)

1]

20 | a8 FPormphyromaongs gingnsais &TCC E-E-E??I (L1552

Porphyromonas circumdentaria NCTC 124897 (L28102)
Forphyromonas asaccharofytica ATOC 252607 {(L16480)
_Lannerain forsytiesie JOK 106277 (L15405)
78 Parabacteroides goldsteinii JCM 134487 (AY9T4070)
E- Parabacteroides merdae JCM 94877 (ABZIA92ZE)
— Parabacteroides distasonis JCM 58257 (AB23R927)
_F'n:ll'Ell.r-'Jp.'h'l'l.lm acetafiganss Jlm
Palshacier propionicigenes JOM 132577 (ABOTERAZ)

1ﬂ|: Parphyromonas endodorntals ATOC 354067 (L 16481)

58 1om0

i
|-4
B
—t
=
[ |
[ |

B 1010 Dyepananmainas mossh CCLNG 434577 (AJS1886T)
o 5
o Dhvsponormanas genen SELUG 22BE2" (Y1853
&4 Dy sganomonas cagnocyiophagoides CCLG 170067 (L413585)

'‘Cdombacter splanchincis’ BT 10E2S (L1064 55
ANsfipes puirsdris ATCL 300" (L15497)

|Bactevaides] cetulosalvans ATCC 356037 (LIS51T)

Laboratorio de Anaerobios Sakamoto & Benno (2006)



Principais fatores de viruléncia de Bacteroides

Estagio da infeccao Fator de viruléncia

Capsula polissacaridica

ADESAO Fimbrias
Hemaglutininas
Hemolisinas
ESTABELECIMENTO DA

Neuraminidase

INFECCAO/DANO TECIDUAL

Fragilisina (Toxina)

Capsula polissacaridica

ANTIFAGOCITOSE

Lipopolissacarideo

PRODUTO DO METABOLISMO Aminas
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Fatores de Viruléncia

Componentes ausentes no LPS

* 2-ceto-3-deoxioctanato (CDO) e heptose — polissacarideo interno

e acido 3-hidroxi-tetradecanodico — lipidio A

Polissacarideo O Polissacarideo cerne

Exterior

Lipopolis-
— sacarideo

(LPS)

Membrana
externa

e d

gt et a e b e i
e m =
3o it Peptideoglicane ol e o it iy ooty s ivesy

Periplasma —

Membrana - -
citoplasmatica

Laboratéorio de Anaerdbios Madigan et al. (2010)



Fatores de Viruléncia

Tipos de capsula reversivel

= R TRASREA S A

AN

(120.000 X)

(27.400 X)

Camada eletrodensa Grande

- Resisténcia ao soro

- Adesao

- Anti-fagocitose

- Formacgao de abscessos
Pequena

/ (52.000 X)

Laboratorio de Anaerobios Kasper (1976); Nakano (2006)



Fatores de Viruléncia

Adesao de Bacteroides as células HEp-2

B. fragilis B. ovatus
———
B. vulgatus Adesao localizada
E. coli O127:H6

Adesao — Caco-2, WiDr (intestinal)  Laboratério de Anaerdbios Nakano et al. (2008)



Fatores de Viruléncia

Invasao de Bacteroides e Parabacteroides as células HEp-2

Microscopia
confocal

B. vulgatus

s

10 prn

—

—
10 pm

P distasonis

B. fragilis

DiOC: Iodeto diexil-oxacarbocianina (verde) PI : Iodeto de Propidio (vermelho)

Marcador de Membrana Celular Marcador de DNA

Laboratéorio de Anaerdbios Nakano et al. (2008)



Fatores de Viruléncia

Adesiao em células
HT-29

X

kdhesion (bacteriaHT-22 sudace
ralig)

uiitresated

BSC: Sais biliares conjugado

BSM: Sais biliares nao-conjugado

Fimbrias e

Vesiculas de
membrana externa

BSC-traatad
slrain

EOEE-

0.3 1

0.25 -

OD5ED

Formacgio de

E 0.3 ; Biofilme

&

B 10.25 1

=

£ 02

]

[+

ey 015 1

=

s

2 0.7 4

=

=

=

-i E . s - . AL 2 . re
BSM-troated untraabed BSC-tremted g5 -fraated

Sirain
) 4 Tratada com BSM
_H__L_._,—l-i—'_'_'_

. Tratada com BSC

+ N32o tratada

12 16 20 24

tirme& h

Ac. é6lico, glicocolato, taurocolato, quenodeoxicolato.

Laboratorio de Anaerdbios
Pumbwe et al. (2007)



Fatores de Viruléncia

Neuraminidase
(sialidase)

Detecgao do gene nanH por Nested-PCR
Cliva acidos sialicos

1 2 3 4 5 6 7 8

(acido N-acetil neuraminico)

648 bp

células eucaridticas - imunoglobulinas nanH — S6 a espécie B. fragilis

contribuicao |—— | Nutricao

\ 2
Aderir, invadir e
destruir tecidos

Laboratorio de Anaerdbios



Fatores de Viruléncia

Neuraminidase e gene nanH em B. fragilis

Neuraminidase
Origem das Bactérias Producio Presenca do gene
(n) n (%) n (%o)
Diarreia (51) 42 (82,3) 29 (56,8)
Naio diarreia (50) 43 (86) 37 (74)
TOTAL (101) 85 (84,1) 66 (65,3)

Laboratorio de Anaerdbios
Nakano et al. (2006)



Fatores de Viruléncia

Enterotoxina

|

Bacteroides fragilis (ETBF)

|

Diarréia /

|

Animais (Myers et al., 1984)

|

Humanos (Myers et al., 1987) Zinco — estabiliza e potencializa
Histidina — essencial para o zinco

Familia metzincina:

fragilisina

Metionina — integridade da ligacao

Metaloprotease
Moncrief et al. (1995); Obiso et al. (1997)
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Fatores de Viruléncia

Populagdes genéticas de Bacteroides fragilis

Regido de 18-kb

A

Rg o de 6-kb — BfPAI

Padrao I (ETBF) bt mpll W

Regido de 12-kb — Regiio lateral

Padrdo Il (NTBF) _[FR] [F1

Padrio II (NTBF)

Laboratorio de Anaerdbios Sears (2001)



Fatores de Viruléncia

Deteccao do gene bft (PCR) e subtipos (Multiplex-PCR)

- Trés subtipos: bft-1, bft-2 e bft-3.

bft — 294

Laboratorio de Anaerdbios

Nakano et al. (2005)



Fatores de Viruléncia

Padroes genéticos B. fragilis nao enterotoxigénico (NTBF)
de humanos (53) e bezerros (50)

Bactérias Humanos Animais
(0) n (Vo) n (%)
NTBF padrao II 33 (62,2) 40 (80)
NTBF padrao II1 20 (37,7) 10 (20)
TOTAL 53 (100) 50 (100)

Laboratorio de Anaerobios Oliveira et al. (2005)



Fatores de Viruléncia

Mecanismo de a¢ao da toxina in vivo

BFT BFT

Microvilosidades

Etapa 1

Y, Tight junctions U | N
(((\)')1 E-caderina \ ( Zonula de

LN

Citocinas (IL-8) — leucécitos — reacdo inflamatodria — efeito secretor  Laboratorio de Anaerdbios

A. \ oclusao
| D 0— Zénula de
Eta pa 2 ] aderéncia
E  E—
Secrecao de fluidos ——1

| > DIARREIA

! ! Etapa 3 Sears (2001)




Fatores de Viruléncia

Teste citotoxico de ETBF em células HT-29/C,

g
d 5 _,1";:'}1!{.:2"- {
*';.Fl.;f*.il [T
Sl 1'#’3;5"

Outras linhagens: Caco-2, T84

h

. #

.t;--i'-d" : Eﬁ f-'. I'."III.'." L g il

st a1l l‘ﬁ-n:'.' b

. C5308 1. i o

b b ‘i- Pl .-'.r."ll:? 'I-I-' II"r'“.-lll. '@?

oo, £ 0%
Controle

-.'.’ g
oy

ETBF
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Fatores de Viruléncia

Distribui¢do mundial de organismos ETBF
associados a diarréia infantil

|:| Criancas com diarréia

B Criancas sem diarréia

”L i

(1992) (1994)  (1994) (1997)  (1999)  (2000) (2000) (2005) (2005)  (2010) (2011)

%
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FEMS Microbiol Lett 272 (2007) 15-21 f'ﬁ‘

N

‘LI
=
Occurrence of enterotoxigenic and nonenterotoxigenic
Bacteroides fragilis in calves and evaluation of their antimicrobial
susceptibility

Fernanda 5. Almeida, Viviane Nakano & Mario J. Avila-Campos

Table 1. Occurrence of members of the Bacteroides fragilis group
Isolated from calves with diarrhea (54) and without diarrhea (54)
Calves with Calves without
Species diarrhea [n (%)] diarrhea [n (%)]
B. vulgatus 63 (50.8) 36(39.1)
B. fragilis 27(21.8) 41 (44.6)
B. distasonis 20(16.2) 8(8.7)
b. thetaiotaomicron 4(3.2) U
B. eggerthii 4(3.2) 7(7.6)
B. avatus 2(1.6) 0
B. uniformis 1(0.8) 0
B. caccae 1(0.8) 0
ETBF 2(1.6) 0
Total 124 92

Laboratorio de Anaerdbios




Fatores de Viruléncia

Currest Micrommooy Yol 53 (2006), pp. 112117
DOL: 10,1 007/500284-005-032 -6 Current

Microbiology

An Intemational Joumal
B Spdinger Soanca+Business Madia, na. 2008

Evaluation of the Pathogenicity of the Bacteroides fragilis Toxin Gene
Subtypes in Gnotobiotic Mice
Wiviane Nﬂkann,' Damelle A. 'L"iI{znn'u:.'v,:l Fosa M. E. a"'.r'.mti::-;_.3 Jacques R. Ni{'{]li_.i Mano J. Avila Cumpn:-;'
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Inoculagido intra-gastrica em

camundongos isentos de germes

s

ah Y -+ 1 “". -..-."-:.
\\““;{;; *"‘fﬁ

Colonizagao e patogenicidade de
B. fragilis enterotoxigénicos

Laboratorio de Anaerdbios



Fatores de Viruléncia

Aspectos histopatologicos do intestino grosso de camundongos

bft-1

Nao ETBF

Nakano et al. (2006) Laboratorio de Anaerobios



Diversidade genética de ETBF humanos (AP-PCR)

0.80 0.85 0.90 0.95 1.00

P1
I=Z
4{13
I9

Is

|P31

P22

F17

[ | P18

|F'1'E
P20

IS

|

ATCC

GAI

Ay

[11 ; ECOLI

ATCC/GAL bfi-2 Laboratéorio de Anaerdbios Nakano et al. (2007)



Diversidade genética de
ETBF humanos e
bezerros por AP-PCR

.00 0.25 D.SD/ 0.75 1.

56

\ Bezemos/
> Criangas
{

:}. Bezarros

:> Criancas

Laboratorio de Anaerdbios

Oliveira (2006)




Conclusoes

- Anaerdbios gram-negativos sao predominantes e
clinicamente mais relevantes como em infec¢des do

trato gastrointestinal;

- S20 os mais resistentes a agao dos antimicrobianos

(Ex. Bacteroides),

- Fenotipica e genotipicamente sao altamente

heterogéneos — reclassificagao;

Laboratorio de Anaerdbios



