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Bastonetes Gram-negativos

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 TR

* Sem esporos, iméveis

« Alguns produzem coldnias com pigmento marrom a negro, e
fluorescéncia.

« Exigentes em termos nutricionais e atmosféricos (hemina e
menadiona).

« Pertencem a microbiota indigena bucal, intestinal e trato
genitourinario de humanos e animais.
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Feridas Prevotellaspp.

PO s
cirurgicas Porphyromonasspp.
Fusobacteriumspp.

t

Microbiota
Bucal

orobior |~ [Humanos]
Microbiota -
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Bacteroidesspp.

Prevotellaspp.

Géneros Porphyromonas e Prevotella

Porphyromonas Prevotella

fracos fermentadores fortes fermentadores

Porphyromonasspp. Agua contaminada
Fusobacteriumspp. (CSgOtO)
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P, assacharolytica |
P endodontalis P, corporis P. melaninogenica
B gingivalis P, intermedia (1992) P, denticola
P salivosa P, nigrescens (1992) P, loescheii

A

IIZcirr : i B pallens (1998) P, tannerae
< canoris
|

P, cangingivalis
P, cansulci

P, crevioricanis
P, gingivicanis
P gulae

P macacae

P, levii

L 6 6 Jousi (1995); Kondnen et al. (1998);
Fournier et al. (2001)




Espécies de Porphyromonas isoladas de humanos e

animais

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
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Prevotella: espécies pigmentadas e ndo pigmentadas

Nio Pigmentados

P, corporis P, bivia
P, denticola P, pbuccae
P, intermedia P, buccalis
P. melaninogenica P, disiens*
P, nigrescens P, oralis
P tannera P, oris
P, oulorum
Jousimies-Somer (1997) R Vefotz]js
P, enoeca

| * UV - vermelho-amarelado
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Prevotellaspp. e Porphyromonas spp.

Fatores de viruléncia

*Fimbrias — fimA 1, II, lll, IV, Ve VI
Adesinas * Capsula Colagenases Proteases

Edema e acimulo de neutréfilos no sitio da infecgio

Estrutura do Colageno:

- Proteina estrutural, sustenta 0ssos

e tecidos.

a) Matriz colagénica (forma de
triplete)

b) Tropocolageno

Ic) Tripla hélice
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Prevotellaspp. e Porphyromonas spp.

Patologias associadas
* Abscesso cerebral, infeccdes de cabega e pescoco e
endocardites.
« InfecgOes bucais:
— Gengivite

— Periodontites

— Infecgdes endodonticas
* Septicemia

« Carcinoma intestinal
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Género Fusobacterium

F. alocis

F. necrophorum subsp . funduliforme
F. necrophorum subsp. necrophorum
F. nucleatum subsp . animalis

F. nucleatum subsp . fusiformis

F. nucleatum subsp . nucleatum

F. nucleatum subsp . polymorphum
F. nucleatum subsp . vicentii

F. varium

F. ulcerans

Jousimies-Somer (1997).
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Género Fusobacterium

Ativagio do Complemento

Aderéncia aos tecidos
do hospedeiro
(adesinas e fimbrias)

Hidrofobicidade

Metabdlitos toxicos

Fusobacterium spp. o
2!

Hemolisinas
(alfa e beta)

Estimulagio de Linfécitos
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. . Fusobacterium spp.
Patologias associadas

Abscesso cerebral, meningites, infecgdes pélvicas, trato
respiratério superior e intra-abdominais.

* InfecgOes bucais
— Gengivite

— Periodontite

— GUN (gengivite ulcero-necrosante)

« Infecgdes em animais: pododermatite

Caprinos e ovinos : F. necrophorum +
Dichelobacter nodosus
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Género Bacteroides

Familia Bacteroidaceae

Género Bacteroides

Grupo Bacteroides fragilis

B. fragilis, B. W&atm, B. ovatus, B. uniformis, B. caccae,
B. thetaiotaomicron, B. eggerthii, B. stercoris, B. distasonis,
B. merdae.

Espécies
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Género Bacteroides

Caracteristicas Gerais

Nio produzem
pigmento

l

Sacaroliticos

VAN

Bile-sensiveis Bile-resistentes

l |

B. capillosus Espécies intestinais:
Bacteroides fragilis
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Grupo Bacteroides fragilis

Principais fatores de viruléncia

Estagio da infecgéo Fator de viruléncia

- Cépsula polissacaridica
ADESAO Fimbrias

Hemaglutininas

Hemolisinas
ESTABELECIMENTO DA

INFECCAO/DANO TECIDUAL Neuraminidase

Fragilisina (Toxina)

Cépsula polissacaridica
Lipopolissacarideo

ANTIFAGOCITOSE

PRODUTO DO METABOLISMO

Taboratorio de

Aminas

Fatores de Viruléncia

Componentes ausentes no LPS

« 2-ceto-3-deoxioctanato (CDO) e heptose — polissacari  deo interno

« 4cido 3-hidroxi-tetradecandico — lipidio A

—_
T Cpolissacarideo cerne

Proteina Exterior
; ~ 08 2o ¢ ~ Lipopolis-
S % § )2 39 @/ 3 sacarideo
3¢ ¥ ¢ “ 3 o0 & wPs)
Membrana o C ¥ [som
externa i i
Parede. } ) b5
lcelular ? 1y g
2 Fosfolipideo
Periplasma {1
g il K ™ Lipoproteing
* 1 Al i
Membrana NIA i 4 ¢ g
citoplasmatica | 1204 X1l 2 y Interior
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Fatores de Viruléncia
Tipos de céapsula reversivel

—

(120.000 X) @7.400%)

Camada eletrodensa Grande

- Resisténcia ao soro

- Adesédo

- Anti-fagocitose

- Formagéo de abscessos

Pequena (52.000 X)

Taboratério de Anaersbios Kasper (1976); Nakano (2006)




Fatores de Viruléncia

Adeséo de Bacteroides as células HEp-2

nio definido

Adesio localizada

E. coli O127:H6
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Adesiio — Caco-2, WiDr (intestinal) Nakano ct al. (2008)

Fatores de Viruléncia

Invaséo as células HEp-2

Microscopia
confocal

P, distasonis

DIOC - Todeto diexiloxacarbocianina (verde) PI-Todeto de Propidio (vermelho)

Marcador de membrana celular Marcador de DNA
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Nakano et al. (2008)

Fatores de Viruléncia

Neuraminidase
(sialidase)

|

Cliva acidos sialicos

(4cido N-acetil neuraminico)

|

| células eucariéticas - imunoglobulinas ‘

|

contribuicio Aderir, invadir e

destruir tecidos
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. Fatores de Viruléncia
Enterotoxina

1

Bacteroides fragilis (ETBF)

|

Diarreia

|

Animais (Myers et al., 1984)

l

Humanos (Myers et al., 1987)

Familia metzincina:
fragilisina

Zinco - estaliza e potencializa
Histidina — essencial para o zinco

Metionina — integridade da ligagio

Metaloprotease
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Fatores de Viruléncia

Mecanismo de acéo da toxina in vivo

BFT

l Microvilosidades

Tight junctions m m

E-caderina
~ 5 C Zonula de
\ oclusio

Zonulade
[ aderéncia

S 40 de fluids
ecrecao de fluidos
¢ —

m@f?\ C——— "> DIARREIA
Q Q

[ citocinas (1L-8) - leucecitos - reagéo inflamatéria~ _efeito secretor
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Sears (2001)

Distribui¢do mundial de organismos ETBF associados a
diarréia infantil

[ Criangas com diarréia

M Criancas sem diarréia

”L i

(1992) 1994 1994y (997 (1999 Q000) (000) (005 @U05)  @oto)  (2011)
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%




Fatores de Viruléncia Fatores de Viruléncia

Outros estudos
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Considerag0es finais

- Anaerébios gram-negativos predominantes e clinicamente
sd0 os mais relevantes - infecgOes do trato gastrintestinal

Bastonetes Gram-positivos

- S&o altamente heterogéneos — reclassificagao;

- Apresentam elevada diversidade genética.
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Geénero Actinomyces Actinomyces spp.

- 34 Espécies reconhecidas, 20 isoladas de humanos; e

= = . . = Bacilos gram-positivos n&o esporulados.
estdo presentes em cées, porcos, mamiferos marinhos.

= Aerotolerantes.

TABLE 34-1 Species of Actiromyces = Dificil  identificagdo: kit Rap ID, técnicas de

Isalated from Human Pathogen  Isolated from Animals Pathogen

imunofluorescéncia, SDS-PAGE, PCR- 16S rDNA.

Aisraelit LR A bovis L . . . ) .
Agarancserias e Apyogenes 4% = Meio seletivo: MMBA (mupirocin-metronidazol blood agar).
A naesfundii -+ A hordeavvinens +

A odontolpicus 4+ Ahyovaginalis -

Ameyer - A suis +

A neuii + A viscosus © +

A bernardiae + A donticolens g

Asadingae - A howeili ?

A turicansis + A slackii ?

Apyogenes + A georgiae ?

5 ++++ o + indication af incidence of species in infections, 7 pathogenicily net known.
= Praviously A, israalif serotype Il,

= Now includes human straing of A. viscosus (Johnson et al 190).
* A, viscosus is now imited K animals (Jahnson st al 1990),

Data from: Dent and Williams 1986; Schaal 1986; Jehnson et al, 1090; Ludwig et al, 1882, Collins et al, 1983; Funke ose sgars CO2 inc
etal, 1984, 1985; Wist et al, 1995.
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Actinomyces spp.
Fatores de viruléncia

= Fimbrias e adeséo- fimbrias tipo 1 ( fimP) e fimbrias tipo 2
(fimA).

= Co-agregagdo com outras bactérias.

= Sialidase - gene nanH, 113 kDa, hidrélise de &acido sidlico.

= Metabolismo sacarose e uréia - produgdo de enzimas.
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Eubacterium spp.

= Espécies: amplamente distribuidas na natureza; agua,
alimentos, intestino de roedores e outros animais, rimen de
gado, humanos.

= 17 espécies

= Bacilos gram-positivos, ndo esporulados.

= Anaerébios obrigatorios.

= Heterogeneidade entre espécies.
= Meio seletivo: Eubacterium selective agar (Columbia agar

base suplementado com glicose, cisteina e agar).
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Lactobacillus spp.

= Espécies: 80 espécies reconhecidas.

= Bacilos gram-positivos, ndo méveis.

= Produgéo &cido latico como Unico produto ou juntamente a
outros, como &acido acético, etanol, diéxido carbono.

= Meio seletivo: Lactobacillus selective MRS ou Rogosa SL.

Table 2. Lactobacillus Species Identified by Means of Genetic Tests and Most Frequently Encountered in the Human Gut

Lactobacillus spp.

References Species
JR—
Morelli et al., 1998 L. paracasei, “acidophilus” groupB of Johnson (L. gasseri and L. johnsonii)
Dunne et al, 1999 L. salivarius, L. paracasei
Tannock et al., 2000 L. casei group of species, L. plantarum
Song et al., 1999 and 2000 L. gasseri, L. salivarius, L. paracase, L. crispatus
[r——
e
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Género Clostridium

v’ Grupo I: C. perfringens, C. septicum, C. novyi (tipo A), C.
bifermentans, C. histolyticum, C. sordellii, que causam mionecrose

ou gangrena gasosa;
v Grupo II: C. tetani - tétano;

v Grupo lIl: C. botulinum - botulismo;

v Grupo IV: C. difficile, produz colite pseudomembranosa e diarréia

associada a antibiéticos; e

v’ Grupo V: C. ramosum, C. bifermentans e outros, isolados de
abscessos cerebrais, infecgdes intra-abdominais e gineco légicas,

pneumonias e bacteremias.
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Clostridium perfringens

lise enzimatica
- ‘:’5 E,r‘DXina
“ (fosfolipase C)

hidrolisa a
fosforilcolina na

membrana celular

000 b 00 0] i,:\ PR A . n__
RIS — T ol = oo
membrana celular lise T ~

Acéo da a-toxinade C. perfringens
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Toxinas

Toxina A Toxina B

(Enterotoxina) (Citotoxina)

Induzem proliferacéo de linfdcitos, liberagéo de fa  tor

necrozante tumoral (TNF), e producéo de IL- 1 e IL-6
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Etapas na producdo de gangrena gasosa

Dano tecidual e contaminacéo (esporos)

Reagéo inflamatéria Edema, extravasamento de fluido

Perfuséo tecidual; pobre oxigenagédo (E )

Ativacéo de fagocitos e leucocitos . gequcaode £, e pH

Germinacao de esporos \

Producgéo de toxinas, agresinas e gas

Toxemia, choque,
hipotensao, falha
miltipla de érgaos,
e Morte.

Blogueio no suprimento sanguineo ~ ———

Laboratério de Anaerébios

‘ Gangrenagasosa— C. perfringens |
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Clostridium difficile

v" C. difficile: infecgbes hospitalares, diarréia associada a

antibidticos e resisténcia a multiplos antimicrobianos.

v~ Como microbiota indigena:

- recém nascidos até 1 ano de idade.

- 2° ano de vida: 30% das criancas sdo portadoras
assintomaticas;

- > 3 anos e adultos — 4%.

v’ Fatores de viruléncia: toxinas A e B, adesinas (fimbrias),

enzimas hidroliticas, capsula e flagelo.
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Fatores de viruléncia

v’ Toxinas: semelhantes em estrutura e homologia de
amino&cidos, mas imunologicamente distintas. Toxina A: 30 8

kDa e Tox. B: 269 kDa.

v'Toxinas C. difficile e outras citotoxinas clostridiais: inativam
proteinas Rho que pertencem a familia das GTPases

(guanosina trifosfatases).

v’ As toxinas sdo endocitadas pela célula intestinal. Toxina A s
ativa células inflamatérias (polimorfonucleares) e produ z

diarréia e colite pseudomembranosa.
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Estrutura das toxinas Ae Bde C. difficile

Tox B Tox A
7,1 kb 0,4 kb 8,1 kb 0,7 kb

Aminoécidos repetidos (20-30 aa)

ATP Hidrofébica

50-55% 45% homologa
homologo .
(ligante)
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Fatores de viruléncia

v’ Recém nascidos: toxinas A e B, sem sintomas. Falta de

receptores ou camada mucosa intestinal.

v Excesso de antibidticos desequilibra a ecologia intestina l, e
reprime a microbiota indigena expondo receptores que permi te

a colonizagdo da mucosa, se multiplicando.

v“Receptores expostos pelas proteases que destroem o muco

protetor ou pelo dano direto das toxinas.
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Fatores de viruléncia

v" Enzimas hidroliticas (gelatinases, colagenase, hialuroni dase)
degradam a camada de muco protetor, facilitando a penetracd o da

bactéria e fornecendo nutrientes.

v'C. difficile : multiplas adesinas, que séo alvo para desenvolvimento
de vacinas. Ativam resposta imune.

v’ Medidas simples de controle para prevenir a disseminagdo da
infeccdo por C. difficile podem ser usadas, como lavagem das maos
da equipe hospitalar, dependéncias isoladas para paciente s
sintomaticos, e uso criterioso de antibiéticos.
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Fatores de viruléncia

AL
Teste citotéxico: Método padrédo. Efeito produzido pela toxi na
B em culturas celulares. Aumento de tamanho e
arredondamento das células.

bp
— 1217
—— 1050

Detecgdo molecular dos genes para as toxinasAe B por Multiplex-PCR
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Clostridum tetani

» Toxina elaborada no sitio do trauma ou les&o.

» Liga-se rapidamente ao tecido neural: paralisiae e  spasmos.

» Produz 2 toxinas (metaloproteases).
1. Tetanolisina (48 Kda): hemolisina sensivel ao O .

2. Tetanospasmina (150 Kda): sensivel ao calor (50 °C).
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Clostridum tetani

Tipos de Tétano

1. Generalizado: rigidez nos musculos voluntéarios da face

(trismo) e tronco.

2. Localizado: espasmos, aumento tdnus muscular.

3. Cefélico: paralisia facial rigida (nervo cranian  0).

4. Neonatal: infecgdo umbilical.
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Caracteristicas da toxina tetanica

- Exotoxina neurotrépica potente;

- Sintomas apoés 3 até 21 dias (mais comum 8 dias); em recém-

nascidos de 4 a 14 dias.
- Neurotoxina blogueia as sinapses dos neurdnios motores.

- Impede a liberag@o de glicina e do &cido gama-aminobutirico
(GABA) principal neurotransmissor inibitério do cérebro

presente nas sinapses.

- Estimulacéo descontrolada da musculatura estriada.
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Tétano
Doenca severa que afeta vertebrados

l

Paralisia espéstica originada no sistema nervoso
central (sintomas neurolégicos)

Inibic&o da liberacdo de GABA e glicina nos
neurénios motores

A gutamic acid y-amino butyric acid
GABA
9 0
wi . i~
0" glutamic acid o
0N decarboxylase
GAD
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Mecanismo de Acdo

- Ligagdo da toxina com receptores de membrana

(regido C-terminal da cadeia pesada);

- Internalizagéo;

- Translocagdo (regido N-terminal da cadeia

pesada);

- Agao catalitica intracelular (cadeia leve).
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Mecanismo de Acdo

NEUROMUSCULAR JUNCTION

Neurotoxina se difunde pelo
e e sangue ou linfa e se fixa
nas  extremidades  dos
neurdnios motores.

Reconhecimento de receptor
especifico na terminagdo
neuromuscular, pela cadeia
pesada da toxina.
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Mecanismo de A¢do

- Cadeia leve: metaloprotease.

- Reconhecem e clivam proteinas sinapticas SNARES e VAMP:
Modulam a liieresgiEn de neevobtaASSNESS0ESS.

- A clivagem da proteina sinaptica (VAMP) causa o blogueio da

sinapse inibitéria nos neurdnios motores, inibindo a liber acéo

de GABA e Glicina — Paralisia Espastica (rigidez e contragdo ).
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efeitos na transmissao neuromuscular

estimulagao
continua pelo
transmissor
excitatorio

transmissor
excitatorio

=
tetanospasmina

blogueio da
liberagao do
neurotransmis- J7|
sor inibitério
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Junc&o Neuro-Muscular

Laboratério de Anaer6bios

Tétano

- Toxina tetanica

- Dose letal: 2,5 ng/kg

- 30% Mortalidade

- Geralmente atendimento na UTI

- Tratamento 6 semanas

- Recuperacdo completa

- Esporos em contato com queimaduras,
cortes profundos, feridas cirdrgicas, uso de

drogas injetaveis ou presenga de tecido

necrosado
-N&o penetra na pele intacta

- N&o existe transmissao pessoa-pessoa.
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Tétano: quadro clinico

- Trismo: constricdo de maxilares e musculos mastigadores
- Disfagia: dificuldade de deglutir

- Diaforese: sudorese excessiva

- Sialorréia: perda néo intencional de saliva

- Irritabilidade; Hipertemia e Arritmia

- Afeta a flexéo e abdugdo de membros superiores

- Extensdo dos membros inferiores

- Estado de vigilia e consciéncia normal

Laboratério de Anaerébios

Clostridum botulinum
» Resistente a pH acido, e a 60 °C x 20 min.

» Alimentos mal conservados ou inadequadamente esteri lizados.
» Produz potente neurotoxina.

» Existem 7 tipos toxigénicos:
- Tipo A, B, E e F: homem.
- Tipo E: peixes.
. C1: Neurotoxina - Aves.
- Tipo C
C2: Permeabilidade vascular - ovinos e bovinos.
- Tipo D: Bovino, ovino, equino.
- Tipo G: C. argentinense.

Laboratério de Anaerébios
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Tipos de botulismo

. . Toxina pré-formada. Dor abdominal, Paralisia
» Botulismo Alimentar: K . .
flacida e respiratéria.

» Botulismo Ferimento:  Formarara. Feridas em contato com toxinas.

Coloniza trato gastrintestinal de recém nascidos.

> Botulismo Infantil: Ingestdo de toxina com alimentos - Mel de

abelha.

. . Paralisia muscular e morte. Ingestéo de carcacas
» Botulismo Bovino: 9 ¢

com toxinas.

Laboratério de Anaerébios

Toxina botulinica

- Exotoxina potente, neurotrépica, letal por ingestéo;

- Sem cor, sem odor, termol&bil;

- sobrevive as condigbes ambientais;

- Inativadas pelo calor > 85 °C por 5 min, pH basico;

- Sintomas de 2 h a 5 dias (média de 12 a 36 horas).
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Mecanismo de acao da toxina botulinica

Food-borne botulism
C. botulinum
intood .
Toxin produced

v

Toxin ingested

vesiculas

* Todnin
bloodstream .
&

- contendo ACH
v |

Infant botulism

placa motora
C. botuiinum place
spores
ingested * . botulinum |
grows in ! | |
gastrointestinal act & Toyin broduced ibra muscular i b :
Wound botutism liberagéo do ACH -, | estimulagao
C. botuiinum 58 aaloltaE | bloqueada
sporesin
wound * C. botulinum

grows in wound
. Toxin produced
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A Normal Neurotransmitter Release

SNARE Proteins
Form Complox

Synaptobrevin

iR
Bt s ze

Syntan
NERVE TERMINUS

Modo de agéo da
toxina botulinica

B Exposure to Botulinum Toxin

ight Chain Cleaves

e Toxi pecific SNARE Proteins

Endocytosed

TypesB.D.F G

i \ WA CE ¥ 2 SNARE Complex
Does Not Form

e C.

U

Membranes.
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Botulismo

Doenga severa que afeta vertebrados

l

Paralisia Flacida originada no sistema nervoso

periférico (sintomas neurolégicos)

Inibe a liberag&o de acetilcolina na juncédo
neuromuscular esquelética (bloqueio das jungbes
colinérgicas autondmicas e motoras voluntarias)

Laboratério de Anaerébios

Botulismo ferimento
(Reller et al. 2006)

Geléia de mocotd

Laboratério de Anaer6bios
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Aplicagdes Médicas

- Hiperhidrose - sudorese intensa em determinadas partes
do corpo.
- Linhas na testa.

- Rugas faciais: produzidas pelo aumento da atividade dos

musculos facias.

Laboratério de Anaerébios

APLICACOES MEDICAS

|| estrabismo

Laboratério de Anaerébios

Botulismo Animal

- Animais afetados pelos tipos C e D;

- Bovinos: ingestdo de material contaminado (restos de
cadaveres, agua ou alimentos);

- Profilaxia: 4gua e alimentos de boa qualidade e vacinagdo

(Toxdéide Botulinico Bivalente C e D).

Surto em Raposas (2002).

Laboratério de Anaerébios

Bioterrorismo

Toxina Botulinica:
- Extrema poténcia e letalidade;
- Féacil produgéo;
- Fécil transporte;
- Baixo custo de produg&o.

Obs. Listada como agente biol6gico de

categoria A (Alta prioridade)
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Questdes para estudo

1. Expliqgue o mecanismo de agéo da toxina tetanica

2. Explique as diferencas de acdo entre as toxinas tetanica e
butulinica

3. Qual aimportancia dos Clostridium exégenos na salde humana?
4. Por qué a toxina botulinica é tdo perigosa?

5. Explique o mecanismo das toxinasAe Bde  C. perfringens

6. Expliqgue o mecanismo de acgéo das toxinasAeBd e C. difficile

Laboratério de Anaerébios
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