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“Padrões de Enterovirulência e Análises de Sequências em Múltiplos loci em Estudo 
Taxonômico de Bacteroides fragilis” 

 
Orientador: Regina Maria Cavalcanti Pilotto Domingues 

 
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Ciências (Microbiologia), Instituto 
de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos 
necessários para a obtenção do título de Doutor em Ciências (Microbiologia). 
 
No presente estudo, um grupo de cepas isoladas no período de 1980 a 2008 no Brasil (109 cepas) e na 
França (18 cepas) foi investigado quanto à presença do gene bft (que codifica a toxina de Bacteroides 
fragilis associada à enterovirulência) e subsequente classificação nos padrões genéticos I e III. Foi 
detectada somente uma (0,9%) cepa enterotoxigênica (padrão I) entre as cepas isoladas no Brasil e 
dentre as cepas isoladas na França, duas (11,1%) foram categorizadas como padrão I por albergarem o 
gene bft. Com base nas técnicas de PCR-RFLP e sequenciamento, foi determinado que as três cepas 
padrão I encontradas apresentavam a isoforma bft -1. Apesar do baixo índice de cepas 
enterotoxigênicas no Brasil, a taxa de detecção de cepas não-toxigênicas do padrão III (sítio de 
inserção para a ilha de patogenicidade) foi considerada elevada (n=49/44,9%). Esses dados refletem a 
necessidade de estudos futuros para monitorar eventuais mudanças no padrão de enterovirulência 
desse micro-organismo em nosso país. Diversos estudos nos últimos anos têm revelado uma 
considerável diversidade genética na espécie B. fragilis, sendo que alguns trabalhos sugerem a 
existência de duas divisões, proposta esta fundamentada na presença e/ou ausência dos genes cfiA 
(metalo-β-lactamase/ divisão I) e cepA (cefalosporinase/ divisão II). A técnica de análise de 
sequências em múltiplos loci tem como base a comparação de sequências de fragmentos genômicos 
amplificados por PCR e pode ser utilizada para identificação molecular e diferenciação entre espécies 
bacterianas. Sendo assim, esta segunda etapa do estudo teve como um dos objetivos realizar uma 
análise comparativa de sequências dos genes:  rpoB (codificador da subunidade β da RNA polimerase, 
rrs (rDNA 16S), est (esterase), gdh (glutamato dehidrogenase, NAD-dependente), pgm 
(fosfoglucomutase) para fins de caracterização genética. Inicialmente, as cepas utilizadas foram 
divididas em dois grupos de acordo com a presença e/ou ausência dos genes cfiA e cepA através de 
PCR. Foi verificado que 16 cepas das 127 analisadas albergavam o gene cfiA e 60 carreavam o gene 
cepA. Para análises subsequentes, o total de 17 cepas (sete cfiA positivas e dez cfiA negativas) foi 
selecionado para reações de amplificação e sequenciamento primeiramente dos genes rrs e rpoB. Com 
a análise das sequências obtidas e, tendo por base a similaridade e agrupamento das sequências dos 
genes rrs e rpoB, foi observada uma divergência intra-espécie, com a separação dos dois subgrupos. 
Foram realizados os mesmos procedimentos para os genes de metabolismo celular est, gdh e pgm. No 
entanto, somente foi constatada a existência dessas duas divisões quando analisadas as sequências do 
gene est, o qual emerge como uma nova ferramenta de análise filogenética dentro dessa espécie. Uma 
cepa representante de cada uma das duas divisões foi ensaiada em modelo animal e foi detectada a 
produção de biofilme nas 17 cepas selecionadas no MLSA para fins de comparação quanto ao 
potencial de virulência. Foram realizados ensaios para avaliação da produção de biofilme, mas 
nenhuma alteração significativa foi observada. Por outro lado, a cepa pertencente ao subgrupo I (cfiA-
negativa) apresentou maior potencial na formação de abscessos intraperitoneais do que a cepa 
pertencente à subdivisão II (cfiA-positiva). Entretanto, estudos adicionais são necessários para 
confirmar se existe realmente diferença na expressão de fatores de virulência entre micro-organismos 
dessas subdivisões. 
 
Palavras-chave: Bacteroides fragilis, enterovirulência, marcadores genéticos, MLSA, virulência 

Rio de Janeiro 
Agosto de 2009 
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Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Ciências (Microbiologia), Instituto 
de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos 
necessários para a obtenção do título de Doutor em Ciências (Microbiologia). 
 
The presence of enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) and nontoxigenic B. fragilis (NTBF) 
among 109 strains isolated between 1980 and 2008 in Brazil were investigated by PCR. One strain, 
representing 0.9% of the total of analyzed strains, harbored the bft gene which was identified as bft-1 
isoform based on PCR-RFLP and sequencing. In strains isolated in France, two ETBF strains (11.1%) 
were found to harbour the bft-1 isoform. Forty-nine Brazillian strains (44.9%) exhibited the NTBF 
pattern III which possesses the flanking region required for pathogenicity island acquisition in which 
the bft gene is codified. These data reinforce the potential of B. fragilis as an emerging enteropathogen 
in our country, despite the low taxa of isolation of ETBF strains in Brazil. In the last few years, many 
studies revealed a remarkable genetic variability in B. fragilis species, leading the proposal of the 
existence of two genuspecies according to the presence or absence of the cfiA (metalo-β-
lactamase/carbapenase) and cepA (cefalosporinase) genes. Sixteen strains from the total of 127 
harboured the cfiA gene and sixty presented the cepA gene. Taken these data as starting point, the aim 
of the second stage of this study was to evaluate the use of glutamate dehydrogenase, 
phosphoglucomutase and esterase metabolic enzymes, RNA polymerase β subunit (rpoB) and 16S 
rRNA gene sequences to identify the presence of these two subgroups in a set of seventeen B. fragilis 
strains (seven cfiA positive and ten cfiA negative). Analysis of the est gene sequences generated a 
classification similar to 16SRNA- and rpoB- genes based on phylogenetic trees. On the other hand, the 
pgm and gdh genes did not revealead the existence of these subgroups within this specie. est gene 
maybe could be presented as an alternative tool for differentiation of very closely related species or 
subspecies. Multilocus Sequence Analysis (MLSA) provided highly reproducible and reliable data for 
B. fragilis taxonomy. Concerning eventual alterations in the virulence within these subgroups, biofilm 
production assay and animal model were investigated. One strain from each subgroup was evaluated. 
No significant alteration in the bacterial adherence to an inert surface was detected. On the other hand, 
the representative strain from subdivision I (cfiA-negative) was found to present a higher ability to 
induce intraperitoneal abscess rather than strains from subdivision II (cfiA-positive). Nevertheless, 
further studies concerning the virulence of these two subdivisions within B. fragilis are needed.  
 
 
 
 
 
Keywords: Bacteroides fragilis, enterovirulence, genetic markers, MLSA, virulence 
 
 

Rio de Janeiro 
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IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  
 

1. Bactérias anaeróbias 

As bactérias anaeróbias representam a maioria dos micro-organismos que compõem 

a microbiota anfibiôntica do trato intestinal humano (HAO & LEE, 2004), estando também 

presentes na microbiota da cavidade oral e dos tratos genital feminino e respiratório 

(BROOK, 2004; SUMATI & SARITHA, 2009). De um total de aproximadamente 1800 

gêneros e 15000-36000 espécies bacterianas presentes no intestino grosso, cerca de 90% 

correspondem aos filos Firmicutes e Bacteroidetes, acreditando-se que as espécies 

predominantes pertençam aos gêneros Bifidobacterium, Eubacterium e Bacteroides 

(DIBAISE et al., 2008). No entanto, o rompimento do equilíbrio na relação entre a microbiota 

e o hospedeiro pode selecionar algumas espécies microbianas que passam da condição de 

comensais a patógenos, estabelecendo um modelo de infecção oportunista de origem 

endógena (JOUSIMIES-SOMER & SUMMANEN, 2002; WEXLER, 2007).  

Infecções anaeróbias podem ocorrer em todos os sítios anatômicos, incluindo o 

sistema nervoso central, cavidade oral, abdome, pelve, pele e tecidos moles (SUMMANEN, 

2002; WEXLER, 2007). Esses micro-organismos também colonizam recém-nascidos durante 

a passagem pelo canal vaginal no momento do parto e têm sido recuperados de diversos tipos 

de infecções neonatais (BROOK, 2002; BROOK, 2005). Devido à sua natureza fastidiosa, são 

micro-organismos de difícil isolamento a partir de espécimes clínicos, sendo frequentemente 

negligenciados. Além disso, a utilização de métodos inadequados de coleta, transporte e 

processamento de espécimes contribui para uma determinação pouco precisa dos percentuais 

de associação destas bactérias a processos infecciosos (BROOK, 2002; SUMMANEN, 2002).  

As bactérias anaeróbias mais importantes clinicamente são espécies representantes de 

gêneros de bastonetes Gram-negativos (Bacteroides, Bilophila, Fusobacterium, 

Porphyromonas, Prevotella), de cocos Gram-positivos (Peptostreptococcus), de bacilos 

Gram-positivos formadores de esporos (Clostridium) ou não (Actinomyces, 

Propionibacterium) e de cocos Gram-negativos (Veillonella) (SUMMANEN, 2002). 
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Infecções mistas causadas por diferentes espécies de organismos anaeróbios facultativos e 

estritos são comumente observadas na clínica (SUMMANEN, 2002; BROOK, 2008a). 

2. Bacteroides spp. 

Originalmente descrito em 1898 por VEILLON & ZUBER, por muitos anos o gênero 

Bacteroides foi considerado como composto por bastonetes pleomórficos Gram-negativos, 

anaeróbios obrigatórios, presentes na natureza sempre em associação com hospedeiros. Esses 

micro-organismos são predominantes na microbiota do cólon, chegando a superar as bactérias 

facultativas na proporção de 1000-10000:1 (HAO & LEE, 2004), sendo também encontrados 

como constituintes da microbiota do trato genital feminino (SUMATI & SARITHA, 2009). 

Por outro lado, são as bactérias anaeróbias mais isoladas de pacientes acometidos por 

infecções anaeróbias supurativas (WEXLER, 2007). Na década de 1970, análises fisiológicas 

de constituintes do gênero revelaram considerável heterogeneidade com relação as suas 

propriedades bioquímicas, indicando que essas bactérias não representavam um verdadeiro 

grupo filogenético.  

Com o avanço das técnicas de análise filogenética, alguns pesquisadores tentaram 

redefinir esse grupo com a aplicação de abordagens como sorotipagem (LAMBE, 1974), 

fagotipagem (BOOTH et al., 1979), análise dos perfis eletroforéticos de dehidrogenases, 

composição de açúcares e ácidos graxos celulares (BRONDZ et al., 1989; BRONDZ et al., 

1991; MAYBERRY, LAMBE & FERGUSON, 1982; HOLDEMAN, KELLY & MOORE, 

1984), análise de lipídeos, hibridização rRNA-DNA (JOHNSON & HARICH, 1986), 

homologia de DNA (JOHNSON, 1978; VAN STEENBERGEN, VLAANDEREN & 

GRAAF, 1982), utilização de sondas de oligonucleotídeos para rRNA 16S (PASTER et al., 

1984) e comparações de sequências de rRNA 5S e 16S (JOHNSON, 1978; PASTER et al., 

1984; VAN DEN EYNDE et al., 1989; VEILLON & ZUBER, 1898). Com base nessas 

informações, os membros do gênero Bacteroides foram então divididos em três gêneros: (1) 

Bacteroides senso stricto constituído por espécies sacarolíticas não pigmentadas e resistentes 

à bile (SHAH & COLLINS, 1989); (2) Prevotella, constituído por micro-organismos 

moderadamente sacarolíticos sensíveis à bile (SHAH & COLLINS, 1990) e (3) 

Porphyromonas, constituído por espécies assacarolíticas pigmentadas sensíveis a bile 

((HOLDEMAN, CATO & MOORE, 1977; SHAH & COLLINS, 1988).  
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Recentemente, em 2007, foi realizada uma nova reunião do subcomitê ad-hoc que 

discute questões taxonômicas de bastonetes Gram-negativos (OLSEN & SHAH, 2008). Nesse 

encontro, Finegold descreveu o gênero Bacteroides da seguinte maneira: bacilos pequenos ou 

cocobacilos Gram-negativos, imóveis, moderadamente pleomórficos; em sua maioria não 

hemolíticos; não utilizam compostos de nitrogênio orgânico; são estimulados pela presença de 

20% de bile e usualmente são considerados como catalase negativos. Todas as espécies 

fermentam uma variedade de carboidratos com produção de gás e ácido. Os principais ácidos 

graxos de cadeia curta produzidos pelo metabolismo são ácidos succínico e acético. As 

espécies atuais com nomes válidos publicados incluem B. acidifaciens, B. barnesiae, B. 

caccae, B. coprocola, B. coprophilus, B. coprosuis, B. cellulosilyticus, B. dorei, B. eggerthii, 

B. finegoldii, B. fragilis, B. gallinarum, B. helcogenes, B. intestinalis, B. massiliensis, B. 

nordii, B. ovatus, B. plebeius, B. propionicifaciens, B. pyogenes, B. salanitronis, B. 

salyersiae, B. stercoris, B. suis, B. tectus, B. thetaiotaomicron, B. uniformis e B. vulgatus. As 

demais espécies de Bacteroides as quais permanecem com posição indefinida são: B. 

capillosus, B. cellulosolvens, B. coagulans, B. galacturonicus, B. pectinophilus, B. 

polypragmatis, B. ureolyticus e B. xylanolyticus (OLSEN & SHAH, 2008).  

Sakamoto e Benno (2006) reclassificaram algumas espécies com base na composição 

de menaquinonas e análise genética do rRNA 16S. Um novo gênero foi proposto e estas 

espécies passaram a ser denominadas Parabacteroides distasonis, Parabacteroides 

goldsteinii, Parabacteroides johnsonii e Parabacteroides merdae. Estas espécies são 

classificadas como bactérias anaeróbias estritas, na forma de bastonetes Gram-negativos, não 

esporulados e resistentes à bile. Esses micro-organismos são importantes componentes da 

microbiota anfibiôntica de homens e animais, colonizando diversos sítios como a cavidade 

oral, o trato gastrointestinal e o trato genital feminino, participando efetivamente do 

metabolismo do hospedeiro através da produção de vitaminas essenciais, cofatores e ácidos 

graxos (WEXLER, 2007). As doenças infecciosas causadas por essas espécies ocorrem, 

geralmente, a partir de alterações nestes sítios anatômicos ocasionadas por traumas, cirurgias, 

uso de antimicrobianos e outras condições que podem interferir com o equilíbrio da 

microbiota (WEXLER, 2007). 

Embora a taxonomia e nomenclatura das bactérias anaeróbias estejam em constante 

modificação é fundamental acompanhar essas alterações para uma melhor descrição e 
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reconhecimento das associações parasita-hospedeiro (JOUSIMIES-SOMER & 

SUMMANEN, 2002). 

3. Bacteroides fragilis 

Dentro do gênero Bacteroides, a espécie Bacteroides fragilis é considerada a mais 

importante sob o ponto de vista clínico, pois apesar de representar menos de 1-2% da 

microbiota intestinal humana (HAO & LEE, 2004), é a bactéria anaeróbia mais 

frequentemente isolada de espécimes clínicos (ERIBE & OLSEN, 2000). As demais espécies 

do gênero representam cerca de 30% dessa população microbiana (SUND et al., 2008), B. 

thetaiotaomicron representa 6% do total de bactérias e 12% do gênero Bacteroides (ZOCCO 

et al., 2007). No entanto, B. fragilis é a espécie responsável por uma série de processos 

infecciosos como infecções intra-abdominais (BROOK, 2008a; HASPER, SCHEFOLD & 

BAUMGART, 2009), bacteriemias (WEXLER, 2007), infecções do trato respiratório 

(BROOK, 2004), infecções gastrointestinais (SEARS, 2009), do trato genital feminino 

(SUMATI & SARITHA, 2009), otite média crônica (BROOK, 2008b), abscessos hepáticos, 

cerebrais, pulmonares e cutâneos (HAO & LEE, 2004; WEXLER, 2007), além de infecções 

em tecidos moles (GOLDSTEIN & CITRON, 2009). A maioria destes processos infecciosos é 

de natureza polimicrobiana, nos quais B. fragilis é frequentemente encontrado em associação 

com bactérias anaeróbias estritas ou facultativas, podendo, no entanto, a espécie ser detectada 

como patógeno único (BROOK, 2008a; HAO & LEE, 2004). 

Nos últimos anos, B. fragilis tem sido alvo de estudos em busca da compreensão do 

potencial de agressão da espécie, assim como a sua ampla adaptabilidade a diferentes 

ambientes. Alguns fatores de virulência de B. fragilis são apontados como responsáveis por 

sua disseminação, sobrevivência ou dano causado ao organismo hospedeiro (WEXLER, 2007; 

SUND et al., 2008). Parâmetros ambientais são capazes de influenciar diretamente a 

expressão de fatores de virulência bacterianos como temperatura (BELL et al., 2009), pH 

(DUNCAN et al., 2009), osmolaridade, potencial de óxido-redução (Eh) (REOTT et al., 

2009) e disponibilidade de fontes de carbono e ferro (SIJBRANDI et al., 2005). Fletcher e 

colaboradores (2009) relataram que a glicosilação de proteínas possui um papel central na 

fisiologia de B. fragilis, sendo necessária para o organismo competitivamente colonizar o 

intestino de mamíferos. Nesse estudo foi demonstrado que os sistemas de O-glicosilação são 
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conservados entre espécies intestinais de Bacteroides e aparentam contribuir para a 

predominância desse gênero no intestino humano (FLETCHER et al., 2009). 

Muitos estudos já demonstraram que as bactérias anaeróbias não são uniformemente 

sensíveis ao oxigênio e que existe uma ampla faixa de tolerância variando de espécies 

extremamente sensíveis àquelas que são capazes de permanecer viáveis quando expostas por 

longos períodos ao oxigênio. Considerando B. fragilis como anaeróbio obrigatório, por 

definição, ele é incapaz de se multiplicar na presença de O2 atmosférico (tensão de 21%) 

(SUND et al., 2008). No entanto, estudos realizados nos últimos anos têm revelado que a 

espécie é altamente resistente ao estresse oxidativo e pode sobreviver por períodos extensos 

em ambientes totalmente aerados. Sendo assim, B. fragilis tem sido considerado um dos 

anaeróbios mais aerotolerantes já descrito, sendo capaz de sobreviver por até 72 horas na 

presença de oxigênio atmosférico (REOTT, et al., 2009). 

Algumas abordagens revelaram que os polissacarídeos capsulares de B. fragilis são 

importantes determinantes imunológicos das respostas celular e humoral em hospedeiros 

animais e humanos, sendo caracterizados por possuírem uma estrutura bioquímica distinta da 

de outros antígenos capsulares bacterianos (KASPER et al., 1979; SHAPIRO et al., 1982; 

ONDERDONK et al., 1989). Estes polissacarídeos compõem um complexo iônico de 

moléculas referido como complexo polissacarídico capsular (CPC) (ONDERDONK et al., 

1977; SHAPIRO et al., 1986).  

Inicialmente, foram descritos três polissacarídeos capsulares, denominados A, B e C 

(TZIANABOS et al., 1992; COMSTOCK, PANTOSTI & KASPER, 2000; KALKA-MOLL 

et al., 2001). Em 2001, Krinos e colaboradores demonstraram que a espécie é capaz de 

modular seus antígenos de superfície pela expressão de até oito polissacarídeos capsulares 

distintos (PSA-PSH) (KRINOS et al., 2001). Essa modulação antigênica ocorre através de 

múltiplos sistemas de inversão de DNA (COYNE et al., 2000; COYNE & COMSTOCK, 

2008; COYNE et al., 2000; LIU et al., 2008). Essas inversões são mediadas pelo gene da 

invertase (mpi) envolvido na inversão de 13 regiões distintas de DNA, incluindo os 

promotores de sete regiões de biossíntese de polissacarídeos capsulares (LIU et al., 2008; 

COYNE & COMSTOCK, 2008; PATRICK, et al., 2009). No entanto, a principal 

característica desses polissacarídeos é a presença de grupos com cargas positivas e negativas 
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em cada unidade repetitiva. Estes domínios específicos carregados são denominados 

zwitterions e interagem com o sistema imune hospedeiro de forma a coordenar uma resposta 

celular que frequentemente leva à formação de abscessos (KALKA-MOLL et al., 2001; 

RUIZ-PEREZ et al., 2005). Recentemente foi descrito que o polissacarideo A (PSA) 

encontrado na microbiota intestinal ajuda na proteção do hospedeiro contra doenças 

inflamatórias intestinais devido a ativação do sistema imune (MAZMANIAN, ROUND & 

KASPER, 2008). 

A ligação desse micro-organismo às células mesoteliais via polissacarídeo induz a 

produção de citocinas como o fator de necrose tumoral TNF-α e as interleucinas IL-12, IL-10 

e IL-8, estimulando a migração de leucócitos polimorfonucleares (PMNs) (GIBSON III et al., 

1998). Sabendo-se que existe uma considerável variação antigênica na expressão destes 

exopolímeros dentro de uma mesma cepa de B. fragilis, esse complexo pode ser considerado 

como um mecanismo de escape dos sistemas de defesa do hospedeiro (COMSTOCK & 

KASPER, 2006).  

O CPC é considerado, até o momento, como fator de virulência mais importante para 

a espécie em função da sua capacidade de indução de abscessos (COYNE et al., 2000; 

WEXLER, 2007; MAZMANIAN, 2008), assim como pela sua atuação como adesina (LIU, 

2008) e evasina bacteriana (PATRICK et al., 1996, WEXLER, 2007).  

Além do CPC, também são importantes no processo de adesão, estruturas fimbriais e 

proteínas da membrana externa (PUMBWE, SKILBACK & WEXLER, 2006; WEXLER, 

TENORIO & PUMBWE, 2009). Alguns estudos sugerem que apesar de ser um componente 

bacteriano minoritário nas fezes, é possível que B. fragilis represente na verdade um 

constituinte majoritário da população microbiana associada à mucosa intestinal. Desta forma, 

suas propriedades adesivas poderiam contribuir para a sua maior incidência de isolamento em 

infecções extra-intestinais, particularmente naquelas precedidas por ruptura intestinal 

(PUMBWE, SKILBACK & WEXLER, 2006; WEXLER, 2007). 

As proteínas de membrana externa (OMPs) de B. fragilis têm sido estudadas, 

especialmente as envolvidas na formação de cápsula, regulação gênica, modulação imune e 

colonização hospedeira (COMSTOCK & KASPER, 2006; CASSEL, SUTTERWALLA & 
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FLAVELL, 2008; COYNE et al., 2008; LIU et al., 2008; WEXLER, TENORIO & 

PUMBWE, 2009). 

Diversos estudos demonstraram que as bactérias existem em sua maioria como 

biofilmes, compostos de células bacterianas envelopadas em uma matriz auto-produzida e 

aderente a uma superfície inerte ou viva (MURPHY & KIKHAM, 2002). O evento inicial na 

formação de biofilme envolve a adesão dos micro-organimos à superficies. Os biofilmes 

permitem a sobrevivência de bactérias em ambientes hostis e sua resistência aos agentes 

antimicrobianos e ao sistema imune. B. fragilis é a principal bactéria anaeróbia isolada de 

infecções humanas gastrointestinais que produz biofilme (WEINACHT et al., 2004).  

A capacidade dos micro-organismos em aderir aos tecidos do hospedeiro é 

considerada como um fator determinante para o estabelecimento de processos de colonização 

e infecção (BEACHEY, 1981). Para B. fragilis, diversas estruturas de superfície foram 

descritas como possíveis adesinas (HOFSTAD, 1992; PATRICK, 1993). No entanto, poucos 

estudos direcionados para a análise da capacidade de aderência de cepas de B. fragilis aos 

componentes da matriz extracelular (MEC) foram realizados. Em 1994, Nagy, Manncke & 

Werner observaram que cepas pertencentes às espécies B. fragilis e B. vulgatus possuíam uma 

maior capacidade de aderência a fibronectina, proteínas fibrosas com funções adesivas da 

MEC, sugerindo a presença de moléculas que atuam como componentes de superfície 

microbiana que reconhecem moléculas adesivas da matriz (Microbial Surface Components 

Recognizing Adhesive Matrix Molecules; MSCRAMMs) (PATTI et al., 1994). Recentemente, 

em um estudo conduzido por nosso grupo, Ferreira e colaboradores (2008) identificaram uma 

proteína de membrana externa idêntica a uma proteína anteriormente descrita como ligadora 

de plasminogênio, a Bfp60 (SIJBRANDI et al., 2005). Neste estudo, os autores sugeriram que 

a interação de B. fragilis com o sistema fibrinolítico do hospedeiro após reconhecimento 

através da proteína Bfp60, possa provocar danos a MEC, aumentando o potencial de 

disseminação durante a infecção e em um segundo momento, possibilitando a formação de 

um ambiente propício à multiplicação bacteriana, como já proposto para outras espécies 

patogênicas (LÄHTEENMÄKI, EDELMAN & KORHONEN, 2005).  

Além da atuação destas estruturas de superfície, a espécie é capaz de produzir 

enzimas extracelulares como hialuronidase, DNAses, lipases e proteases, que podem 
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potencializar a agressão ao hospedeiro em função da degradação de componentes celulares e 

teciduais com a finalidade de obtenção de nutrientes, evasão do sistema imune e disseminação 

(WEXLER, 2007). Proteases produzidas por B. fragilis estão envolvidas na inativação de 

enzimas que auxiliam nas etapas finais da digestão de alimentos e em mecanismos envolvidos 

na absorção seletiva de nutrientes. A hialuronidase e a condroitina sulfatase podem degradar a 

matriz extracelular do hospedeiro, permitindo a disseminação desse micro-organismo 

(WEXLER, 2007). A neuraminidase, produto do gene nanH, cliva polissacarídeos da mucina 

e aumenta o crescimento de populações microbianas pela geração de glicose disponível. Essa 

enzima pode catalisar a remoção de ácido siálico da superfície celular do hospedeiro e de 

proteínas imunoativas como imunoglobulinas e alguns componentes do sistema complemento 

contribuindo para a interrupção de funções vitais do hospedeiro (SHAUER, 2004) 

B. fragilis é capaz de produzir duas toxinas: lipopolissacarídeo (LPS) (PUMBWE, 

SKILBECK & WEXLER 2006, PATRICK et al., 2009) e fragilisina (B. fragilis toxin; BFT) 

(SEARS, 2009). O LPS de B. fragilis, apesar de ser pouco endotóxico quando comparado ao 

de outras bactérias Gram-negativas (DELAHOOKE, BARCLAY & POXTON, 1995), induz a 

formação de abscessos, a ativação policlonal de linfócitos B e a produção de citocinas por 

macrófagos (PANTOSTI et al., 1991, WEXLER, 2007). Tanto a cápsula como o LPS podem 

funcionar como adesinas durante o estabelecimento do sitio de infecção (BEENA & 

SHIVANANDA, 1995). Em 1996, Patrick e colaboradores relataram a liberação de vesículas 

da membrana externa pela espécie. Estas vesículas aparentemente estariam envolvidas na 

amplificação do potencial patogênico da bactéria em decorrência de carrearem tanto enzimas 

como moléculas de LPS (PATRICK et al., 1996; 2009). 

4. Bacteroides fragilis toxin (BFT) 

A BFT, também denominada fragilisina, é uma metaloprotease capaz de induzir uma 

resposta secretória no trato intestinal de humanos e de outros animais, com subsequente 

estabelecimento de um quadro de diarréia (SEARS, 2009). Essa enterotoxina é codificada 

pelo gene bft e possui a capacidade de alterar a morfologia de células epiteliais do trato 

intestinal (FRANCO et al., 1997). As cepas produtoras de BFT são denominadas B. fragilis 

enterotoxigênicas (Enterotoxigenic B. fragilis; ETBF) e foram associadas a casos de diarréia 

em humanos pela primeira vez em 1987 nos Estados Unidos, por Myers e Shoop (MYERS & 
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SHOPP, 1987). Após esse relato, inúmeros estudos subsequentes vieram a comprovar a 

associação de cepas ETBF à diarréia humana (SACK et al., 1992; SACK et al.,1994; 

PANTOSTI et al., 1997), além de ser discutida uma provável atuação desta toxina em 

processos mais graves como, por exemplo, na determinação de doença inflamatória crônica 

(BASSET et al., 2004) e câncer cólon-retal (TOPRAK et al., 2006).  

Sabe-se hoje que a BFT atua clivando proteínas constituintes das junções celulares 

(tight junctions), como a E-caderina, e que esta degradação proteolítica determina alterações 

na resistência epitelial, propiciando tanto a perda de fluidos como processos de inflamação e 

translocação bacteriana (SEARS, 2009). Alguns estudos demonstraram a existência de mais 

de um alelo do gene bft: bft-1, bft-2, bft -3 ou bft-Korea (MONCRIEF et al., 1995; FRANCO 

et al., 1997; KLING et al., 1997; CHUNG et al., 1999) (Figura 1).  

 

Figura 1: Estrutura esquematizada da holotoxina BFT. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cada isotipo de BFT (BFT-1, BFT-2 e BFT-3) consiste de três domínios de proteína: peptideo sinal, 

pró proteína e toxina madura. A holotoxina é clivada por uma protease ainda não identificada de B. 

fragilis na região dos aminoácidos arginina (Arg)211-alanina (Ala)212 previamente à liberação da 

proteína BFT madura de aproximadamente 20-kDa das células bacterianas em direção ao cólon. AA: 

aminoácidos; H: histidina; G: glicina; BFT: toxina de B. fragilis. Adaptado de SEARS, 2009. 
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designado ilha de patogenicidade de B. fragilis (B. fragilis Pathogenicity Island; BfPAI), de 

6.033 pb. Através de análise por reação da amplificação em cadeia da polimerase (Polymerase 

Chain Reaction; PCR) foi verificado que esse elemento está inserido em um sítio específico 

do cromossomo de B. fragilis (MONCRIEF et al., 1998). As cepas de B. fragilis podem ser 

classificadas como: (1) ETBF, ou padrão I, contendo BfPAI e sua região flanqueadora dentro 

do transposon conjugativo CTn86 (~65kb); (2) B. fragilis não-toxigênico (Non-toxigenic B. 

fragilis; NTBF) padrão II, sendo a BfPAI assim como CTn flanqueadores ausentes e; (3) 

NTBF padrão III, que não possui a BfPAI mas contém transposons conjugativos CTn9343, a 

variante deste ou CTn86 (MONCRIEF et al., 1995, FRANCO et al., 1999, FRANCO, 2004, 

BUCKWOLD et al., 2007) (Figura 2). 

 

Figura 2: Estrutura esquematizada dos padrões moleculares de Bacteroides fragilis 

 
 
 
Cepas de B. fragilis padrão I são cepas ETBF que possuem pelo menos um transposon conjugativo de 

65 kb (CTn86), o qual contém a BfPAI de 6 kb. A BfPAI contém dois genes: um que codifica a BFT 

(bft), importante para patogênese das cepas ETBFs; e um que codifica a metaloprotease II (mpII), uma 

proteína que talvez tenha função na virulência. As cepas B. fragilis NTBF padrão II não possuem 

CTn86 e CTn9343. As cepas B. fragilis NTBF padrão III possuem pelo menos um transposon 

conjugativo (CTn9343). ETBF: cepas B. fragilis enterotoxigênicas; NTBF: cepas B. fragilis não 

toxigênicas; CTn = transposon conjugativo; BfPAI: ilha de patogenicidade de B. fragilis; BFT: toxina 

de B. fragilis. Adaptado de SEARS, 2009. 
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Em um trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa, Antunes e colaboradores, em 

2004, descreveram a detecção de um baixo percentual de cepas ETBF no Brasil. No entanto, 

os autores alertaram para a presença de um percentual considerável de cepas NTBF 

pertencentes ao padrão III, isoladas tanto de fezes de crianças diarréicas como de crianças 

saudáveis (ANTUNES et al., 2004). 

Em 2007, Avila-Campos e colaboradores analisaram 323 cepas clínicas isoladas nos 

Estados Unidos, através de multiplex-PCR, e detectaram um elevado índice de 13,6% de 

cepas ETBF (AVILA-CAMPOS et al., 2007).  

Além do trato gastrointestinal, cepas ETBF têm sido também detectadas em outros 

sítios (KATO et al., 1995, CLAROS et al., 2006, AVILA-CAMPOS et al., 2007). Existem 

ainda na literatura relatos do isolamento de cepas ETBF de quadros de bacteriemia, sugerindo 

uma possível atuação para esta toxina nos estágios iniciais dos processos extra-intestinais 

(PANTOSTI et al., 1994, 1997, KATO et al., 1996, CLAROS et al., 2006, AVILA-CAMPOS 

et al., 2007). Um trabalho recentemente publicado por Claros e colaboradores (2006) avaliou 

a frequência de cepas de B. fragilis, isoladas nos Estados Unidos, pertencentes aos padrões I, 

II e III. Foram analisadas 63 cepas isoladas de hemocultura, sendo 18% categorizada como 

padrão I (ETBF), 43% como padrão II (NTBF) e 38% como padrão III (NTBF). Esses 

resultados foram comparados com os obtidos para 197 cepas de B. fragilis isoladas de 

diferentes processos infecciosos (infecções de pele e de tecidos moles). Neste segundo grupo 

de cepas, 10% foram categorizadas como pertencentes ao padrão I, 47% como padrão II e 

43% como padrão III. Uma vez que cepas ETBF eram mais frequentes em quadros de 

bacteriemia do que em outros tipos de infecção, os autores voltaram a discutir a hipótese de 

que a enterotoxina produzida por B. fragilis possa conferir características de virulência que 

possam ir além de seus efeitos enterotoxigênicos. 

Sabendo-se que os organismos ETBF são simbiontes do cólon humano, o seu 

potencial para causar doença humana permanece ainda sob discussão. Em modelos murinos, 

cepas ETBF são capazes de induzir colite sintomática aguda, auto-limitada, que pode transitar 

para um carreamento de longo prazo no qual o hospedeiro murino não elimina a colite por 

ETBF (RHEE et al., 2009).  Para avaliar possíveis mecanismos de regulação e definição do 

resultado da interação ETBF-hospedeiro devem ser levados em consideração: diferenças na 
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virulência da cepa ETBF, diferenças no mecanismo de adesão (geneticamente determinadas), 

resposta inflamatória ou imune à ETBF e/ ou modulação da virulência da ETBF pela 

microbiota colônica hospedeira (SEARS, 2009). 

5. Resistência aos antimicrobianos 

O fenômeno da resistência aos antimicrobianos e a disseminação dos elementos 

genéticos associados a estes fenótipos consiste em um dos maiores problemas na clínica 

médica, limitando cada vez mais as opções terapêuticas (VEDANTAM, 2009).  

A epidemiologia da resistência aos antimicrobianos em cepas de Bacteroides 

isoladas de espécimes clínicos e da microbiota intestinal tem merecido certo destaque, uma 

vez que esses micro-organismos podem ser responsáveis pela disseminação de determinantes 

de resistência (SALYERS, GUPTA & WANG, 2004; VEDANTAM, 2009). Adicionalmente, 

é importante salientar a importância da detecção de cepas resistentes em cepas da microbiota 

intestinal humana visto que essas podem emergir como possíveis patógenos endógenos 

(SOUZA et al., 2000).  

O gênero Bacteroides é um grupo heterogêneo quanto à susceptibilidade aos agentes 

antimicrobianos, especialmente aos β-lactâmicos e à clindamicina (VEDANTAM, 2009). A 

espécie B. fragilis permanece como a mais susceptível aos agentes antimicrobianos utilizados 

no tratamento de infecções por anaeróbios. Recentemente, foi relatado, no entanto, um 

aumento na taxa de isolamento de outras espécies a partir de processos infecciosos, com 

notável aumento na porcentagem de cepas pertencentes às espécies B. uniformis e B. caccae 

(ALDRIDGE & O’BRIEN, 2002). Esses dados são relevantes tanto na escolha da terapia 

empírica quanto na epidemiologia de infecções, tendo em vista a maior prevalência de novas 

espécies (SNYDMAN et al., 1999). 

As espécies de Bacteroides são consideradas, por muitos pesquisadores, micro-

organismos importantes no estudo dos mecanismos de resistência aos antimicrobianos por 

apresentarem um grande espectro de mecanismos de resistência desenvolvidos contra os 

agentes antimicrobianos mais utilizados. Conjugado à problemática da resistência, esses 

micro-organismos dispõem de uma gama considerável de elementos genéticos móveis 
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responsáveis pela disseminação de determinantes de resistência (WANG et al., 2003; 

SALYERS, GUPTA & WANG, 2004; FERREIRA et al., 2007).  

A questão da resistência aos antimicrobianos também tem sido considerada por 

alguns autores no âmbito da virulência de B. fragilis (VEDANTAM, 2009). A princípio pode-

se imaginar que cepas mais virulentas são as que possuem maior capacidade de causar dano 

na cavidade intra-abdominal (HASPER, SCHEFOLD & BAUMGART, 2009). No entanto, 

micro-organismos bem sucedidos não são necessariamente os mais agressivos, mas sim os 

que possuem a capacidade de suplantar as condições adversas do ambiente como a limitação 

de fontes de nutrientes, a atuação das defesas do hospedeiro ou a ação de antimicrobianos 

(WEXLER, 2007). O tratamento da maioria das infecções anaeróbias, quase sempre, torna-se 

complicado pelo crescimento razoavelmente lento das bactérias anaeróbias, pela natureza 

polimicrobiana das infecções e pela crescente resistência a antimicrobianos que esse grupo 

microbiano vem apresentando desde a década de 1970 (SOUZA et al., 2000; VEDANTAM, 

2009).  

Em um trabalho realizado em nosso laboratório, Souza e colaboradores compararam 

o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de B. fragilis isoladas no Brasil de 

espécimes clínicos no período de 1991 a 1998 e cepas isoladas de microbiota intestinal 

coletadas no mesmo período. Os autores demonstraram que aproximadamente 27% das cepas 

de B. fragilis isoladas de espécimes clínicos e 41% das cepas isoladas de cepas de microbiota 

intestinal eram resistentes a clindamicina. Todas as cepas isoladas de espécimes clínicos 

apresentaram resistência à penicilina. Neste estudo também foi investigada a presença do gene 

cfiA, que confere resistência a carbapenemas e aos β-lactâmicos como a cefoxitina, sendo este 

detectado em duas cepas isoladas de espécimes clínicos (SOUZA et al., 2000). 

Em um estudo multicêntrico de susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de B. 

fragilis, envolvendo países da Europa e os Estados Unidos (KOETH et al., 2004), foi 

detectada a presença de cepas multirresistentes ao imipenem, a clindamicina e à combinação 

de amoxicilina e ácido clavulânico. Neste trabalho foi possível observar ainda a presença de 

duas cepas resistentes ao metronidazol, considerado um dos principais antimicrobianos 

utilizados no tratamento de infecções por anaeróbios. 
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6. Beta-lactâmicos 

Neste contexto, dentre as bactérias anaeróbias, o gênero Bacteroides é o que possui o 

maior espectro de mecanismos de resistência desenvolvidos contra vários antimicrobianos 

empregados no tratamento das infecções, em especial aos β-lactâmicos (VEDANTAM, 2009). 

Com isso, as espécies desse gênero têm se tornado importantes modelos no estudo da 

resistência bacteriana (WEXLER, 2007).  

As espécies do gênero Bacteroides têm sido reconhecidas como as bactérias 

anaeróbias mais resistentes aos agentes antimicrobianos, principalmente aos β-lactâmicos, 

desde a década de 1970 (SOUZA et al., 2000; VEDANTAM, 2009). Estes antimicrobianos 

inibem a síntese da parede celular bacteriana através de sua ligação às proteínas ligantes de 

penicilina (PBPs). As PBPs são enzimas responsáveis pelas etapas finais das ligações 

cruzadas da estrutura da parede celular (SCHEFFERS & PINHO, 2005). Dentre os principais 

tipos de estratégias de resistência aos β-lactâmicos entre as bactérias do gênero Bacteroides 

estão a produção de PBPs de baixa afinidade, decréscimo da permeabilidade da membrana 

externa e, principalmente, a produção de β-lactamases (VEDANTAM, 2009) sendo esta 

última usada pela maioria das cepas de B. fragilis isoladas de espécimes clínicos. Bactérias 

produtoras de β-lactamases secretam a enzima no espaço periplasmático onde destroem os 

antibióticos β-lactâmicos, antes que estes alcancem as PBPs (WALSH, 2000). A maioria 

dessas enzimas são cefalosporinases constitutivas com atividade contra penicilinas e 

cefalosporinas de espectro limitado ou amplo, inibidas por ácido clavulânico, sulbactan e 

tazobactan (PÉREZ-LLARENA & BOU, 2009). Essas enzimas pertencem à classe A de 

Ambler e codificadas pelo gene cepA presente no cromossomo ou, raramente, pelo gene cfxA, 

detectado no transposon mobilizável Tn4555 (FERREIRA et al., 2007). 

Em 2007, Ferreira e colaboradores analisaram a associação entre a presença do 

elemento de transposição Tn4555 e a disseminação do gene cfxA em cepas pertencentes aos 

gêneros Bacteroides e  Parabacteroides. Neste estudo, foi possível detectar o elemento de 

transposição albergando o gene cfxA em cepas de P. distasonis  e B. vulgatus através de 

ensaios de hibridização (FERREIRA et al., 2007). 
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 Por essa razão, os β-lactâmicos de escolha para o tratamento de infecções associadas 

a B. fragilis incluem combinações de β-lactâmicos/inibidores de β-lactamases, as 

carbapenemas e, eventualmente, a cefoxitina.  

Entretanto, a produção de uma metalo-β-lactamase dependente de zinco por cepas de 

B. fragilis tem comprometido o uso clínico de cefalosporinas e carbapênicos. Esta enzima, 

codificada pelo gene cfiA presente no cromossomo bacteriano ou em plasmídios, pertence ao 

grupo funcional 3 e é inibida por EDTA (BOGAERTS et al., 2008). Tem sido demonstrado, 

no entanto, que um pequeno número de cepas de B. fragilis carreia o gene “silencioso” da 

metalo-β-lactamase o qual requer migração de uma sequência de inserção (IS) à montante do 

gene para que este seja expresso (SÓKI et al., 2004).  

O ensaio de PCR usando iniciadores específicos para a região à montante do gene 

cfiA representa a metodologia mais utilizada na tentativa de detectar e identificar esses 

elementos de inserção (WALSH et al., 2000). Recentemente, Alavi, Poussier e Manceau 

(2007) utilizaram a metodologia de análise do polimorfismo de comprimento de fragmentos 

amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphisms; AFLP) por PCR para isolar 

sequências que flanqueiam os fragmentos de DNA, de forma semelhante a IS encontradas em 

Xanthomonas axonopodis (ALAVI, POUSSIER & MANCEAU, 2007). 

Sóki e colaboradores (2004) realizaram uma triagem em cepas de Bacteroides 

resistentes a carbapenemas isoladas de fezes de indivíduos sadios e encontraram por PCR 

cepas de B. fragilis positivas para o gene cfiA. Entretanto, estas não apresentavam a IS à 

montante do referido gene, sendo este inativo. Ainda assim, essas cepas apresentaram 

atividade meropenemase específica. Neste estudo foi detectada também a presença de uma 

cepa de B. distasonis (atual P. distasonis) que não albergava o gene cfiA, mas que apresentava 

atividade de meropenemase, sendo que esta se mostrava maior do que a expressa pelas cepas 

positivas por PCR para o referido gene. Esses resultados levam a hipótese da existência de um 

novo mecanismo de ativação do gene cfiA ou de produção de uma nova carbapenemase. 

Em estudo realizado pelo nosso grupo, Paula e colaboradores (2004) verificaram a 

distribuição de determinantes de resistência em cepas de B. fragilis isoladas no Brasil de 

quadros de bacteriemia, microbiota intestinal e trato genital feminino no período de 1999-



 16 

2000. Tal estudo evidenciou a presença do gene cfiA em 5% das cepas de um total de 99 

cepas analisadas, sendo 40% dessas cepas isoladas de microbiota intestinal, 40% isoladas de 

trato genital feminino e 20% isoladas de bacteriemia. Já o gene cfxA foi detectado em 24% 

das cepas das quais 12,5% albergavam também o gene cfiA. Esse genótipo mostrou-se 

igualmente distribuído dentre as fontes de isolamento (PAULA et al., 2004). 

Em outro trabalho realizado por nosso grupo, Boente identificou uma cepa de B. 

fragilis isolada no Brasil a partir de microbiota intestinal, resistente a imipenem na presença 

do gene cfiA. A metalo-β-lactamase codificada por esse gene se mostrou ativa conferindo um 

elevado nível de resistência, sugerindo o envolvimento de uma IS à montante do gene. Nesse 

mesmo estudo, os níveis de resistência a imipenem foram de 4,1% (BOENTE, 2008). 

Os genes que codificam β-lactamases descritos em Bacteroides possuem diferentes 

graus de diversidade nas sequências, podendo estar relacionado com suas vias de transferência 

entre cepas (GARCIA et al., 2008). O gene  cepA e genes ortológos de espécies desse gênero 

compartilham baixos níveis de identidade, sugerindo que sejam transferidos verticalmente 

(XU et al, 2003). 

Por outro lado, todos os genes cfiA possuem sequências de DNA intimamente 

relacionadas, mas sua distribuição limitada poderia indicar que seus mecanismos de 

transferência horizontal estariam restritos a um subgrupo dentro da espécie B. fragilis 

(GUTACKER, VALSANGIACOMO & PIFFARETTI, 2000).  

O terceiro gene de β-lactamase em Bacteroides, cfxA, é frequentemente associado ao 

transposon Tn4555, um transposon conjugativo não autônomo que está potencialmente 

envolvido na transferência horizontal desse gene, amplamente distribuído entre diferentes 

espécies de Bacteroides, Prevotella e Cytophaga (GIRAUD-MORIN, MADINIER & FOSSE, 

2003; HANDAL, GIRAUD-MORIN & CAUGANT, 2005). 

Garcia e colaboradores (2009) descreveram o cfxA como principal determinante de 

expressão de β-lactamase em Bacteroides, no qual a integração à montante da IS614B, um 

elemento de ativação comum ao gene cfiA, da sequência codificadora representaria um 

marcador molecular para altos níveis de atividade enzimática. Nesse mesmo estudo, foi 
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observada a presença do gene cfxA em cepas de B. thetaiotaomicron e B. ovatus, alocado em 

outro transposon conjugativo (Tn4351). Dessa forma, a detecção de elementos regulatórios e a 

associação a genes de β-lactamase podem ser correlacionados com a expressão gênica dessas 

enzimas em cepas de Bacteroides spp., sugerindo que esses elementos possam atuar como 

marcadores genéticos de expressão. Por outro lado, o fato do gene cepA estar presente no 

cromossomo torna a taxa de detecção desse gene muito comum entre as cepas de Bacteroides 

(GARCIA et al., 2009).  

7. Diversidade genética da espécie B. fragilis 

Apesar da proposta de inúmeros fatores de virulência para B. fragilis é comum 

encontrarmos dados contraditórios na literatura deixando em aberto inúmeras questões quanto 

à associação destes fatores com a infecciosidade. A possível existência de distintos tipos 

genéticos na espécie, variáveis quanto ao potencial de agressão ao hospedeiro, em uma 

relação direta dos genes albergados tem sido objeto de algumas discussões e tem motivado 

estudos relativos à avaliação da diversidade genética. 

Vários são os métodos de tipagem utilizados na caracterização de micro-organismos. 

Como métodos fenotípicos utilizados para a tipagem bacteriana podemos citar a biotipagem, a 

sorotipagem, a fagotipagem, a análise de perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, a 

análise do perfil eletroforético de proteínas totais, dentre outros (CASH, 2009; RIPS, 2009; 

LANCELLOTTI et al., 2008. TENOVER et al., 2009; VUJANOVIC et al., 2009). No 

entanto, nem sempre esses métodos fornecem dados fidedignos, por apresentarem algumas 

desvantagens como, por exemplo, o fato de uma determinada característica fenotípica nem 

sempre ser expressa, ou estar sujeita a variações ambientais, ou ainda a sensibilidade do 

método não ser suficiente para a distinção de diferentes cepas de uma mesma espécie 

(STULL, LIPUMA & EDLIND, 1988; EREMEEVA & DASCH, 2009; SANJUAN et al., 

2009).  

As falhas frequentemente observadas nos métodos fenotípicos de tipagem bacteriana 

levaram ao desenvolvimento de métodos baseados no genoma microbiano e/ou em uma dada 

sequência de DNA, minimizando eventuais problemas com a sensibilidade e a 

reprodutibilidade dos resultados (CHO & PALSON, 2009; EREMEEVA & DASCH, 2009; 
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TENOVER et al., 2007). Alguns desses métodos já foram aplicados para a caracterização de 

B. fragilis. Dentre estes, a ribotipagem, a análise através de enzimas de restrição (Restriction 

Enzyme Analysis; REA), a eletroforese em gel em campo pulsado (Pulsed Field Gel 

Electrophoresis; PFGE) e a PCR utilizando iniciadores arbitrários (Arbitrarily Primed – PCR; 

AP-PCR) ou sequências repetitivas (Repetitive Extragenic Palindromic – PCR; rep-PCR). 

Estes são métodos úteis nos estudos das relações epidemiológicas de espécies bacterianas 

(MORAES et al., 1999; OLIVE & BEAN, 1999; ERIBE & OLSEN, 2000, VALLIM et al., 

2002) e alguns estudos foram centrados nesta linha apesar de estarem lidando com um micro-

organismo anaeróbio, de grande limitação na sua transmissão entre hospedeiros na natureza. 

Estudos utilizando AP-PCR e rep-PCR têm demonstrado uma ampla diversidade 

genética entre cepas de B. fragilis, impossibilitando a determinação de grupos específicos 

relacionados com a fonte de isolamento, a produção de enterotoxina ou a outros possíveis 

marcadores (MORAES et al., 1999; ERIBE & OLSEN, 2000, VALLIM et al., 2002) 

Kleivdal e Hofstad, em 1995, não conseguiram demonstrar a existência de uma 

associação entre tipos genéticos e quadros de septicemia, em uma unidade de tratamento 

intensivo na Noruega, utilizando as técnicas de REA e ribotipagem (KLEIVDAL & 

HOFSTAD, 1995). Alguns relatos, ao estudarem cepas previamente categorizadas como 

ETBF e NTBF, isoladas de diferentes espécimes clínicos, utilizando a técnica de AP-PCR não 

conseguiram detectar uma correlação entre tipos genéticos e o fenótipo toxigênico (VALLIM 

et al., 2002).  

Podglajen e colaboradores avaliaram a diversidade genética de 500 cepas de B. 

fragilis, provenientes de 35 hospitais na França, utilizando as técnicas de AP-PCR, com dois 

iniciadores aleatórios descritos por Williams e colaboradores em 1990, e de ribotipagem. Os 

autores detectaram dois grupos geneticamente distintos relacionados com a presença ou a 

ausência dos genes de resistência que codificam uma metalo-β-lactamase/carbapenase, 

denominado cfiA, e uma cefalosporinase, denominado cepA (PODGLAJEN et al., 1995). 

Johnson, após empregar técnicas de hibridização DNA-DNA, já havia observado na espécie a 

existência de dois grupos de homologia de DNA (grupo I e grupo II), os quais eram 

fenotipicamente indistinguíveis (JOHNSON, 1978). Por outro lado, em 1999, um estudo 

realizado por Moraes e colaboradores, apesar de ratificar a importância da técnica de AP-PCR 
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em estudos de avaliação da diversidade genotípica de B. fragilis, revelou a existência de dois 

genótipos predominantes, onde cepas de diferentes origens estavam distribuídas, porém, sem 

que uma correlação com a presença ou ausência dos genes cfiA e cepA tenha sido observada 

(MORAES et al., 1999). 

Sarma e colaboradores, em 2000, investigaram cepas isoladas nos Estados Unidos de 

pacientes humanos com infecção intestinal inflamatória e cepas de potros com diarréia, 

utilizando AP-PCR. Nesse estudo, mais uma vez foi verificada uma ampla diversidade 

genética, porém, os autores observaram uma relação clonal entre cepas isoladas de animais 

(um único tipo foi observado em 30% das cepas estudadas) (SARMA et al., 2000).  

Uma técnica baseada na expressão de genes de enzimas metabólicas, a Multilocus 

Enzyme Electrophoresis (MLEE), também tem sido utilizada como ferramenta para o estudo 

de taxonomia bacteriana e, apesar de se tratar de uma abordagem fenotípica, é considerada 

uma técnica de grande utilidade (TIBAYRENC, 2009).  

Cepas apresentando os genes cepA e cfiA foram avaliadas através de MLEE por 

Gutacker, Valsangiacomo e Piffaretti e dois grupos foram novamente detectados, 

confirmando os resultados obtidos anteriormente por Podglajen e colaboradores 

(PODGLAJEN et al., 1995). As cepas que carreavam o gene cepA (divisão I) apresentaram 

uma elevada taxa de recombinação nos genes que codificam enzimas metabólicas, revelando 

uma estrutura populacional não clonal. Por outro lado, as cepas que albergavam o gene cfiA 

(divisão II) demonstraram uma baixa taxa de recombinação, sugerindo uma evolução clonal. 

A distância genética detectada entre estes dois grupos encontrava-se no limiar para a distinção 

entre espécies, o que levou os autores a proposição de duas genomoespécies (GUTACKER, 

VALSANGIACOMO & PIFFARETTI, 2000).  

Em diversos estudos, a presença do gene cfiA nunca havia sido observada juntamente 

com o gene cepA, principalmente pelo fato de pertencerem a dois grupos geneticamente 

distintos. Em 2005, Ayala e colaboradores, descreveram duas cepas de B. fragilis que 

possuíam ambos os genes cfiA e cepA. Desde então, a subdivisão encontrada dentro da 

espécie B. fragilis tem sido correlacionada somente com a presença ou a ausência do gene 
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cfiA, sendo denominados grupo cfiA-negativo (divisão I) e grupo cfiA-positivo (divisão II) 

(AYALA et al., 2005). 

Terhes e colaboradores (2007) descreveram uma cepa que carreava tanto o gene cfiA 

como bft. Anteriormente, o gene cfiA somente foi encontrado em isolados NTBF padrões II e 

III, mas ainda pertencentes a divisão II (BUCKWOLD et al., 2007). Após análises de PCR e 

padrão de tipagem por PCR de sequências consenso repetitivas intergênicas de enterobactérias 

(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus – PCR; ERIC-PCR) foi verificado que a 

cepa que originalmente carreava apenas o gene cfiA adquiriu o gene bft posteriormente. Esse 

fato reforça a idéia de que a presença de novos CTn transmissíveis, possuindo genes de 

virulência e resistência, pode contribuir para o aumento do potencial de patogenicidade e 

adaptação desse micro-organismo (TERHES et al., 2007). 

8. Análises de sequências em múltiplos loci (MLSA) 

Uma forma encontrada para se determinar relações evolutivas entre os organismos 

consistiu na substituição do modelo fenotípico (morfológico e fisiológico), por um modelo 

genotípico unidimensional. No modelo unidimensional das sequências, conceitos como 

similar ou parecido (que são subjetivos) podem ser substituídos. Os elementos de uma 

sequência podem ser avaliados de forma mais simples e direta, pois são restritos ao número de 

diferenças de nucleotídeos. 

Através da comparação de sequências de RNA ribossômico (rRNA) foi provado ser 

possível determinar uma filogenia microbiana (WOESE, 1987). Com esta abordagem, foram 

revelados todos os táxons dos procariotos, assim como as relações entre estes e destes com os 

eucariotos. A filogenia universal, resultante destas análises, demonstrou que o grupo dos 

procariotos na verdade engloba dois grupos distintos de organismos. O novo grupo 

identificado são as chamadas arqueobactérias e esse dado é comprovado através das 

evidências fenotípicas (KEELING & DOOLITTLE, 1995). 

As técnicas da biologia molecular possibilitaram uma caracterização taxonômica 

mais apurada dos micro-organismos. Como complemento da descrição das características 
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fenotípicas convencionais, a análise molecular pode permitir a caracterização mais objetiva e 

fundamentada dos micro-organismos. 

A taxonomia molecular envolve o estudo dos ácidos nucléicos microbianos, 

principalmente DNA cromossômico e RNA ribossômico, para a obtenção de informações 

taxonômicas (STACKBRANDT et al., 2002). As informações derivadas de ácidos nucléicos 

podem ser empregadas na classificação de linhagens microbianas em diversos níveis 

taxonômicos hierárquicos, desde o estabelecimento de relações intra-específicas entre 

linhagens até relações entre espécies, gêneros e níveis taxonômicos supra genéricos. 

Uma das ferramentas mais recentes nos estudos de taxonomia molecular é a análise 

de sequências em múltiplos loci (Multilocus Sequence Analysis; MLSA), uma nova 

abordagem na investigação de relacionamentos filogenéticos dentro de uma mesma espécie 

(ZEIGLER, 2003; SANTOS & OCHMAN, 2004, NASER et al., 2005). MLSA compara 

sequências primárias de DNA de macromoléculas conservadas de forma a avaliar a 

diversidade e o relacionamento entre diferentes cepas de táxons relacionados. Esse tipo de 

análise tem se tornado prática padrão em taxonomia polifásica, uma vez que é questionada se 

a utilização somente de árvores feitas a partir de um único gene poderia adequadamente 

refletir relações filogenéticas (transferência horizontal genética, diferenças em taxas de 

mutação, variabilidade genética). O ad-hoc commitee para reavaliação das definições de 

espécies em Bacteriologia, em 2002, estabeleceu que um mínimo de cinco genes devem ser 

sequenciados para alcançar um nível de informação adequado de dados filogenéticos. Os 

critérios desses genes a serem escolhidos incluem: ampla distribuição, tamanho adequado, 

estar presente em uma única cópia dentro de um genoma e capacidade de predizer relações 

filogenéticas (STACKBRANDT et al., 2002). 

rrn (operon rRNA) 

rRNA’s são moléculas antigas, funcionalmente constantes, universalmente 

distribuídas e relativamente bem conservadas mesmo entre organismos com grandes 

distâncias filogenéticas (WOESE, 1987). O gene rrs codifica o 16S rRNA. Existem três tipos 

de rRNA’s codificados pelo operon rrn, que nos procariotos são, o 5S , o 16S e 23S com 

aproximadamente 120 (5S), 1500 (16S) e 2900 (23S) nucleotídeos. Os maiores (16S e 23S) 
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contêm diversas regiões conservadas com bom tamanho para um alinhamento eficiente e 

ainda assim apresentam variabilidade suficiente em outras regiões da molécula que podem 

funcionar como cronômetros filogenéticos. O rRNA 5S também já foi utilizado para análises 

filogenéticas, mas seu pequeno tamanho limita a informação possível de ser obtida desta 

molécula. 

O rRNA 16S consiste de aproximadamente 1500 nucleotídeos que apresentam 

trechos de pareamento intramolecular, determinando uma estrutura secundária complexa com 

quatro domínios conservados. A estrutura da molécula de RNA determina sua interação com 

as proteínas ribossômicas e a própria conformação da subunidade ribossômica pequena. 

As sequências das diferentes subunidades do rRNA têm sido utilizadas em estudos 

relacionados à evolução e identificação de gêneros e espécies bacterianas, uma vez que o 

rRNA é codificado por regiões muito conservadas. Essa característica permitiu a redefinição 

das relações genéticas e filogenéticas, previamente baseadas na análise do metabolismo 

celular (MENNA, BARCELLOS & HUNGRIA, 2009).  

rpoB (gene que codifica a subunidade β da RNA polimerase) 

A RNA polimerase catalisa a síntese de RNA a partir de uma fita molde de DNA. 

Em bactérias uma única RNA polimerase é responsável pela síntese de mRNA’s, rRNA’s e 

tRNA’s. A enzima central é composta por quatro subunidades peptídicas: alfa (α), beta (β), 

beta’ (β’) e omega (ω). Assumindo a forma α2ββ’ω, a RNA polimerase pode se ligar ao DNA 

e catalisar a síntese de RNA não especificamente. A ligação desta a outra proteína, o fator 

sigma (σ), forma a holoenzima e confere especificidade. O fator σ é responsável pelo 

reconhecimento do promotor, estando presente no momento que a enzima começa a interagir 

com o DNA, se dissociando logo após. Escherichia coli sintetiza ao menos seis tipos de 

fatores sigma, cada um conferindo à RNA polimerase afinidade por promotores distintos. As 

subunidades α, β, e β’ são produtos dos genes rpoA, rpoB e rpoC, respectivamente. O fator σ 

é produto do gene rpoD.  

Sequências do gene rpoB têm sido usadas como alternativa para determinação da 

filogenia ou identificação de bactérias entéricas (MOLLET, DRANCOURT & RAOULT, 
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1997), Mycobacterium (KIM et al., 2009), e espiroquetas (LA SCOLA et al., 2006). O gene 

rpoB aparentemente possui uma só copia nos genomas bacterianos e também aparenta possuir 

uma taxa de mutação mais elevada que o 16S rRNA (ADEKÁMBI, DRANCOURT & 

RAOULT, 2008). 

gdh (gene que codifica a esterase) 

Glutamato dehidrogenases (GDH) são enzimas de manutenção celular que catalisam 

a deaminação oxidativa reversível de glutamato para α-quetoglutarato e amônia. Essas 

enzimas são muito diversas e podem ser divididas em quatro classes distintas. GDH-1 e 

GDH-2 são pequenas enzimas hexaméricas com ampla distribuição taxonômica que utilizam 

NAD+ ou NADP+ como coenzima e atuam principalmente na assimilação de amônia. Uma 

classe de grandes GDHs (GDH-3, 115 kDa), préviamente descritas somente em fungos e 

protistas, atuam no catabolismo do glutamato. Finalmente, enzimas específicas NAD+ de 

aproximadamente 180 kDa representam a quarta classe (GDH-4) e foram descobertas em 

eubactérias (BENACHENHOU-LAHFA, LABEDAN & FORTERRE, 1994; MIÑAMBRES 

et al., 2000). 

A combinação de reconstruções filogenéticas e análises de padrões de distribuição 

filogenética dos quatro genes indicam numerosas transferências de gene envolvendo 

procariotos, assim como eucariotos. A perda diferencial de genes, por outro lado, aparenta não 

exercer um papel importante na evolução de genes gdh em qualquer um dos três domínios 

(arquea, bactéria, eubactéria). Os índices de transferência lateral de genes que ocorre em 

procariotos em comparação com eucariotos podem ser similares (ANDERSSON & ROGER, 

2003; BAPTESTE & BOYCHER, 2008). 

B. fragilis possui duas enzimas com atividade de GDH, NAD(P)H-dependente 

(GDHA), e um NADH-específico (GDHB). A presença de duas enzimas com a mesma função 

é incomum e pode exercer um papel na habilidade desse micro-organismo em sobreviver a 

uma variedade de condições ambientais (ABRAHAMS, ILLES & ABRATT, 2001). 
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pgm 

Fosfoglucomutase (PGM) é uma metalo enzima ubiquitária expressa em todos os 

organismos (plantas, bactérias e animais). Essa proteína é uma enzima evolucionariamente 

conservada que catalisa a conversão de glicose-1-fosfato em glicose-6-fosfato na presença de 

glicose-1,6-difosfato e Mg2+ (TANGUY et al., 2006). PGM é essencial para glicólise e 

gluconeogenese e apresenta um mecanismo catalítico comum em diversas células. No 

mecanismo dessa enzima, um grupo fosforil é transferido da fosfoenzima ativa para glicose-1-

fosfato, formando um intermediário defosfoenzima-glicose-1,6-difosfato, que então 

refosforila a enzima para formar glicose 6-fosfato. A PGM fosforilada tem sido encontrada 

em todos os domínios (arquea, bactéria, eubactéria) com estruturas altamente conservadas, 

apresentando uma função central em todas as células (TAKAHASHI, INUZUKA & INGI, 

2004).  

Estudos da evolução dessa enzima têm demonstrado que a história filogenética das 

sequências de PGM é complexa e marcada por duplicações e translocações com o relato de 

dois casos de transferência horizontal de genes interreinos entre procariotos e eucariotos 

(WHITEHOUSE et al., 1998). 

est 

Muitas enzimas lipolíticas, incluindo lipases, esterases ou carboxilesterases, além de 

vários tipos de fosfolipases, são encontradas em uma ampla variedade de organismos, tanto 

bactérias como humanos (JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999). Lipases verdadeiras 

podem ser definidas como carboxilesterases que catalisam a hidrolise e síntese de acilglicerois 

de cadeia acil relativamente longa (comprimento acima de 10 dez átomos de carbono), 

utilizando o trileoilglicerol como substrato padrão. Em contraste, as esterases catalisam a 

hidrólise de glicerolester com cadeia acil curta (menos de dez átomos de carbono) e longa, 

sendo triglicerol (tributirina) o substrato padrão (VERGER, 1997). 

Em Pasteurella multocida, o gene mesA (“Multocida Esterase”) codifica uma 

proteina, MesA, a qual possui elevados níveis de similaridade com uma variedade de enzimas 

de eucariotos e procariotos (ADLER et al., 1999), inclusive B. fragilis. Essa proteína confere 
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um fenótipo hemolítico às cepas desse micro-organismo em condições de crescimento 

anaeróbio (HUNT et al., 2000).  

Como mencionado anteriormente, inúmeros estudos nos últimos anos têm revelado 

uma considerável diversidade genética na espécie B. fragilis, os quais chegaram a propor a 

existência de duas genomopécies, proposta esta fundamentada na presença e/ou ausência dos 

genes cfiA e cepA, que codificam uma metalo-β-lactamase/carbapenase e uma 

cefalosporinase, respectivamente. 

A possível existência destes dois subgrupos pode levar a uma revisão taxonômica. 

Com isso, no nosso entender, a tipagem de B. fragilis utilizando as sequências dos genes rrs, 

rpoB, gdh, pgm e est poderá fornecer dados que contribuam para esta discussão. 
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OOBBJJEETTIIVVOOSS  

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar o perfil de enterovirulência e 

a utilidade da análise de sequências em múltiplos loci (MLSA) como ferramenta taxonômica e 

filogenética alternativa. 

Para a realização dessa proposta, quatro objetivos específicos foram determinados:  

I. Avaliar a evolução de perfis de enterovirulência e distribuição dos padrões ETBF e 

NTBF em cepas de B. fragilis; 

II. Empregar a técnica de MLSA em um conjunto de 17 cepas através da análise dos genes 

rrs (rRNA16S), rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), est (esterase), gdh 

(glutamato dehidrogenase) e pgm (fosfoglucomutase); 

III. Analisar a produção de biofilme nesse mesmo conjunto de 17 cepas; 

IV. Avaliar a indução da formação de abscessos por estas cepas em ensaios de modelo 

animal. 
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MMAATTEERRIIAALL  &&  MMÉÉTTOODDOOSS 

1. Cepas bacterianas 

O total de 127 cepas de B. fragilis, utilizadas neste estudo, pertence à Coleção de 

Culturas do Laboratório de Biologia de Anaeróbios (IMPPG/UFRJ). Do total de cepas, 109 

foram obtidas de diferentes origens: ambiente aquático poluído (14), indivíduos sadios da 

comunidade (53), pacientes (42) internados no Hospital Barra D’Or, Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho e no Hospital Municipal Cardoso Fontes, localizados na cidade do 

Rio de Janeiro (Brasil). As demais 18 cepas incluídas nesse estudo foram isoladas de material 

clínico de pacientes internados no Centre Hospitalier Intercommunal (CHI), Paris (França), 

gentilmente cedidas pelo Dr. Jean-Philippe Emond. Cepas provenientes da American Type 

Culture Collection (ATCC) foram também analisadas (ATCC 25285, ATCC 43859 e ATCC 

23745). Todas as cepas utilizadas estão listadas no Quadro 1. 
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Quadro 1: Origem e identificação das 127 cepas de Bacteroides fragilis 
selecionadas para este estudo 
 
 

Cepas Período de 
isolamento 

Origem País de 
origem 

1424 2002 Líquido ascítico França 
1425 2003 Secreção Purulenta França 
1426 2003 Infecção Pélvica França 
1427 2003 Bacteremia França 
1428 2003 Bacteremia França 
1429 2003 Bacteremia França 
1430 2003 Abscesso França 
1431 2003 Infecção urinária França 
1432 2003 Líquido Peritoneal França 
1433 2003 Líquido Ascítico França 
1434 2003 Líquido Peritoneal França 
1435 2003 Secreção Purulenta França 
1436 2004 Secreção Purulenta França 
1437 2004 Secreção Purulenta França 
1438 2004 Apendicite França 
1439 2004 Bacteremia França 
1440 2004 Secreção Purulenta França 
1441 2004 Líquido Peritoneal França 

058109 1980 Infecção Intrabdominal Brasil 
077225 1980 Infecção Intestinal Brasil 
1384-B 1997 Bacteremia Brasil 
1419 2001 Indeterminada Brasil 
1423 2004 Secreção Subcutânea Brasil 
1450 2005 Bacteremia Brasil 
1451 2005 Bacteremia Brasil 
1571 2006 Abscesso de parede Brasil 

25285 1976 Abscesso do apêndice  ATCCa 

AA1 1997 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA10 1997 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA10c 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA41-3 1997 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA41-4 1997 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA42-2 1997 Ambiente aquático poluído  Brasil 

AA7 1997 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA7a 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AA7b 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AL5b 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 
AL5d 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 
FT-2 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 

SPA-2 1996 Ambiente aquático poluído  Brasil 
1453 2005 Bacteriemia  Brasil 
1455 2005 Bacteriemia  Brasil 

23745 1968 Fluido pleural ATCC 
1032 1991 Bacteriemia  Brasil 
1037 1991 Bacteriemia  Brasil 
1081 1993 Bacteriemia  Brasil 
1241 1994 Bacteriemia  Brasil 
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Quadro 1: Continuação 
 

1384 1996 Bacteriemia  Brasil 
HC2000.1 2000 Bacteriemia  Brasil 

048203 1982 Infecção pele e tecidos moles Brasil 
048205 1982 Infecção pele e tecidos moles Brasil 
1108-3b 1994 Infecção pele e tecidos moles Brasil 
1118-1 1994 Infecção pele e tecidos moles Brasil 
MC1 1988 Infecção pele e tecidos moles Brasil 
MC3 1988 Infecção pele e tecidos moles Brasil 

283-2-1 1980 Infecção intestinal humana Brasil 
ES08.1 1997 Infecção intestinal humana Brasil 
ES08.3 1996 Infecção intestinal humana Brasil 
ES09.1 1997 Infecção intestinal humana Brasil 
FD19a 1994 Infecção intestinal humana Brasil 
1031 1991 Infecção intra-abdominal Brasil 
1033 1991 Infecção intra-abdominal Brasil 
1048ª 1993 Infecção intra-abdominal Brasil 

1058-4 1993 Infecção intra-abdominal Brasil 
1070-b 1993 Infecção intra-abdominal Brasil 
1103-4 1994 Infecção intra-abdominal Brasil 
1304-3a 1996 Infecção intra-abdominal Brasil 
43859 1987 Infecção intestinal humana ATCC 
1386-4 1997 Infecção intra-abdominal Brasil 

B3 1997 Infecção intra-abdominal Brasil 
MC03A 2000 Microbiota genital feminina Brasil 
RBG-A 2000 Microbiota genital feminina Brasil 
118310 1990 Microbiota intestinal humana Brasil 

BA12.11 1999 Microbiota intestinal humana Brasil 
BA12.2 1999 Microbiota intestinal humana Brasil 
BA4.2 1999 Microbiota intestinal humana Brasil 
EC01.2 1997 Microbiota intestinal humana Brasil 
EC02.1 1997 Microbiota intestinal humana Brasil 
EC03.2 1997 Microbiota intestinal humana Brasil 
EC04.1 1997 Microbiota intestinal humana Brasil 
EC05.3 1997 Microbiota intestinal humana Brasil 
EC06.3 1997 Microbiota intestinal humana Brasil 
F36-6 1980 Microbiota intestinal humana Brasil 
F43-6 1982 Microbiota intestinal humana Brasil 
FF10 1980 Microbiota intestinal humana Brasil 
FF14 1980 Microbiota intestinal humana Brasil 
FF15 1980 Microbiota intestinal humana Brasil 
FN12 1996 Microbiota intestinal humana Brasil 

MF12.2 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF12.5 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF12.6 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF12.7 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF12.8 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF13.11 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF14.8 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF17.7 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF19.5 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF7.1 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MF7.3 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
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Quadro 1: Continuação 
 

MF7.5 2000 Microbiota intestinal humana Brasil 
MIA23.4 2001 Microbiota intestinal humana Brasil 
MIA21.3 2001 Microbiota intestinal humana Brasil 
MIA24.1 2001 Microbiota intestinal humana Brasil 
MIA24.3 2001 Microbiota intestinal humana Brasil 
MIA24.4 2001 Microbiota intestinal humana Brasil 

016M 1984 Otite média crônica Brasil 
022H 1984 Otite média crônica Brasil 
023A 1984 Otite média crônica Brasil 
023C 1984 Otite média crônica Brasil 
030M 1984 Otite média crônica Brasil 
036M 1984 Otite média crônica Brasil 
1034 1991 Abscesso pélvico Brasil 
1077 1993 Indeterminada  Brasil 

1270-3a1 1996 Indeterminada  Brasil 
1393 1990 Indeterminada  Brasil 
1457 2006 Indeterminada  Brasil 
1567 2006 Indeterminada  Brasil 

1570-2 2006 Indeterminada  Brasil 
1384-B 1997 Indeterminada  Brasil 

aATCC: American Type Culture Collection 
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2. Reativação e confirmação da identificação bioquímica 

2.1. Reativação 

 As cepas foram reativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion – Difco) –PRAS (Pre-

Reduced Anaerobically Sterilized) a partir de estoque em BHI-ágar inclinado e incubadas por 

24 h a 37ºC. Critérios de viabilidade e pureza foram utilizados, após semeadura em placas de 

ágar sangue suplementadas com vitamina K (menadione) (10 µg/mL, Sigma Co.) e hemina (5 

µg/mL, Sigma Co.) (JOUSIMIES-SOMER et al., 2002; FERREIRA, DOMINGUES & 

UZEDA, 2003, BACIC & SMITH, 2008). Após o período de incubação, em ambiente de 

anaerobiose, as colônias foram repicadas para novo caldo BHI-PRAS, para avaliação 

morfotintorial pelo método de Gram, modificado por Kopeloff (LIBMAN et al., 2006), e 

confirmação do tipo respiratório.  

Como este estudo envolve a investigação aprofundada ao nível de análises de 

sequências de genes para verificação da presença de subgrupos dentro da espécie B. fragilis, 

inicialmente foi realizada a confirmação da identificação das cepas de B. fragilis incluídas 

nesse trabalho através de testes bioquímicos convencionais, sistemas miniaturizados e PCR 

espécie-específica. 

2.2. Confirmação da identificação fenotípica através de testes bioquímicos convencionais 

2.2.1. Semeadura em meio seletivo 

As cepas bacterianas utilizadas nesse estudo foram também semeadas em meio 

seletivo e indicador Bacteroides Bile Esculina (BBE – Oxoid). Esses micro-organismos são 

intrinsecamente resistentes à bile e ao aminoglicosideo gentamicina que constituem esse 

meio, sendo capazes de crescer e hidrolisar a esculina formando colônias pigmentadas. 

(JOUSIMIES-SOMER et al., 2002; FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003). 
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2.2.2. Pesquisa da produção de indol 

O meio de cultura indol-nitrato (BBL) foi empregado para a verificação da produção 

de indol. Em um tubo contendo o meio indol-nitrato foram adicionados 0,2 mL de uma 

cultura bacteriana em caldo BHI-PRAS de 24 h. Após o período de incubação de 24 h, o indol 

produzido foi extraído pela adição de 1 mL de xilol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) ao tubo, 

seguida de agitação. O tubo foi deixado em repouso por dois minutos e, em seguida, 

adicionado de 0,5 mL de reagente de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldeído). O aparecimento 

de um anel de coloração rósea ou fúcsia dentro de 15 min indicou reação positiva, enquanto o 

aparecimento de um anel amarelo indicou reação negativa. Cepas de B. thetaiotaomicron e E. 

coli foram utilizadas como controles positivos e a cepa de B. fragilis ATCC 25285 como 

controle negativo (FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003). 

2.2.3. Pesquisa da produção de catalase 

Para a verificação de produção de catalase, as colônias foram incubadas a 37 ºC 

durante 48 h em anaerobiose, em placa contendo meio BHI-ágar. Após incubação, as culturas 

foram expostas ao ar atmosférico durante 30 min para a indução da expressão da catalase, 

sendo então adicionado peróxido de hidrogênio (3%). A liberação de bolhas indicou a 

produção de catalase. Cepas de Staphylococcus aureus e de B. fragilis (ATCC 25285) foram 

utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente (JOUSIMIES-SOMER et al., 

2002; FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003). 

2.2.4. Fermentação de carboidratos 

As cepas foram submetidas a testes de fermentação de carboidratos para 

identificação de espécie. O meio básico para os testes bioquímicos utilizado consistiu no 

extrato de levedura e peptona (Peptone – Yeast extract; PY) (Biolife, Itália) (HOLDEMAN, 

CATO & MOORE, 1977). Foram utilizados os seguintes carboidratos no meio básico pré-

reduzido: sacarose (Sigma Co.), L- arabinose (Sigma Co.) e trealose (Merck) (concentração 

final de 1,0%); e arabinose e trealose (concentração final de 0,5%). O pH da solução foi 

ajustado para 6,9. A partir de uma cultura em caldo BHI-PRAS de 24 h, 0,3 mL foram 

inoculados em tubos contendo 5 mL do meio básico com os diferentes açúcares, assim como 
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apenas o meio básico, sob fluxo de CO2, e incubados a 37 ºC. A leitura foi realizada após 48 h 

de incubação, utilizando-se potenciômetro com eletrodo combinado, sendo as cepas que 

apresentaram uma diminuição de pelo menos 0,4 em relação ao pH inicial do meio foram 

consideradas fermentadoras. As cepas ATCC 23745 e ATCC 43859 foram utilizadas como 

controles dos ensaios bioquímicos (JOUSIMIES-SOMER et al., 2002; FERREIRA, 

DOMINGUES & UZEDA, 2003).  

2.3. Confirmação da identificação fenotípica através de sistema miniaturizado (API20A) 

A identificação foi confirmada utilizando o sistema API 20 A (BioMérieux, S.A., 

Marcy l’Etoile, França) seguindo as recomendações do fabricante. 

3. Obtenção de DNA cromossômico bacteriano para realização da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) 

DNA cromossômico das cepas bacterianas foi extraído utilizando o método do 

isotiocianato de guanidina descrito por Pitcher, Saunders e Owen (1989) com algumas 

modificações. As cepas foram cultivadas em placas contendo ágar sangue suplementado com 

hemina (5 µg/mL, Sigma Co.) e menadione (10 µg/mL, Sigma Co.) e incubadas por 48 h a 

37oC em ambiente de anaerobiose. Um raspado de aproximadamente 50 mg do crescimento 

bacteriano foi suspenso em 500 µL de isotiocianato de guanidina 5 M em um tubo de 

microcentrífuga. Os tubos foram agitados e, em seguida, incubados à temperatura ambiente 

por 5 a 10 min. Os tubos foram então resfriados em gelo por 10 min e após esse período, 

adicionados de 250 µL de acetato de amônia (7,5 M). Posteriormente, os tubos foram agitados 

gentilmente e incubados em gelo por mais 10 min. Foram adicionados 500 µL de 

clorofórmio-álcool-isoamílico (24:1) e os tubos agitados e centrifugados a 13000 x g por 10 

min. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrífuga, no qual foram 

adicionados 430 µL de isopropanol. Os tubos foram invertidos várias vezes até a formação de 

um precipitado fibroso branco. O material foi então centrifugado a 13000 x g por 5 min. Os 

precipitados foram lavados cinco vezes com 500 µL de etanol 70%. Após cada lavagem, os 

tubos foram centrifugados a 11000 x g durante 10 min. Por último, os tubos foram deixados 

abertos à temperatura ambiente, até que o etanol evaporasse e, após este período, 50 µL de TE 

(Tris-EDTA, pH 8.0) foram adicionados e os tubos colocados em banho-maria a 55 oC por 
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aproximadamente 1 h e o DNA dissolvido foi posteriormente estocado a -20 oC (PITCHER, 

SAUNDERS & OWEN, 1989). 

4. PCR  

Para a amplificação dos genes utilizados no presente estudo, a mistura de reação foi 

preparada em um volume total de 50 µL contendo 50 ng de DNA cromossômico, 10 mM 

Tris/HCl pH 8.3, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 200 µM de cada iniciador descrito a seguir e 1 

unidade de Taq DNA  polimerase (Life Technologies).  

Todas as amplificações por PCR foram realizadas em termociclador (Gene Amp 

PCR System 9700), seguindo o protocolo de 35 ciclos com a etapa de desnaturação a 95ºC 

por 30 s, hibridação 2-5 ºC abaixo da temperatura de dissociação conforme estabelecido para 

cada iniciador por 1 min e extensão a 72 ºC por 90 s, com uma única extensão final de 7 min.  

Os iniciadores, tamanhos dos fragmentos obtidos, temperaturas de dissociação, 

controles positivos e posições de alinhamento da região 5’dos iniciadores que foram 

utilizados no trabalho estão listados no Quadro 2. 
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Quadro 2: Genes pesquisados, sequência de iniciadores, temperatura de dissociação, controles positivos e região 5’ de hibridação dos iniciadores 
utilizados nas reações de PCR e tamanhos de fragmentos esperados. 
 

Gene ou 
regiãoa  

Sequência de iniciadores Tm
b Controle 

positivo 
Região 5’  Fragmento Referências 

nanH BfnA: 5' - TTC GCT TTT CTG TTT TCT GTG T - 3' 
BfnB: 5' - CAG CAA CCA CCC AAA CAT TAT T - 3' 

60oC 
62 oC 

ATCC25285 260-279 
1080-1102 

842 pb OBATA-YASUOKA et al., 2002 

bft BF-5: 5’ - GAT GCT CCA GTT ACA GCT TCC ATT G - 3’ 
BF-6: 5’- CGC CCA GTA TAT GAC CTA GTT CGT G - 3’ 

62,4oC 
62,8 oC 

ATCC43859 91-116 
1066-1091 

976 pb SCOTTO D’ ABUSCO et al., 
2000 

 
Região à 
montante da 
BfPAI 

P1T3: 5’-TTC AAC CTG ATC GAT CCG GAA GAT CCG-3’ 
P1T7: 5’ - GGT AGA CTA CCT GAG TAA GGA GTC - 3’ 

65,2oC 
61,4 oC 

ATCC23745 25489-25514 
27089-27116 

1600 kb FRANCO et al., 1999 
 

cepA cepA1: 5’- TTT CTG CTA TGT CCTGCC C - 3’ 
cepA2: 5’- ATC TTT CAC GAA GAC GGC - 3’ 

54,8oC 
52,5 oC 

ATCC25285 472-491 
1234 –1251 

780 pb GUTACKER et al., 2000 

cfiA cfiA1: 5’- CCA TGC TTT TCC CTG TCG CAG -3’ 
cfiA2: 5’- GGG CTA TGG CTT TGA AGT GC- 3’  

58,4oC 
56 oC 

AA10 557 a 582 
1266 a 1285 

747 pb PODGLAJEN et al., 1992 

rrs 16SF: 5' - AAC GCG AAG AAC CTT AC - 3' 
16SR: 5' - CCG TGT GTA CAA GAC CC - 3' 

49,8oC 
50,6 oC 

ATCC25285 828-845 
1211-1228 

400 pb NC006347 c; desenhados no 
presente estudo 

rpoB rpobF: 5' - CTG AGA AGC GTA AAA AAG AG - 3'  
rpobR: 5' - GTA GAT ATA AAG CAC AGC CTC - 3' 

56oC 
60oC 

ATCC25285 125-144 
964-984 

859 pb NC003228d; desenhados no 
presente estudo 

est estF: 5' - GTA GTG ACC CCT GAT GTT GC - 3' 
estR: 5' - CAT GAT CTA TCT TGC GGC CC - 3' 

62oC 
62oC 

ATCC25285 121-140 
692-721 

601 pb NC003228; desenhados no 
presente estudo 

pgm pgmF: 5' - CGA GTT TGG TAC GGG CGG AC - 3' 
pgmR: 5' - CCG TCC TTA ATC ATC TGC TC - 3' 

66oC 
60oC 

ATCC25285 150-169 
796-815 

682 pb NC003228; desenhados no 
presente estudo 

gdh gdhF: 5' - GCA TTC CAG ACA GAG TAT AC - 3' 
gdhR: 5' - GGA GAT CAG GCA TAC TTT AC - 3' 

58oC 
58oC 

ATCC25285 152-170 
683-702 

551 pb NC003228; desenhados no 
presente estudo 

agenes nanH (neuraminidase), bft (fragilisina), cepA (cefalosporinase A), cfiA (metalo-β-lactamase/carbapenase), rrs (rDNA 16S), rpoB ( subunidade β da RNA polimerase), est (esterase), pgm 
(fosfoglucomutase), gdh (glutamato dehidrogenase), região à montante da ilha de patogenicidade de B. fragilis (BfPAI) 
bTm = melting point (temperatura de dissociação)  
cNC006347: número de acesso da sequência do genoma de B. fragilis YCH46 (ATCC25285) utilizado para desenho dos iniciadores 
dNC003228: número de acesso da sequência do genoma de B. fragilis NCTC9343 (ATCC25285) utilizado para desenho dos iniciadores 
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5. Análise de polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrição seguida de PCR 

(Restriction Fragment Length Polymorphism; PCR-RFLP) 

PCR-RFLP foi realizada conforme descrito por Scotto D’ Abusco e colaboradores 

(2000). Os produtos de amplificação do gene bft foram purificados com o uso do Illustra 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Biosciences, Little 

Chalfont Buckinghamshire, UK) e então clivados com as enzimas de restrição AccI e DraI de 

acordo com instruções do fabricante. Essas enzimas apresentam diferentes sítios de 

reconhecimento para as isoformas bft-1, bft-2 ou bft-3, gerando fragmentos de tamanhos 

diferentes. A digestão de bft-1 com DraI gera dois fragmentos (640 e 336 pb), enquanto a 

digestão de bft-2 ou bft-3 resulta em três fragmentos (561, 336 e 79 pb); a restrição de bft-1 

com AccI gera três fragmentos (701, 213 e 62 pb), e a digestão de bft-2 ou bft-3 dois 

fragmentos (914 e 62 pb). 

5.1. Eletroforese 

Após amplificação, 10µL de cada produto de PCR foram analisados em gel de 

agarose 1,5% (p/v), através de eletroforese horizontal em tampão TBE (89 mM de Tris – 

Sigma, 89 mM de ácido bórico - Vetec, 2 nM de EDTA - Sigma, pH 8,25). Após a 

eletroforese, o gel foi corado em uma solução de 0,5µg/ mL de brometo de etídio (Sigma).  O 

padrão para a determinação do tamanho de fragmentos de DNA e para uma quantificação 

estimativa, Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), foi incluído em cada gel, e sua imagem 

capturada através do sistema de captura de imagem Minibis Pró (BioAmerica Inc., USA). 

5.2. Purificação e sequenciamento dos fragmentos amplificados  

Os amplicons foram purificados utilizando-se o Illustra GFXTM PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare Biosciences, Little Chalfont Buckinghamshire, UK), 

segundo instruções do fabricante. Resumidamente, 100 µL de amplicon foram adicionados a 

um tubo de microcentrífuga contendo 300 µL de tampão de captura. Após agitação com 

auxílio de vortex, a mistura foi transferida para uma minicoluna e incubada a temperatura 

ambiente por 1 min. Posteriormente, a cepa foi centrifugada a 13000 x g por 30 s. O material 
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não retido pela coluna foi descartado e, então, foram adicionados à minicoluna 500 µL de 

tampão de lavagem. Após nova centrifugação a 13000 x g por 30 s, a minicoluna foi 

transferida para um tubo de microcentrífuga e aplicados 50 µL de tampão de eluição. A cepa 

foi incubada a temperatura ambiente por 1 min e, posteriormente foi centrifugada a 13000 x g 

por 1 min para obtenção do DNA purificado que foi armazenado a –20 ºC. 

Após purificação, as amostras de DNA e uma alíquota dos iniciadores foram 

enviadas para o Centro de Estudo do Genoma Humano, no Instituto de Biociências, na 

Universidade de São Paulo para sequenciamento. As reações de sequenciamento foram 

realizadas de acordo com protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase II DNA Polimerase). As 

sequências foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando Base Caller 

Cimarron 3.12. 

5.3. Análise bioinformática 

5.3.1. Alinhamento das sequências 

Os alinhamentos múltiplos das sequências foram realizados com o auxílio do 

programa ClustalW (THOMPSON et al., 1997), que utiliza a técnica do alinhamento 

progressivo. Esta técnica produz um alinhamento global tendo como guia uma árvore 

filogenética calculada pelo método de Neighbor–Joining (SAITOU & NEI, 1987). Esta árvore 

é criada por comparações par a par pela técnica da programação dinâmica, que garante como 

resultado o melhor alinhamento possível. Posteriormente, os alinhamentos foram verificados e 

editados com o Bioedit 7.0.4.1 (HALL, 1999).  

5.3.2. Árvores filogenéticas 

Os métodos adotados para inferir as árvores filogenéticas foram Neighbor-Joining 

(SAITOU & NEI, 1987; STUDIER & KEPPLER, 1988), Maximum Parsimony 

(BHATTACHARYA, 1996; BRUEN & BRYANT, 2008) e Maximum Likelihood 

(FELSENSTEIN, 1981). Para se avaliar a estabilidade das árvores geradas foi usada a análise 

de bootstrap (EFRON, HALLORAN & HOLMES, 1996) com 1000 repetições para os 
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métodos Neighbor-Joining e Maximum Parsimony e com 100 repetições para o método de 

Maximum Likelihood. 

No presente estudo, foram incluídas as sequências outgroup depositadas no 

GenBank: B. xylanisolvens XB1 (AM230650), B. stercoris ATCC431 (NR_027196), B. 

thetaiotaomicron VPI5482 (NC_004663), B. vulgatus ATCC8482 (NC_009614) e P. 

gingivalis ATCC33277 (NC_010729). Sequências outgroup consistem de um grupo de 

organismos que atuam como grupo de referência para determinação da relação evolucionária 

entre três ou mais grupos monofiléticos de organismos em estudo. Grupos monofiléticos 

referem-se a um conjunto de espécies que compartilham um ancestral comum. Essas 

sequências outgroup são hipotetizadas para serem relacionadas umas às outras, porém 

distantes das demais sequências em estudo (MOUNT, 2004). 

Inicialmente foi incluída a cepa de B. fragilis MBK2 (FM207090), como mais uma 

confirmação da identidade devido à problemática na identificação desses micro-organismos. 

As matrizes de distância foram computadas com o auxilio do programa MEGA 4.2 

(KUMAR, TAMURA & NEI, 2004a), analisando-se somente as posições do alinhamento 

onde foi possível comparar todas as sequências (sem lacunas). As distâncias evolutivas não 

foram corrigidas, utilizando-se a distância p, que é a proporção de sítios onde duas sequências 

que estão sendo comparadas diferem (KUMAR, TAMURA & NEI, 2004b).   

6. Ensaio da produção de biofilme 

O ensaio da produção de biofilme foi realizado conforme descrito por Weinacht e 

colaboradores (2004), com modificações. Todas as 17 cepas selecionadas para o MLSA foram 

cultivadas por 18 h e diluídas 1:100 em caldo BHI-PRAS. Alíquotas de 100 µL foram 

adicionadas em quadruplicata em poços de microplacas de poliestireno. As placas foram 

incubadas anaerobicamente durante 24 h a 37 oC. Após esse período, os poços das placas 

foram lavados três vezes com PBS 1x (Phosphate-buffered saline) e 100 µL de cristal violeta 

0,01% foram adicionados. Após 20 min, o corante foi removido e os poços lavados quatro 

vezes com PBS 1x. As bactérias aderidas e coradas foram então suspensas em 33% de ácido 

acético e a densidade óptica (DO570) determinada. Cada placa incluiu como controle negativo 
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quatro poços contendo BHI-PRAS e tratados igualmente aos poços contendo bactéria. A 

DO570 foi normalizada em relação ao controle negativo. A absorbância equivale ao número de 

bactérias aderidas. Foram realizados dois experimentos independentes. 

7. Análise estatística 

Todos os testes estatísticos empregados no presente estudo foram realizados 

utilizando-se o programa estatístico Statistical Package for the Social Sciences, versão 11.0 

(SPSS Inc®. Chicago, IL, EUA). O nível de significância estatística estabelecido para todas as 

análises foi de 5% (p < 0,05). 

8. Modelo animal de indução de abscessos intra-abdominais e mortalidade 

O modelo utilizado foi proposto por Sund e colaboradores (2008). Uma cepa 

representante de cada uma das duas divisões de B. fragilis foi selecionada. As cepas 1424 

(cfiA positiva/ divisão II) e 1433 (cfiA negativa/ divisão I) foram cultivadas em caldo BHI-

PRAS até a metade da fase exponencial (18 h) e diluídas em caldo PYG-PRAS (peptona, 

extrato de levedura e glicose) (JOUSIMIES-SOMER et al., 2002) até 3 x 108 UFC/mL (escala 

1 de McFarland). O inóculo continha uma mistura de 1:1 do micro-organismo e de uma 

solução adjuvante de conteúdo cecal estéril de camundongo. Quinhentos microlitros foram 

inoculados na cavidade peritoneal dos camundongos BALB/c machos, entre 6 e 8 semanas de 

vida, com o auxílio de uma seringa de insulina (1 mL) e agulha de 27,5G 1/2" (0,38 x 13 

mm). Os camundongos foram observados durante sete dias pós-infecção para o caso de haver 

morte, e após esse período foram sacrificados em câmara de CO2 e necropsiados para a 

investigação da presença de abscessos. Todos os abscessos encontrados foram retirados de 

cada camundongo, macerados em 0,9 mL de tampão Blanks-PRAS e 10 µL foram plaqueados 

em ágar sangue. As placas foram incubadas a 37 oC por 48 h em ambiente de anaerobiose e a 

contagem das colônias (UFC/mL) foi feita com o auxílio do equipamento Quebec® Colony 

Counter – American Optical Corporartion. Os macerados também foram inoculados em 

placas de agar sangue e estas incubadas em ambiente de aerobiose para verificar que os 

abscessos não seriam decorrentes de contaminação. Os experimentos foram realizados em 

duplicata. 
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Todos os procedimentos com os animais respeitaram a Declaração Universal dos 

Direitos do Animal (ONU, 1978), da qual o Brasil é signatário, os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, e a 

Lei nº 6638, de 08 de maio de 1979, que estabelece normas sobre a prática didático-científica 

da vivissecção de animais. 
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RREESSUULLTTAADDOOSS  
 

1. Confirmação da identificação da espécie B. fragilis  

Nesse trabalho, todas as cepas foram identificadas como B. fragilis através dos testes 

bioquímicos convencionais (Quadro 3) e pelo sistema miniaturizado API20A (Quadro 4). 

 

Quadro 3: Características fenotípicas das cepas de B. fragilis através de testes fisiológicos 

convencionais  

 
Características Fenotípicasa 

Crescimento 

em 20% bile 
SAC IND CAT ESC ARA TRE 

+ + - + + - - 
a
 SAC: sacarose; IND: indol; CAT: catalase ESC: esculina; ARA: arabinose; 

TRE: trealose;  
Adaptado de JOUSIMIES-SOMER et al., 2002 

 

 

 

Quadro 4: Tabela de identificação de B. fragilis através do sistema API 20A 

 

Características Fenotípicasa,b 

IND URE GLU MAN LAC SAC MAL SAL XYL ARA GEL 

- - + - + + + - + - - 

ESC GLY CEL MNE MLZ RAF SOR RHA TRE CAT GRAM 

+ - +- c + - + - - - + - 
a Perfil numérico: 46544240 
b

 IND: indol; URE: ureia; GLU: glicose; MAN: manitol; LAC: lactose, SAC: sacarose; MAL: maltose; SAL: 
salicina; XYL: xilose; ARA: arabinose; GEL: gelatina; ESC: esculina; GLY: glicerol; CEL: celobiose; MNE: 
manose; MLZ: melezitose; RAF: rafinose; SOR: sorbitol; RHA: raminose; TRE: trealose; CAT: catalase. 
c+-: maioria das cepas apresenta resultado positivo. 
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Outra metodologia empregada para confirmação da identificação inicial das cepas de 

B. fragilis foi a PCR específica para o gene da neuraminidase (nanH), marcador da espécie B. 

fragilis (OBATA-YASUOKA et al., 2002). Todas as 127 cepas apresentaram o fragmento de 

842 pb correspondente ao gene da neuraminidase. Na Figura 3, pode ser observado o perfil 

eletroforético obtido após PCR para o gene nanH das cepas selecionadas. 

 

Figura 3: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação por 

PCR do gene nanH das 17 cepas selecionadas para confirmação da identificação de B. fragilis 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
1) Padrão de Tamanho Molecular de 100pb; 2) 1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 

7)HC2000.1; 8) RBG-A; 9) AA7b; 10) 1425; 11) 1431; 12) 1433; 13) 1435; 14) 1437; 15) 1441; 16) 1450; 

17) 1457; 18) ATCC25285.  

 

2. Detecção dos padrões de enterovirulência 

  Dentre as 109 cepas isoladas no Brasil, somente uma (0,9%) (PC49) apresentou o 

fragmento de 976 pb, sendo categorizada como ETBF ou padrão I. Das 18 cepas isoladas na 

França, duas cepas (1428 e 1432) foram categorizadas como ETBF/ padrão I (11,1%). 

RFLP-PCR demonstrou que as cepas PC49 (microbiota intestinal), 1428 (bacteriemia) 

e 1432 (líquido peritoneal) apresentaram a isoforma bft-1, enquanto a cepa controle da 

isoforma bft-2 ATCC 43859 apresentou o perfil de bandas esperado (Figura 4). A cepa 

controle das isoformas bft-1 (ATCC 43858) e bft-3 (Korea 419) não foram incluídas devido 

ao fato de não pertencerem à coleção do nosso laboratório. Esses resultados foram 

842 
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confirmados por sequenciamento, com 99,99% de similaridade com a respectiva sequência da 

cepa ETBF ATCC43858 depositada no GenBank. 

 
 

Figura 4: PCR-RFLP para determinação das isoformas presentes nas cepas ETBF após 

digestão do fragmento amplificado do gene bft com as enzimas AccI e DraI. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) Padrão de Tamanho Molecular de 1kb; 2,6) 1428 (bft-1); 3,7) 1432 (bft-1); 4,8) PC049 (bft-1); 5,9) 

ATCC43859 (bft-2). 

 

Um fragmento de 1,6 kb típico para NTBF padrão III foi amplificado em 49 cepas 

(44,9%) isoladas no Brasil e em sete cepas (38,8%) obtidas da França. 

A distribuição dos perfis genéticos em diferentes períodos de tempo de coleta dos 

espécimes pode ser observada na Figura 5. Não foi detectada nenhuma mudança significativa 

na distribuição dos perfis de enterovirulência nas cepas analisadas, apesar do índice de 

isolamento do perfil NTBFIII permanecer elevado ao longo dos anos.  
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Figura 5: Distribuição das cepas de B. fragilis isoladas no Brasil entre 1980 e 2008 e 

percentual encontrado nas cepas da França entre 2000 e 2004 
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ETBF: B. fragilis enterotoxigênicas (padrão I); NTBF III: B. fragilis não toxigênicas padrão III. 

 

 

3. Análises de sequências em múltiplos loci (MLSA) 

Do total de 127 cepas estudadas, foi detectado que 16 apresentaram o fragmento de 

780 pb e, portanto, albergavam o gene cfiA (Figura 6). Com relação ao gene cepA, 60 cepas 

(47,2%) carreavam o referido gene. Não foi observada nenhuma cepa albergando ambos os 

genes cfiA e cepA. 

 

Brasil França 

% 
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Figura 6: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação por 

PCR do gene cfiA nas 16 cepas encontradas nesse estudo. 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1) Padrão de Tamanho Molecular de 100pb; 2)1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 7) 

HC2000.1; 8) RBG-A; 9) AA10; 10) SPA-2; 11)BA4.2; 12) BAS5.3.1; 13) MIA23.4; 14) MF19.5; 15) 

MC03A; 16) 1571; 17)PC052.  

 

Primeiramente, um conjunto incluindo todas as 16 cepas cfiA positivas e um grupo 

de 16 cepas cfiA negativas, porém, cepA positivas foi estudado. A equivalência numérica 

entre os dois grupos foi realizada para obtenção de uma base comparativa homogênea. No 

entanto, os resultados de muitas sequências não foram considerados satisfatórios, devido a 

problemas na PCR, concentração de DNA abaixo da requerida para reações de 

sequenciamento e presença de mais de uma sequência nos gráficos do eletroesferograma. 

Com isso, estas sequências foram retiradas das análises. No intuito de construir uma análise 

comparativa para os cinco genes do MLSA, apenas as cepas que apresentavam sequências 

com gráfico do eletroesferograma apresentando picos elevados bem definidos e sulcos 

aprofundados com leitura do nucleotídeo correspondente correta e identidade com a sequência 

correspondente no GenBank foram selecionadas. 

A partir desse resultado, 17 cepas (sete cfiA positivas e dez cfiA negativas) foram 

selecionadas para avaliação da técnica de análise de sequências em múltiplos loci (MLSA) 

(Quadro 5).  
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Quadro 5: Origem e identificação das 17 cepas de Bacteroides fragilis selecionadas 
 

 

 

Na MLSA foram utilizados cinco genes: rrs (Figura 7), rpoB (Figura 8), est 

(Figura 9), pgm (Figura 10) e gdh (Figura 11).  

 
 
 
Figura 7: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação por 
PCR do gene rrs. 
  

 
 

 
 
 
 
 
 

Banda de 400 pb correspondente ao fragmento do gene rrs das 17 cepas selecionadas. 1) Padrão de 

Massa Molecular DNA Low Mass; 2) 1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 7) HC2000.1; 

8)RBG-A; 9) AA7b; 10) 1425; 11) 1431; 12) 1433; 13) 1435; 14) 1437; 15) 1441; 16) 1450; 17) 1457; 

18)ATCC25285  

Cepas Período de 
isolamento 

Origem  País de 
origem 

Padrão cfiA cepA 

1386-4 1997 Infecção intra-abdominal Brasil II + - 
BA12.2 1999 Microbiota intestinal humana Brasil III + - 

BA12.11 1999 Microbiota intestinal humana Brasil III + - 
AA7ba 1996 Ambiente aquático poluído Brasil II - - 
1424 2002 Infecção intra-abdominal França II + - 

HC2000.1 2000 Bacteriemia Brasil II + - 
RBG-A 2000 Microbiota genital feminina Brasil II + - 

1033 1991 Infecção intra-abdominal Brasil III + - 
1433 2003 Infecção intra-abdominal França III - + 
1431 2003 Infecção trato geniturinário França III - + 
1425 2003 Infecção intra-abdominal França II - + 
1441 2004 Infecção peritoneal França III - + 
1437 2004 Ferida cirúrgica França II - + 
1450 2005 Bacteriemia Brasil II - + 
1435 2003 Abscesso anal França II - + 
1457 2006 Indeterminadab Brasil III - + 

ATCC25285 1976 Abscesso de apêndice - II - + 
acepa negativa para os genes cepA e cfiA isolada de ambiente incluída somente como dado adicional nas análises 
futuras 
bcepa obtida de material clinico, com origem de isolamento desconhecida 

400pb 
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Figura 8: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação por 

PCR do gene rpoB. 

 

 
 
 
 
 
 

Banda de 859 pb correspondente ao fragmento do gene rpoB das 17 cepas selecionadas. 1) Padrão de 

Massa Molecular DNA Low Mass; 2) 1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 7) HC2000.1; 

8)RBG-A; 9) AA7b; 10) 1425; 11) 1431; 12) 1433; 13) 1435; 14) 1437; 15) 1441; 16) 1450; 17) 1457; 

18)ATCC25285  

 

Figura 9: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação por 

PCR do gene est. 

 

 

 
Banda de 601 pb correspondente ao fragmento do gene est das 17 cepas selecionadas. 1) Padrão de 

Massa Molecular DNA Low Mass; 2) 1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 7) HC2000.1; 

8)RBG-A; 9) AA7b; 10) 1425; 11) 1431; 12) 1433; 13) 1435; 14) 1437; 15) 1441; 16) 1450; 17) 1457; 

18)ATCC25285  

 

Figura 10: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação 

por PCR do gene pgm. 

 
 
 
 
 
 
 
Banda de 682 pb correspondente ao fragmento do gene pgm das 17 cepas selecionadas. 1) Padrão de 

Massa Molecular DNA Low Mass; 2) 1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 7) HC2000.1; 

8)RBG-A; 9) AA7b; 10) 1425; 11) 1431; 12) 1433; 13) 1435; 14) 1437; 15) 1441; 16) 1450; 17) 1457; 

18)ATCC25285  
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859pb 
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Figura 11: Gel de agarose (1,5%) demonstrando os fragmentos resultantes da amplificação 

por PCR do gene gdh. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Banda de 551 pb correspondente ao fragmento do gene gdh das 17 cepas selecionadas. 1) Padrão de 

Massa Molecular DNA Low Mass; 2) 1033; 3) 1386-4; 4) 1424; 5) BA12.2; 6) BA12.11; 7) HC2000.1; 

8)RBG-A; 9) AA7b; 10) 1425; 11) 1431; 12) 1433; 13) 1435; 14) 1437; 15) 1441; 16) 1450; 17) 1457; 

18)ATCC25285  

 

Os fragmentos purificados dos cinco genes de cada uma das 17 cepas foram 

sequenciados. Após sequenciamento, a análise visual e edição das sequências e posterior 

alinhamento foram realizados. Seguido ao alinhamento, as árvores filogenéticas foram 

inferidas. 

A árvore obtida pela análise das sequências do gene rrs demonstrou que as 17 cepas 

foram divididas em três clusters, um contendo somente cepas cfiA positivas e os demais, cfiA 

negativas (Figura 12).  
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Figura 12: Árvore filogenética obtida através das sequências do gene rrs (16S rDNA) 

demonstrando as relações evolutivas entre as cepas de B. fragilis selecionadas. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cepas com o padrão de enterovirulência NTBF III estão indicadas pelo símbolo �.  

Cepas outgroup: B. xylanisolvens XB1 e B. stercoris ATCC431.  

Cepa ingroup: B. fragilis MBK12  

Método: Neighbor-Joining, 1000 bootstraps 

Com relação às sequências dos genes rpoB (Figura 13) e est (Figura 14), foi 

verificado que as cepas também foram divididas em dois clusters bem distintos, um contendo 

cepas cfiA positivas e o outro cfiA negativas. 
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Figura 13: Árvore filogenética obtida através das sequências do gene rpoB demonstrando as 

relações evolutivas entre as cepas de B. fragilis selecionadas. 

 

  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas com o padrão de enterovirulência NTBF III estão indicadas pelo símbolo �.  

Cepas outgroup: B. thetaiotaomicron VPI5482 e B. vulgatus ATCC8482.  

Método: Neighbor-Joining, 1000 bootstraps 
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Figura 14: Árvore filogenética obtida através das sequências do gene est demonstrando as 

relações evolutivas entre as cepas de B. fragilis selecionadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cepas com o padrão de enterovirulência NTBF III estão indicadas pelo símbolo �.  

Cepas outgroup: B. thetaiotaomicron VPI5482 e B. vulgatus ATCC8482.  

Método: Neighbor-Joining, 1000 bootstraps 
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A árvore obtida através das sequências do gene pgm também demonstrou a divisão 

em dois clusters, um contendo em sua maioria cepas cfiA positivas e o outro cfiA negativas, 

mas com a presença de ambos nos dois grupos (Figura 15).  

 

Figura 15: Árvore filogenética obtida através das sequências do gene pgm demonstrando as 

relações evolutivas entre as cepas de B fragilis selecionadas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cepas com o padrão de enterovirulência NTBF III estão indicadas pelo símbolo �.  

Cepas cfiA-positivas estão indicadas pelo símbolo * 

Cepas outgroup: B. thetaiotaomicron VPI5482, B. vulgatus ATCC8482 e P. gingivalis ATCC33277.  

Método: Neighbor-Joining, 1000 bootstraps 
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Por outro lado, a árvore obtida através das sequências do gene gdh demonstrou que 

as cepas permaneceram distribuídas nos clusters, apresentando uma relação genética 

indistinguível (Figura 16). 

 

Figura 16: Árvore filogenética obtida através das sequências do gene gdh demonstrando as 

relações evolutivas entre as cepas de B. fragilis selecionadas. 

 

 

 
 
 

Cepas com o padrão de enterovirulência NTBF III estão indicadas pelo símbolo �.  

Cepas cfiA-positivas estão indicadas pelo símbolo * 

Cepas outgroup: B. thetaiotaomicron VPI5482 e B. vulgatus ATCC8482.  

Método: Neighbor-Joining, 1000 bootstraps 
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Esses resultados obtidos pelo método de construção das árvores filogenéticas 

Neighbor-Joining (1000 bootstraps) foram apoiados pelos métodos Maximum Parsimony 

(1000 bootstraps) e Maximum Likelihood (100 bootstraps). 

Para avaliar a distribuição do gene bft entre as cepas, inicialmente foram incluídas as 

três cepas ETBF e todas as cepas cfiA positivas, mas os sequenciamentos resultantes não 

foram satisfatórios, conforme citado anteriormente, sendo consequentemente retiradas das 

análises. A distribuição do padrão NTBF III nas cepas selecionadas está representada nas 

Figuras 12, 13, 14, 15 e 16. 

Além das árvores filogenéticas obtidas após alinhamento das sequências, também 

foram determinadas as matrizes de distância dos genes estudados.  

Com relação à matriz do gene rrs, foi verificada uma similaridade variando entre 

99,5 e 100% (divergência média de 0,5%) entre as cepas cfiA positivas. A porcentagem de 

similaridade entre as cepas cfiA negativas encontrada variou entre 98,4 e 100% (divergência 

média de 1,6%). A porcentagem de divergência entre os subgrupos I (cfiA negativas) e II 

(cfiA positivas) variou entre 1,3 e 3,4%. (Tabela 1). 

Na matriz do gene rpoB, foi verificada uma similaridade variando entre 94,1 e 100% 

(divergência média de 5,9%) entre as cepas cfiA positivas. A porcentagem de similaridade 

entre as cepas cfiA negativas encontrada variou entre 99,3 e 100% (divergência média de 

0,7%). A porcentagem de divergência entre os subgrupos I (cfiA negativas) e II (cfiA 

positivas) variou entre 5,6 e 6,6%. (Tabela 2).   

Para o gene est, foi verificada uma similaridade variando entre 99,8 e 100% 

(divergência média de 0,2%) entre as cepas cfiA positivas. A porcentagem de similaridade 

entre as cepas cfiA negativas encontrada variou entre 99,0 e 100% (divergência média de 

1,0%). A porcentagem de divergência entre os subgrupos I (cfiA negativas) e II (cfiA 

positivas) variou entre 11,8 e 12,8% (Tabela 3).   
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Tabela 1: Porcentagem de divergência entre as sequências do gene rrs das 17 cepas de B. fragilis selecionadas 

 
 
 

 Divergência (%) das sequências do gene rrsb 

 
Cepaa 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1 1033  - 0,5 - - - - 1,8 1,8 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,3 1,3 2,9 
2 1386-4   0,5 - - - - 1,8 1,8 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,3 1,3 2,9 
3 1424    0,5 0,5 0,5 0,5 2,4 2,4 1,8 1,8 1,8 1,8 2,1 1,8 1,8 3,4 
4 BA12.2     - - - 1,8 1,8 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,3 1,3 2,9 
5 BA12.11      - - 1,8 1,8 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,3 1,3 2,9 
6 HC2000.1       - 1,8 1,8 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,3 1,3 2,9 
7 RBG-A        1,8 1,8 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1,3 1,3 2,9 
8 AA7b         - 1,0 1,0 1,0 1,0 0,3 1,0 1,0 1,0 
9 1425          1,0 1,0 1,0 1,0 0,3 1,0 1,0 1,0 

10 1431           - - - 0,8 - - 1,6 
11 1433            - - 0,8 - - 1,6 
12 1435             - 0,8 - - 1,6 
13 1437              0,8 - - 1,6 
14 1441               0,8 0,8 1,3 
15 1450                - 1,6 
16 1457                 1,6 
17 ATCC25285                  
 aCepas 1 a 7 : cfiA positivas (subgrupo II) ; cepas 8 a 17 : cfiA negativas (subgrupo I)  
 bAs porcentagens de divergência entre os subgrupos I e II estão sinalizadas em negrito  

55  
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Tabela 2: Porcentagem de divergência entre as sequências do gene rpoB das 17 cepas de B. fragilis selecionadas  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Divergência (%) das sequências do gene rpoBb 

 
Cepaa 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1 1033  0,5 1,4 0,5 0,7 - - 6,1 5,7 6,2 5,7 6,6 6,6 6,4 6,6 6,6 5,9 
2 1386-4   1,0 0,2 0,3 0,5 5,9 5,9 5,9 6,0 5,9 6,4 6,4 6,2 6,4 6,4 5,9 
3 1424    1,0 0,7 1,4 1,4 5,7 5,7 5,9 5,7 6,2 6,2 6,0 6,2 6,2 5,7 
4 BA12.2     0,3 0,5 0,5 5,9 5,9 6,1 5,9 6,4 6,4 6,2 6,4 6,4 5,9 
5 BA12.11      0,7 0,7 5,6 5,5 5,7 5,5 6,1 6,1 5,9 6,1 6,1 5,5 
6 HC2000.1       - 6,1 5,7 6,2 5,7 6,5 6,5 6,4 6,5 6,5 5,9 
7 RBG-A        6,1 5,7 6,2 5,7 6,6 6,6 6,4 6,6 6,6 5,9 
8 AA7b         0,3 - 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 

 9 1425          0,3 - 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,2 
10 1431           0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 
11 1433            0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,2 

12 1435             - 0,5 - - 0,7 

13 1437              0,5 - - 0,7 

14 1441               0,5 0,5 0,7 
15 1450                - 0,7 

16 1457                 0,7 

17 ATCC25285                  
aCepas 1 a 7 : cfiA positivas (subgrupo II) ; cepas 8 a 17 : cfiA negativas (subgrupo I)  
 bAs porcentagens de divergência entre os subgrupos I e II estão sinalizadas em negrito 
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Tabela 3: Porcentagem de divergência entre as sequências do gene est das 17 cepas de B. fragilis selecionadas 
 

 
 
 

 Divergência (%) das sequências do gene estb 

 
Cepaa 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1 1033  0,2 0,2 0,8 0,3 0,2 0,2 11,8 12,6 12,0 12.2 12,2 12,4 12,4 12,4 12,2 12,2 
2 1386-4   - 1,0 - - - 12,0 12,8 12,2 12,4 12,4 12,6 12,6 12,6 12,4 12,4 
3 1424    1,0 - - - 12,0 12,6 12,2 12,4 12,4 12,6 12,6 12,6 12,4 12,4 
4 BA12.2     1,0 1,0 1,0 11,8 12,8 12,0 12,2 12,2 12,4 12,4 12,4 12,2 12,2 
5 BA12.11      - - 12,0 12,8 12,2 12,4 12,4 12,6 12,6 12,6 12,4 12,4 
6 HC2000.1       - 12,0 12,8 12,2 12,4 12,4 12,6 12,6 12,6 12,4 12,4 
7 RBG-A        12,0 12,8 12,2 12,4 12,4 12,6 12,6 12,6 12,4 12,4 
8 AA7b         0,8 0,6 0,8 0,8 0,6 1,0 0,6 0,8 0,8 

 9 1425          0,6 1,2 1,4 - 1,4 - 1,2 1,2 
10 1431           0,6 0,8 0,4 0,8 0,4 0,6 0,6 
11 1433            - 1,0 0,6 1,0 0,4 0,4 
12 1435             1,1 0,6 1,1 0,4 0,4 
13 1437              1,2 - 1,0 1,0 
14 1441               1,2 0,2 0,2 
15 1450                1,0 1,0 
16 1457                 - 

17 ATCC25285                  
aCepas 1 a 7 : cfiA positivas (subgrupo II) ; cepas 8 a 17 : cfiA negativas (subgrupo I)  
 bAs percentagens de divergência entre os subgrupos I e II  estão sinalizadas em negrito 
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Nos alinhamentos dos genes rrs, rpoB e est foram detectadas regiões de  substituição 

de nucleotídeos entre os dois subgrupos. Foi observado que o gene est apresenta um maior 

grau de polimorfismo, com elevadas taxas de substituições de nucleotídeos. As substituições 

de nucleotídeos com subsequente alteração no aminoácido resultante que diferenciavam as 

cepas cfiA positivas das cfiA negativas foram encontradas somente nas sequências dos gene 

16S (Figura 17), rpoB (Quadro 6) e est (Quadro 7).  

  

Figura 17: Região conservada do gene rrs na qual é observada uma diferenciação das cepas 

cfiA-positivas e cfiA-negativas 

 
250-ACC TGG TGA CAG GAT-264 

-AGC GGG TGA CCG TAT- 

 

-TW*QD- 

-SG*PY- 

 

Sequência de nucleotídeos e aminoácidos presente em todas as sequências do gene rrs. a)sequências e 

posição das região conservada das substituições que estão sublinhadas; b) subsequentes alterações na 

codificação de aminoácidos. * códon de terminação  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* 

* 

cfiA + 

cfiA - 

cfiA + 

cfiA - 

a) 

b) 
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Quadro 6: Dados das sequências do gene rpoB demonstrando uma diferenciação das cepas 
cfiA-positivas e cfiA-negativas conforme com a substituição de nucleotídeos 
  

Nucleotídeo presente e alteração de 

aminoácidoa  
Posição do 

nucleotídeo 
cfiA positivas cfiA negativas 

77 T (L) C (S) 

89 C (S) T (F) 

179 C (S) A (Y) 

194 T (I) C (T) 

206 C (S) T (L) 

287 C (P) T (L) 

308 G (R) A (Q) 

326 C (S) T (L) 

347 T (L) C (S) 

356 C (T) T (I) 

359 C (S) T (L) 

365 T (M) C (T) 

374 T (M) C (T) 

383 C (S) T (L) 

398 G (N) A (S) 

401 A (Y) G (C) 

429 T (L) C (S) 

440 T (M) C (T) 
aA: alanina, C: citosina, F: fenilalanina, I: isoleucina, L: leucina, M: metionina, N: asparagina, 
P: prolina, Q: glutamina, R: arginina, S: serina, T: treonina,Y: tirosina 
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Quadro 7: Dados das sequências do gene est demonstrando uma diferenciação das cepas 
cfiA-positivas e cfiA-negativas conforme com a substituição de nucleotídeos 
  

Nucleotídeo presente e alteração de 

aminoácidoa  
Posição do 

nucleotídeo 
cfiA positivas cfiA negativas 

8 C (A) T (V) 

50 A (Y) G (C) 

59 C (S) A (*) 

88 A (M) G (V) 

184 T (Y) C (H) 

193 G (E) T (*) 

211 C (R) T (*) 

214 C (P) T (S) 

217 T (*) G (E) 

223 G (A) A (T) 

232 C (H) T (Y) 

244 T (Y) C (H) 

250 G (G) A (R) 

262 T (Y) A (N) 

269 C (H) T (Y) 

274 C (P) T (S) 

277 C (S) T (P) 

280 T (C) C (R) 

289 T (W) C (R) 

334 C (P) T (S) 

340 T (S) C (P)  

343 G (A) C (Q) 

346 G (E) A (K) 

349 T (Y) C (H) 

364 A (T) G (A) 

377 A (N) C (T) 

382 T (F) C (L) 

385 C (Q) A (K) 

394-396 AGG (R) GAA (E) 

398 G (C) A (Y) 

514, 516 A,C (N) C,T (D) 
aA: alanina, C: citosina, D: aspartato, E: glutamato, F: fenilalanina, G: glicina, H: histidina, K: lisina, 
L: leucina, M: metionina, N: asparagina, P: prolina, Q: glutamina, R: arginina, S: serina, T: treonina, 
V: valina, W: triptofano, Y: tirosina, *: códon de terminação 
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4. Ensaio da produção de biofilme 

Na tentativa de detectar alguma diferença na virulência desses dois subgrupos, foi 

realizado um ensaio de aderência bacteriana em microplacas de poliestireno. No entanto, não 

foi observada alteração significativa na produção de biofilme entre as cepas pertencentes aos 

dois subgrupos de B. fragilis conforme demonstrado na Figura 18.  

 

Figura 18: Aderência de bactérias a placas de poliestireno em um ensaio de biofilme. 

 

 
 
 

Produção de biofilme (DO570) determinada em ensaio de biofilme em microplaca a 37°C/ 24 h. As 

médias das absorbâncias obtidas das cepas de cada subgrupo e do controle BHI-PRAS estão 

representadas. Os dados são de dois experimentos independentes. Análises estatísticas foram 

realizadas utilizando todas as comparações múltiplas de pareamento (Tukey Test). O nível de 

significância estatística estabelecido para todas as análises foi de 5% (p < 0,05). 

 

 

 

DO570 

(n = 7) (n = 10) 
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5. Indução de abscessos intra-abdominais em camundongos 

Após não ser verificada nenhuma alteração na produção de biofilme em ambos os 

subgrupos, partiu-se então para um ensaio no qual pudéssemos observar diferença no 

principal critério de determinação do potencial de virulência para a espécie, a capacidade de 

indução de abscessos, o qual pode ser avaliado em um modelo animal. Foram selecionadas as 

cepas 1424 (cfiA-positiva) e 1433 (cfiA-negativa), ambas isoladas de pacientes com infecção 

intra-abdominal. Através do inóculo de uma mistura do micro-organismo e conteúdo cecal 

estéril de camundongo na cavidade abdominal de camundongos saudáveis para indução de 

abscessos intra-abdominais foi observado que a cepa 1433 apresentou mais focos de abscesso 

do que a cepa 1424. Apenas um animal não apresentou abscesso. Na cepa 1433, foram 

encontrados dois abscessos no fígado em um camundongo (Figura 19A) e dois abscessos no 

estômago e outro na membrana peritoneal no outro animal (Figura 19B). Já a cepa 1424 

apresentou foco de abscesso apenas no fígado de um camundongo (Figura 19C). Foram 

observadas poucas, porém, características colônias de B. fragilis nas placas de agar sangue 

suplementado no macerado dos abscessos da cepa 1433. Foram encontradas 12 colônias em 

cada placa e, após coloração de Gram, foi confirmada a presença de bacilos Gram-negativos. 

Não foi observado crescimento na placa inoculada com o macerado da cepa 1424. Para ambas 

as cepas, não houve crescimento em aerobiose. 

 

Figura 19: Abscessos intraperitoneais em camundongos BALB/c machos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os camundongos inoculados com 108 UFC/mL de B. fragilis e necropsiados sete dias depois. As setas 

indicam a localização dos abscessos. A) abscessos hepáticos causados pela cepa 1433 (cfiA-negativa); 

B) abscessos na membrana peritoneal e estômago causados pela cepa 1433 (cfiA-negativa); C) 

abscesso hepático causado pela cepa 1424 (cfiA-positiva).   

A C B 
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DDIISSCCUUSSSSÃÃOO 

A identificação presuntiva ao nível de espécies de Bacteroides spp. requer uma 

bateria de testes bioquímicos e perfis de ácidos graxos de baixo peso molecular. Entretanto, 

nem sempre os métodos fenotípicos utilizados na rotina laboratorial conseguem distinguir 

claramente espécies muito relacionadas. Com isso, a identificação definitiva exige, em alguns 

casos, o emprego de métodos moleculares como o sequenciamento do rDNA 16S. A frequente 

reclassificação de membros do gênero Bacteroides spp. leva à necessidade da atualização dos 

testes empregados e da interpretação dos mesmos. Levando-se em consideração a natureza 

fastidiosa e a complexa identificação desses micro-organismos, a confirmação da 

identificação das cepas analisadas no presente trabalho foi realizada. Essa etapa inicial foi 

desenvolvida na tentativa de eliminar a hipótese de eventuais resultados atípicos decorrentes 

de contaminação ou identificação prévia equivocada ou desatualizada. 

B. fragilis é um importante componente da microbiota do trato gastrointestinal e 

frequentemente relatado como patógeno oportunista, causando infecções severas, incluindo 

abscessos intra-abdominais, cerebrais, pulmonares, pélvicos e sepse com elevado índice de 

morbidade e mortalidade (WEXLER, 2007).  

A espécie B. fragilis pode ser dividida em dois subgrupos geneticamente 

caracterizados pelo carreamento de genes de diferentes cefalosporinases. A divisão I, ou 

subgrupo I, é caracterizada pela presença do gene cepA (que codifica uma serina-β-lactamase 

de classe A) e a ausência do gene cfiA (que codifica uma metalo-β-lactamase de classe B), 

que confere resistência a imipenem. A divisão II, ou subgrupo II, é definida pela presença do 

gene cfiA e ausência do gene cepA. Ambos os subgrupos têm sido descritos como divergentes 

através de perfis de ribotipagem, com o subgrupo I (divisão I) apresentando diversos ribotipos 

e o subgrupo II (divisão II) apresentando um único padrão distinto (PODGLAJEN et al., 

1995; GUTACKER, VALSANGIACOMO & PIFFARETTI, 2000). O subgrupo II também 

carreia três sequências de inserção (IS) não albergadas pelo subgrupo I: IS4351, IS942 e 

IS1186 (HOLTON, 2008). Essa subdivisão em duas genomoespécies tem sido confirmada 

através do emprego de uma variedade de técnicas moleculares, incluindo MLEE. Esses dados 

indicam que o subgrupo I possui uma elevada taxa de recombinação e uma estrutura não 

clonal enquanto a subdivisão II apresenta uma estrutura clonal com baixo índice de 
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recombinação (GUTACKER, VALSANGIACOMO & PIFFARETTI, 2000; HOLTON, 

2008).   

Em inúmeros estudos, a presença do gene cfiA nunca havia sido observada 

juntamente com o gene cepA, uma vez que as cepas cfiA positivas e cfiA negativas pertencem 

a grupos filogeneticamente distintos. No entanto, desde a detecção de ambos os genes cfiA e 

cepA em duas cepas de B. fragilis, essa subdivisão encontrada dentro da espécie tem sido 

correlacionada somente de acordo com a presença ou ausência do gene cfiA, sendo 

denominados grupo cfiA-negativo (divisão I ou subgrupo I) e grupo cfiA-positivo (divisão II 

ou subgrupo II) (AYALA et al., 2005). 

Dentre os fatores de virulência de B. fragilis é amplamente estudada a BFT, que 

hidrolisa o domínio extracelular de E-caderina, e interrompe a adesão intercelular, 

aumentando, assim, a permeabilidade do epitélio. Isto causa uma redistribuição intracelular de 

actina com modificações morfológicas nas células e liberação de beta-catenina, que transloca 

ao núcleo, resultando em um aumento da proliferação celular (HOLTON, 2008).   

Até o momento foi descrito que todas as cepas enterotoxigênicas (ETBF) pertencem 

à divisão I. A técnica de MLEE e a análise de clusters indicam que as cepas ETBF não são 

clonais, consistente com os elevados índices de recombinação descritos na divisão I 

(GUTACKER, VALSANGIACOMO & PIFFARETTI, 2000). Este fato indica uma faixa 

altamente restrita de hospedeiros para os transposons que carreiam a ilha de patogenicidade 

contendo o gene bft (BfPAI) (HOLTON, 2008). 

Apesar da forte associação de cepas ETBF a processos diarréicos, estas são isoladas 

em frequências consideradas elevadas de pacientes com infecções extra-intestinais e 

bacteriemias. No entanto, diversos estudos clínicos demonstram que 5-20% da população 

mundial aparenta carrear essas cepas assintomaticamente (SEARS, 2009). Por outro lado, 

alguns estudos têm demonstrado a associação da toxina BFT com quadro de doença 

inflamatória e com câncer cólon-retal (BASSET et al., 2004, TOPRAK et al., 2006). 

A detecção de apenas uma cepa, então categorizada como ETBF, dentre as 109 cepas 

de B. fragilis isoladas no Brasil demonstrou que os índices de isolamento desse perfil 



 

65 
 

permanecem baixos (1,5-3,0%) em nosso país (BRESSANE et al. 2001, ANTUNES et al. 

2002, KRZYZANOWSKY & AVILA-CAMPOS 2003; NAKANO et al., 2007).  

Em diversas outras regiões do mundo como Japão (14,9%), Vietnã (7,3%), Turquia 

(25%), Bangladesh (20,3%) e Estados Unidos (19,7%), os índices de isolamento de cepas 

ETBF são muito elevados (KATO et al., 1999; ZHANG et al., 1999: NGUYEN et al., 2005; 

DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ, 2005; PATHELA et al., 2005; COHEN et al., 2006). 

Na Itália, Pantosti e colaboradores (1997) encontraram taxas de 10 e 17% em cepas 

isoladas de crianças e adultos, respectivamente (PANTOSTI et al., 1997). Em um outro 

estudo realizado com cepas isoladas de 227 crianças do mesmo país, foi relatado o índice de 

33,3% de cepas ETBF (SEARS, 2009).  

Na Suécia, Zhang e colaboradores descreveram que 26,8% das cepas isoladas de 728 

pacientes são ETBF (ZHANG et al., 1999). 

Com base nesses dados, pode-se constatar que os níveis da presença dessas cepas 

enterotoxigênicas na Europa são elevados. Foi detectada a presença de duas cepas do total de 

18 investigadas nesse estudo isoladas na França. Apesar de pertencerem a um mesmo centro 

hospitalar, não representando assim o país, é proposto que cepas ETBF continuem circulando 

em altos índices (11,1%, 2/18), como previamente documentado por Luczak e colaboradores 

(2001). No trabalho desses autores em 2001, foi encontrada uma cepa ETBF do total de 10, 

representando 10% de ETBF. O presente relato é o segundo envolvendo cepas isoladas na 

França e essa facilidade na detecção desse padrão de enterovirulência atenta para a 

necessidade de maiores estudos investigativos na detecção e caracterização de isoformas do 

referido gene nesse país.  

Cepas ETBF podem produzir três isoformas da enterotoxina codificadas pelos genes 

bft-1, bft-2 e bft-3. Embora essas isoformas apresentem as mesmas atividades biológicas, 

possuem potenciais diferentes. As isoformas bft-1 e bft-2 são resistentes a tripsina e estáveis a 

variações de pH, sendo assim resistentes a degradação no intestino de humanos e animais. Em 

bft-2 e bft-3 foi relatada uma discreta atividade biológica específica ainda não completamente 
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elucidada. A isoforma bft-3 somente foi descrita em países do sudoeste asiático como Coreia, 

Japão e Vietnã, sugerindo uma evolução regional das cepas ETBF (SEARS, 2009) 

No presente estudo, foram avaliadas quais isoformas estavam presentes nas três 

cepas ETBF. Após sequenciamento do fragmento obtido pela amplificação do gene bft das 

três cepas ETBF detectadas, foi observada uma porcentagem de similaridade de 99,99% com 

sequências da isoforma bft-1 da cepa ATCC43858. Esse resultado está de acordo com vários 

estudos semelhantes, nos quais a isoforma bft-1 é predominantemente encontrada em diversas 

partes do mundo (MONCRIEF et al. 1995; ULGER et al. 2006; AVILA-CAMPOS et al. 

2007). 

Dados filogenéticos indicam que as cepas de B. fragilis possuem alta diversidade 

genética e os estudos funcionais das sequências dos genomas de duas cepas não-toxigênicas 

(NTBF) demonstraram mecanismos regulatórios de inversão de DNA, sugerindo que esses 

micro-organismos sejam altamente adaptáveis, com variabilidade rápida e dinâmica nos 

padrões de expressão de moléculas de superfície (CARDENO-TARRAGA et al., 2005; 

COYNE et al., 2003; KUWAHARA et al., 2004). 

Estudos genéticos utilizando cepas de Bacteroides isoladas de microbiota humana 

têm mostrado que este gênero possui elementos móveis e conjugativos, como plasmídios e 

transposons, responsáveis pela transferência de genes. O gene cfiA tem sido encontrado 

apenas nas cepas NTBF padrão II e III, mas ainda na divisão II (BUCKWOLD et al., 2007). 

Se os genes responsáveis pela transferência desses transposons conjugativos são funcionais, é 

possível que o gene bft possa ser transferido de uma cepa enterotoxigênica para uma não 

toxigênica. A presença de novos transposons conjugativos transmissíveis, genes de virulência 

e resistência pode contribuir para o aumento do potencial de patogenicidade e aptidão dessa 

cepa. Além disso, esses fatores podem promover o desenvolvimento de uma infecção mais 

severa, que pode se tornar não susceptível à maioria das possibilidades terapêuticas (TERHES 

et al., 2007). 

Com base no elevado percentual de NTBF III (44,9% no Brasil e 38,8% na França) e 

assumindo a possibilidade de transferência horizontal de genes, estudos adicionais são 
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necessários para monitorar possíveis mudanças na enterovirulência desse micro-organismo, 

apesar da baixa incidência de cepas ETBF no Brasil. 

Os frequentes relatos demonstrando essa subdivisão em B. fragilis levaram à 

proposta que essas duas genomopécies possam representar duas diferentes espécies de 

Bacteroides spp. Nos últimos anos a taxonomia de Bacteroides spp. sofreu significativas 

mudanças (OLSEN & SHAH, 2008; SAKAMOTO & BENNO, 2006). A taxonomia de 

micro-organismos é um processo complexo que leva em consideração a análise de 

características fenotípicas, químicas e moleculares (taxonomia polifásica).  

A porcentagem de hibridização DNA-DNA é considerada padrão ouro para 

delineação de espécies levando em consideração que membros de uma mesma espécie 

compartilham 50-70% de reassociação de DNA e 5-7% de diferenças em estabilidade térmica 

entre duplex homólogo e heterólogo (WAYNE et al., 1987; JOHNSON, 1978; URSING; 

LIOR & OWEN, 1994; STACKEBRANDT et al, 2002). Dentro de muitas espécies bem 

definidas, esses valores de reassociação de DNA são acima de 70% (ROSSÉLLO-MORA & 

AMANN, 2001; ROSSÉLLO-MORA, 2003; 2005).  

Metodologias moleculares, mais comumente o sequenciamento do rDNA 16S, 

permitem a alocação direta de organismos em uma classificação filogenética, ao nível de 

família e gênero. A análise de sequências de rDNA 16S é a ferramenta mais utilizada em 

taxonomia e filogenia microbiana, estabelecendo relações evolutivas entre os micro-

organismos, e apresentando vantagens, como ser universalmente distribuída e apresentar 

regiões conservadas alternadas com regiões variáveis, o que teoricamente permitiria uma boa 

resolução filogenética (WOESE, 2000). No entanto, alguns estudos indicam que o rDNA 16S 

possui limitações como ferramenta taxonômica em alguns grupos bacterianos já que a maioria 

dos genomas bacterianos sequenciados possui múltiplas cópias com sequências variadas deste 

gene (STACKEBRANDT et al., 2002). Além disso, é frequentemente descrito que a variação 

existente nas sequências de rDNA 16S não é suficiente para discriminar espécies muito 

próximas. Por ser um gene muito conservado, o 16S rRNA é útil para estabelecer relações 

entre organismos distantes filogeneticamente, porém, a sua acurácia é reduzida 

gradativamente conforme o espectro filogenético analisado diminui, se tornando muito difícil 

diferenciar espécies muito relacionadas e virtualmente impossível diferenciar estirpes. 
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Adicionalmente, a resolução filogenética intra-específica em alguns casos não é suficiente 

(SCHLEGEL et al., 2003). Desde 2000, a análise de sequências de rDNA 16S tem se 

destacado nas sistemáticas microbianas, revolucionado a compreensão da evolução de 

procariotos e de sua diversidade (MORSE, O’HANLON & COLLINS, 2002; WOESE, 2000), 

representando um excelente instrumento para reconstrução de relações filogenéticas. No 

entanto, com as evidências de que segmentos do gene rRNA 16S podem ser transferidos 

lateralmente, existe a necessidade de uma criteriosa interpretação dos resultados obtidos 

(WANG & ZHANG, 2000). Organismos com menos de 97% de similaridade não geram 

valores de reassociação de DNA acima de 60% nos experimentos de hibridização DNA-DNA 

(STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994). Sendo assim, esse método não apresentaria uma 

base aceitável para a diferenciação dessa subdivisão em B. fragilis. 

O gene rpoB, que codifica a subunidade beta da RNA polimerase tem emergido 

como um gene candidato para análises filogenéticas e identificação de bactérias, 

especialmente em estudos de isolados intimamente relacionados (ADÉKAMBI, 

DRANCOURT & RAOULT, 2008). Associado ao gene rDNA 16S, o gene rpoB tem 

auxiliado no delineamento de novas espécies bacterianas e o refinamento das análises da 

comunidade bacteriana, assim como o monitoramento de mutações conferindo resistência à 

rifampicina. O sequenciamento de rpoB possibilita estimar eficientemente o conteúdo G+C%, 

valor de hibridização DNA-DNA e média de identidade de nucleotídeos (porcentagem da 

sequência total genômica compartilhada entre duas cepas) quando relações taxonômicas tem 

sido estabelecidas (ADÉKAMBI, DRANCOURT & RAOULT, 2008). 

Os sistematas têm encorajado a proposta de novas espécies com base em outras 

metodologias genômicas ou técnicas para suplementar ou suplantar a reassociação de DNA. 

Essas novas abordagens devem seguir os seguintes critérios: ser quantitativo e os resultados 

receptivos para análises estatísticas; ser validado com coleções de cepas para as quais dados 

extensos de similaridade DNA-DNA e, de preferência, estabilidade termal estejam 

disponíveis. Além disso, uma coleção de cepas representativas das linhagens filogenéticas de 

espécies devem ser incluídas nesse estudo (STACKEBANDT et al., 2002). O comitê ad hoc 

para reavaliação da definição de espécies em Bacteriologia considera algumas técnicas 

promissoras nessa área como o sequenciamento de genes de manutenção celular. O consenso 

atual é que um nível informativo de dados filogenéticos deva ser obtido a partir de um 
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mínimo de cinco genes. Esses genes devem estar presentes em diversos loci cromossômicos e 

amplamente distribuídos entre os taxóns. Os níveis de informação obtidos dependem da 

diversidade genética presente em um táxon. Portanto, o número absoluto de genes a serem 

analisados deve ser avaliado com base na eficiência de agrupamento dos clusters obtidos por 

uma variedade de análises filogenéticas. É esperado que o nível de divergência entre cepas de 

uma espécie possa diferir de táxon a táxon. Essa análise de sequências em múltiplos loci 

(MLSA) é uma extensão da abordagem de análise da tipagem de múltiplos loci (Multilocus 

Sequence Typing; MLST), que tem sido amplamente utilizada para indexar e organizar a 

variabilidade genética intra-espécie (STACKEBANDT et al., 2002; NASER et al., 2005; 

URWIN & MAIDEN, 2003). A MLST trouxe uma nova dimensão na elucidação de 

relacionamento genômico nos níveis inter e intra-específico pela análise de sequências desses 

genes metabólicos. Essa técnica tem sido empregada principalmente em epidemiologia, mas 

oferece a oportunidade de incorporar os discernimentos disponíveis a partir de abordagens 

filogenética e genética de população em sistemática bacteriana e provêm aos microbiologistas 

ferramentas de busca para marcadores filogenéticos independentes de genes rDNA 

(ENRIGHT & SPRATT, 1999; COOPER & FEIL, 2004; TURNER & FEIL, 2007).   

MLST e MLSA têm sido apontadas como poderosos e pragmáticos métodos 

moleculares para tipagem de um grande número de cepas microbianas para estudos de 

genética de população, delineação de espécies e determinação de cepas para espécies 

bacterianas definidas (BISHOP et al., 2009; MARGOS et al., 2009). Estudos de taxonomia 

têm apontado que os resultados de MLEE apenas refletem indiretamente a estrutura 

populacional genética, tornando difícil a comparação entre resultados obtidos em diferentes 

laboratórios. Por outro lado, a utilização de sequências de nucleotídeos com variação pode 

diretamente identificar tipos alélicos, disponibilizando dados que possam ser comparados em 

diversas partes do mundo, como o emprego do MLST. No entanto, ainda não existe nada 

descrito até o momento para o gênero Bacteroides spp.  

Com base nesses princípios de análise de genes de manutenção celular, a técnica de 

MLSA tem emergido como uma nova abordagem para fins taxonômicos (NASER et al., 

2005). Para avaliar a presença dessa divisão em nossas cepas, foi realizado uma MLSA de 

cinco loci: rrs (rRNA16S), rpoB e três das 15 enzimas metabólicas anteriormente utilizadas 
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para MLEE por GUTACKER, VALSANGIACOMO & PIFFARETTI em 2000: est 

(esterase), gdh (glutamato dehidrogenase) e pgm (fosfoglucomutase).  

Inicialmente, foi estudado um conjunto incluindo todas as 16 cepas cfiA positivas e 

um grupo de 16 cepas cfiA negativas. A equivalência numérica entre os dois grupos foi 

realizada para obtenção de uma base comparativa homogênea. No entanto, os resultados de 

muitas sequências não foram considerados satisfatórios. Com isso, estas sequências foram 

retiradas das análises. No intuito de construir uma análise comparativa para os cinco genes 

analisados pós MLSA, apenas as cepas que apresentavam sequências com gráfico do 

eletroesferograma apresentando picos elevados bem definidos e sulcos aprofundados com 

leitura de nucleotídeo correspondente correta e identidade com a sequência correspondente no 

GenBank foram selecionadas. Porém, as sequências das cepas ETBF obtidas que 

apresentaram resultado adequado agruparam-se dentro da divisão contendo as cepas cfiA 

negativas (divisão I). As cepas NTBF III apresentaram-se dispersas em ambos os subgrupos 

detectados. O elevado percentual (47,2%) de cepas albergando o gene cepA era esperado, 

devido ao fato desse gene estar presente no cromossomo (GARCIA et al., 2009).  

As metodologias de distância têm como objetivo construir uma árvore filogenética 

tomando como base uma matriz de distância. Esta matriz demonstra as distâncias evolutivas 

entre cada uma das sequências alinhadas. Os pares de sequências que apresentarem as 

menores distâncias entre eles são denominados “vizinhos” (neighbor). Em uma árvore, tais 

sequências compartilham um mesmo nó interno e são ligadas ao mesmo por um ramo. O 

objetivo destes métodos é identificar uma árvore que posicione os “vizinhos” corretamente e 

que também determine o tamanho dos ramos de modo que reproduzam os dados originais da 

melhor forma possível. Esse método de distância é denominado Neighbor – Joining (NJ) 

(SAITOU & NEI, 1987) e é especialmente útil quando as taxas de evolução das linhagens 

consideradas variam. Existem alguns algoritmos que utilizam métodos de distância para 

construir árvores filogenéticas (WIENS & SERVEDIO, 1998; MOUNT, 2004). 

O princípio da parcimônia máxima ou mínima evolução está relacionado à 

identificação da árvore filogenética que apresente o menor número de mudanças evolutivas 

para explicar as diferenças entre as unidades taxonômicas operacionais (Operational 

Taxonomic Units, OTUs) estudadas (MOUNT, 2001). Esse método cladístico resulta em uma 
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árvore chamada de árvore de parcimônia máxima. Pode acontecer de ser obtida mais de uma 

árvore contendo o mesmo número mínimo de mudanças encontradas entre as OTUs. Assim, 

podemos obter duas árvores distintas a partir dos mesmos dados de entrada (SWOFFORD et 

al., 1996). 

Em parcimônia máxima (Maximum Parsimony; MP), para ser construída a topologia 

da árvore mais parcimoniosa, não são observadas todas as sequências de nucleotídeos, apenas 

aquelas que apresentam sítios informativos (MOUNT, 2001). Para calcularmos uma árvore de 

parcimônia máxima devem ser identificados, primeiramente, todos os sítios informativos 

presentes nas sequências de DNA das OTUs. Em seguida, para cada árvore filogenética 

possível, deve ser calculado o número mínimo de substituições em cada sítio informativo. 

Finalmente, é somado o número de mudanças de todos os sítios informativos para cada árvore 

e escolhida a árvore associada com o menor número de substituições. 

O princípio da máxima verossimilhança (Maximum Likelihood; ML) consiste em 

avaliar a probabilidade de que um determinado modelo de mudanças evolutivas possa 

explicar a origem dos dados observados. Estimativas de ML foram utilizadas pela primeira 

vez por Cavalli-Sforza & Edwards em 1967, embora não utilizando dados de sequência de 

macromoléculas (realizado por FELSENSTEIN em 1981). O objetivo do método é inferir o 

histórico ou o conjunto de histórias evolutivas que sejam os mais consistentes em relação aos 

dados estudados. Para a aplicação do ML, é necessário que um modelo concreto de mudanças 

evolutivas que leve à conversão de uma sequência em outra seja especificado. Nesta 

metodologia, os modelos de mudanças evolutivas são avaliados quanto à sua probabilidade de 

explicar um conjunto de dados de forma que reflita a história evolutiva mais próxima da 

realidade, ou seja, a história mais verossímil (likelihood). Nessa avaliação, os modelos 

recebem valores de verossimilhança e aquele que apresentar o melhor valor é o que será 

utilizado para se inferir a árvore filogenética. 

É de fundamental importância reconhecer que as árvores filogenéticas obtidas pelos 

métodos descritos acima são hipóteses. Deve-se, portanto testar a estabilidade e a confiança 

dos dados. Existem alguns métodos que permitem saber se os dados são bem estruturados ou 

se contém um bom sinal filogenético. Como já mencionado, um dos métodos mais utilizados 

é o do bootstrap. Os índices de bootstrap (EFRON, HALLORAN & HOLMES, 1996; 
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FELSENSTEIN, 1985) são verificados através da análise de reamostragem de caracteres da 

matriz de dados, gerando novas matrizes. Se, na reamostragem de caracteres, determinados 

ramos permanecem sempre juntos nas novas topologias simuladas, aquele nó que os une 

receberá um valor de 100% na árvore original. 

É importante ressaltar que não existe uma única metodologia que se aplique a todos 

os estudos filogenéticos realizados com dados moleculares. Embora existam inúmeros 

algoritmos, procedimentos e softwares desenvolvidos para este tipo de análise, sua 

confiabilidade e praticidade são em todos os casos dependentes do tamanho e da estrutura dos 

dados analisados. As vantagens e desvantagens destes métodos estão sujeitas a debates 

científicos, devido ao risco de gerar resultados incorretos é maior na filogenia molecular 

computacional do que em muitos outros campos da ciência. Por vezes, o fator limitante neste 

tipo de análise não é o poder computacional, mas sim o conhecimento do pesquisador 

(FELSENSTEIN, 1981; MOUNT, 2004). 

Na sistemática, estudos envolvendo variação intra-espécies incluem investigações 

dos perfis fisiológicos e a utilização de pelos menos três métodos de construção das árvores 

filogenéticas como: distância (NJ), parcimônia (MP) e verossimilhança (ML) (WIENS, 1995; 

SWOFORD et al., 1996).  No presente trabalho, foram empregadas essas três metodologias e 

as árvores resultantes apresentaram topologias similares. Com isso, todas as árvores 

representadas de NJ apresentaram resultados confirmados pelos demais métodos de 

agrupamento MP e ML.   

Em 2007, Ko e colaboradores analisaram as sequências dos genes rRNA 16S e rpoB 

de um grupo de 19 cepas de referência de diferentes espécies depositadas no GenBank, sendo 

que dentre as cinco sequências de B. fragilis apenas uma albergava o gene cfiA. Os autores 

relataram a existência dessa divergência (variando entre 8,2 e 11,1%) intra-espécie referente à 

presença dos subgrupos I e II. Os níveis de divergência inter-espécies das sequências de rpoB 

(7,6-20,8%) foram superiores aos encontrados nas sequências de rDNA 16S (3,1-8,9%), 

apontando o rpoB como um gene alternativo na distinção de Bacteroides spp (KO et al., 

2007). Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo, as sequências dos genes rpoB, gyrB 

(girase B), pdiA (isomerase proteína dissulfeto) e ompA (proteína de membrana externa A) 

foram determinadas. Foi investigada uma coleção de 63 cepas de B. fragilis isoladas na 
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Coreia e no Japão, incluindo quatro cepas de referência. Desse total, somente três albergavam 

o gene cfiA. Os índices de divergência entre as duas divisões variaram de 7,5 e 17,4% entre as 

sequências dos genes rpoB (8,2-10%), gyrB (14,6-17,4%), pdiA (10,1-12,2%) e ompA (7,5-

8,4%). Todas as sequências dos quatro genes demonstraram uma clara separação dos grupos 

cfiA negativos e cfiA positivos, sendo relatada uma elevada frequência de recombinação intra-

espécie na divisão I. Nesse mesmo estudo, foi investigada a distribuição do gene bft, sendo 

que os isolados que albergavam esse gene apresentaram-se esparsamente distribuídos na 

divisão I (KO et al., 2009).   

Os resultados do presente trabalho indicam que as análises dos genes rpoB e rrs 

continuam apresentando a existência desses dois subgrupos em B. fragilis, conforme relatado 

em estudos recentes (KO et al. 2007; KO et al., 2009). A divergência entre as sequências das 

cepas dos dois subgrupos variou de 1,3 a 3,4% para o gene rrs de 5,7 a 6,6% para o gene 

rpoB. 

Nenhum dos demais três genes de manutenção celular foram descritos em análises 

filogenéticas. Os índices de divergência do gene est encontrados variaram de 11,8 a 12,6 entre 

os subgrupos, enquanto os genes pgm e gdh apresentaram taxas de 13,3 e 7,0%, 

respectivamente. Contudo, apenas as matrizes de divergência dos genes rrs, rpoB e est foram 

consideradas nesse estudo, uma vez que apenas as sequências desses genes foram capazes de 

separar eficientemente os grupos de cepas cfiA positivas  cfiA negativas. 

Com base nesses resultados, o gene est apresenta uma maior taxa de evolução do que 

os genes rrs e rpoB. A árvore filogenética resultante da análise desse gene possui topologia 

bem definida e distinta entre os subgrupos com 100% de índice bootstrap (em 100% dos 

agrupamentos as cepas foram arranjadas conforme apresentado na árvore). Esse gene 

metabólico, nunca anteriormente empregado em estudos filogenéticos, pode emergir como 

uma nova ferramenta na distinção de grupos filogeneticamente relacionados, principalmente 

na divergência intra-espécies. 

A diferenciação desses dois subgrupos pode também ser observada através da 

presença de substituição de nucleotídeos. Nas sequências de todos os loci, foram buscadas 

regiões conservadas que pudessem indicar a substituição de nucleotídeo e consequente 
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alteração na codificação de aminoácidos. Nas sequências de rDNA 16S foi verificada uma 

única região de 15 nucleotídeos conservada entre as cepas de um mesmo subgrupo. No gene 

rpoB, 18 regiões de substituição de nucleotídeo conservadas também características de cada 

subgrupo foram encontradas. Com relação ao gene est, 32 regiões foram detectadas, sendo 

que em uma delas, uma sequência de três nucleotídeos foi modificada (AGG�GAA; 

arginina�glutamato). Esses dados não podem ser considerados assinaturas genômicas uma 

vez que o conceito destas está condicionado à invariabilidade de composição de nucleotídeos 

intragenômicos relativos, tipicamente representada pelos arranjos de frequências de 

nucleotídeos, normalizados pelo conteúdo G+C (SANDBERG et al., 2003). 

Com base nesses dados, técnicas de detecção de polimorfismo, como RFLP, podem 

ser desenvolvidas para identificação desses subgrupos devido à baixa variabilidade dentro de 

cada grupo. 

Apesar da homologia de DNA desses subgrupos (64-72%) determinadas por 

hibridização DNA-DNA (JOHNSON, 1978) serem limítrofes para delineação de espécies 

(PALYS, NAKAMURA & COHAN, 1997), os valores descritos de similaridade de 

sequências de rDNA 16S (98,4-98,9%) estão dentro dos limites (97%) de definição de uma 

única espécie (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994). A despeito da ausência de qualquer 

diferença metabólica entre cepas de B. fragilis nas subdivisões I e II, a notável divergência 

entre essas duas divisões, assim como o nível de homogeneidade dentro de cada divisão, 

fortemente reforça a ideia da existência de dois grupos geneticamente distintos.  

A abordagem utilizada nesse estudo, baseada na análise de regiões codificadores de 

proteínas para acessar a diversidade e relacionamentos de espécies bacterianas é similar em 

conceito aos dados genotípicos obtidos pelo MLST que tem sido desenvolvido na 

determinação da diversidade gênica entre espécies bacterianas. No entanto, apesar do MLST 

ser utilizado principalmente no monitoramento da epidemiologia e estrutura de populações 

dentro de espécies patogênicas, ainda não foi descrito para B. fragilis. Levando em 

consideração o potencial patogênico desse micro-organismo, os conjuntos de iniciadores 

desenhados no presente estudo podem servir como um ponto inicial no desenvolvimento de 

esquemas de MLST em uma variedade de espécies bacterianas, incluindo as que não têm sido 
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previamente bem caracterizadas em nível molecular e permitirá uma análise comparativa 

futura de processos evolucionários e moleculares ao longo de diversos táxons.  

Bacteroides spp. é o gênero predominante encontrado nas superfícies epiteliais retais 

e colônicas in vivo e provavelmente são os principais micro-organismos degradadores de 

polissacarídeo devido a sua capacidade de crescer em uma variedade de polissacarídeos e 

sintetizar uma série de despolimerases e glicosidades associadas a superfície celular 

(MACFARLANE, WOODMANSEY & MACFARLANE, 2005). Estudos in vitro com B. 

fragilis sugerem que através da regulação do metabolismo, o acúmulo de açúcares durante 

despolimerização de cadeias oligossacaridicas de mucina podem ter importantes 

consequências no que diz respeito à fisiologia e ecologia de outras espécies que estejam 

presentes no ambiente de degradação de muco (MACFARLANE, WOODMANSEY & 

MACFARLANE, 2005). A variação de fase de polissacarídeos de superfície desse micro-

organismo é uma característica conservada da espécie (COYNE et al., 2003). Em um estudo 

realizado por Weinacht e colaboradores (2004), foi verificado que as bactérias que expressam 

moléculas de superfície capazes de autoagregar são mais aptas a aderir à mucosa intestinal, 

provendo uma população capaz de se manter no ambiente de forma contínua. É possível que 

as substâncias auto-agregativas contribuam para a manutenção de comunidades bacterianas ou 

biofilmes dentro de um ecossistema intestinal (WEINACHT et al., 2004).  

Com isso, no presente estudo, foi verificada em que a existência dessa subdivisão 

poderia influenciar na expressão desse fator de virulência de B. fragilis. Inicialmente, foi 

realizado um ensaio de aderência desse micro-organismo a uma superfície inerte. Nesse 

ensaio da produção de biofilme, não foi verificada nenhuma alteração no padrão de adesão 

entre as cepas de ambos os subgrupos, indicando que a subdivisão não interfere na quantidade 

de biofilme produzido. 

Uma outra importante característica de B. fragilis consiste no fato desse micro-

organismo constituir a espécie bacteriana anaeróbia mais frequentemente isolada de infecções 

humanas, principalmente em caso de sepse intra-abdominal. A formação de abscessos intra-

abdominais é um exemplo da resposta imunológica do hospedeiro, que age como uma barreira 

de contenção dos organismos infectantes dentro da cavidade peritoneal. Embora a resposta 

tecidual seja inicialmente benéfica ao hospedeiro, abscessos não tratados causam significante 
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morbidade e podem ser fatais. O complexo polissacarídeo capsular (CPC) é um determinante 

de virulência primário que induz a formação desses abscessos (ONDERDONK, 2004). No 

presente estudo, foi empregado o modelo de indução de abscessos em camundongos proposto 

por Sund e colaboradores (2008) para avaliação da expressão desse virulência por cepas 

representantes de cada subgrupo na cavidade peritoneal. 

Foi observada uma maior indução na formação de abscessos pela cepa pertencente à 

subdivisão I (cfiA negativa; cepA positiva), com a detecção de abscessos no fígado, estômago 

e membrana da cavidade peritoneal. Apesar da inviabilidade de realizar a contagem UFC/mL, 

devido ao número de colônias ser inferior a 30, as colônias resultantes eram características de 

B. fragilis. Por outro lado, a cepa pertencente à subdivisão II (cfiA positiva; cepA negativa) 

induziu a formação de apenas um abscesso em somente um camundongo, e nenhuma colônia 

foi observada após cultivo.  

Esses resultados sugerem que a presença dessa divisão na espécie de B. fragilis 

talvez possa interferir na formação de abscessos por esse micro-organismo. No entanto, 

investigações mais aprofundadas acerca desse fator de virulência e todos os outros expressos 

por esse micro-organismo ainda se tornam necessárias. 
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CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS   

1) No presente estudo foi possível observar um elevado índice de cepas de B. fragilis não-

toxigênicas padrão III e esses níveis foram mantidos ao longo dos anos. Foi detectado 

beste estudo um baixo índice (0,9%) de cepas toxigênicas no Brasil. Este resultado 

conifrma dados anteriores, mas é de fundamental importância o contínuo monitoramento 

da evolução desses perfis de enterovirulência e distribuição dos padrões ETBF e NTBF 

III. A elevada taxa de detecção de 11,1% de ETBF em uma amostragem de um único 

centro hospitalar da França, alerta para o alto índice de ETBF circulante nesse país. Esse 

fato demonstra a necessidade de maiores investigações direcionadas para a detecção desse 

perfil enterovirulento. O presente estudo é o segundo relato da frequente presença de 

cepas ETBF, apesar de ambos trabalhos empregarem um pequeno número de cepas. 

Semelhante ao Brasil, a taxa de isolamento de cepas NTBF III na França também é 

elevada (38,8%).   

2) O emprego da técnica de MLSA em um conjunto de 17 cepas através da análise dos genes 

rrs (rRNA16S), rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), est (esterase), gdh 

(glutamato dehidrogenase) e pgm (fosfoglucomutase) demonstrou que os gene rrs, rpoB e 

est são excelentes ferramentas na distinção dos subgrupos I (cfiA negativas) e II (cfiA 

positivas). A análise do gene est emerge como uma nova ferramenta de análise 

filogenética capaz de distinguir cepas de uma mesma espécie com maior eficiência que as 

sequências do gene rrs e rpoB.  

3) A produção de biofilme por cepas de ambos os grupos é indistinguível, indicando que a 

capacidade de B. fragilis aderir a superfícies inertes não é afetada pela presença dessa 

subdivisão.  

4) Os ensaios em modelo animal demonstraram diferenças na indução de formação de 

abscessos entre as cepas representantes de cada subgrupo. A cepa da subdivisão I (cfiA 

negativa; cepA positiva) apresentou um maior potencial de indução da formação de 

abscessos do que a cepa pertencente a subdivisão II (cfiA positiva; cepA positiva). Esses 

dados sugerem diferenças no potencial de virulência de B. fragilis.  
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