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Resumo em Português 
 

 
Manifestações clinicas no trato gastrintestinal como as diarréicas agudas figuram 

como uma das principais causas de morte em crianças. Espécies do grupo 

Bacteroides fragilis são importantes constituintes da microbiota intestinal. Sua 

importância é reconhecida como agente etiológico de infecções endógenas 

associados ao trato gastrintestinal, além de outros sítios. Nosso objetivo foi avaliar a 

ocorrência e a distribuição de espécies do grupo B. fragilis em amostras fecais de 

crianças com e sem diarréia, seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e 

investigar a presença de linhagens enterotoxigênicas. Foram analisadas 175 

amostras fecais provenientes de crianças apresentando (n=110) ou não (n=65) 

manifestações clínicas no trato gastrintestinal, com idade média de 2 anos de idade, 

obtidas em Juiz de Fora, MG. As amostras foram avaliadas por métodos bioquímico-

fisiológicos e moleculares (PCR-Multiplex), e o perfil de susceptibilidade aos 

antimicrobianos foi determinado por metodologia de diluição em Agar, de acordo 

com CLSI. Dos isolados, foram identificadas 47 linhagens bacterianas 

representativas do grupo B. fragilis. Pelo método bioquímico, identificamos 8 

espécies do grupo e 4 espécies foram identificadas pelo método de biologia 

molecular. Em 58,3% das amostras fecais, foram detectadas espécies do grupo B. 

fragilis pela técnica de PCR – Multiplex. Em relação a linhagens enterotoxigências, 

estas foram detectadas em 4,6% dos espécimes fecais, sendo em 3,7% das 

amostras diarréicas e em 6,15% das amostras controle. Observou-se resistência a 

todos os antimicrobianos testados (ampicilina, ampicilina/sulbactam 

piperacilina/tazobactam, meropenem, ceftriaxona, clindamicina e cloranfenicol). No 

entanto, as drogas mais eficazes foram ampicilina/sulbactam e 

piperacilina/tazobactam. Os resultados mostraram que o grupo B.fragilis é 

prevalente na microbiota fecal de crianças em Juiz de Fora, entretanto, em níveis 

superiores nas fezes não diarréicas. A metodologia molecular mostrou-se mais 

eficiente na identificação microbiana, quando comparada às técnicas bioquímico-

fisiológicas. Os altos níveis de resistência observados suscitam reflexões sobre o 

uso indiscriminado de antimicrobianos. Estudos prospectivos são necessários para 

um melhor conhecimento do papel destas bactérias nas diarréias agudas em 

crianças.  



ABSTRACT 
 

 

Clinical conditions in the gastrointestinal tract such as acute diarrhea are one of the 

major causes of death in children. Species of Bacteroides fragilis group are important 

constituents of the intestinal microbiota. Its importance is recognized as the etiologic 

agent of endogenous infections associated with gastrointestinal tract and other sites. 

Our objective was to evaluate the occurrence and distribution of species of B. fragilis 

group in fecal samples of children with and without diarrhea, their antimicrobial 

susceptibility patterns and to investigate enterotoxigenic strains. We analyzed 175 

fecal samples from children presenting (n = 110) or not (n = 65) clinical 

manifestations in the gastrointestinal tract, with an average of 2 years of age, 

obtained in Juiz de Fora, MG. The samples were evaluated by biochemical-

physiological and molecular (PCR-Multiplex) methods. The drug susceptibility 

patterns were determined by the agar dilution method according to CLSI. Of the 

isolates were identified 47 bacterial strains representative of B. fragilis group. By the 

biochemical-physiological methodology, 8 species of the group were identified and 4 

were identified by the molecular genetics technique. In 58.3% of the fecal samples, 

B. fragilis group were detected by the Multiplex - PCR. Enterotoxigenic strains were 

detected in 4.6% of fecal specimens, of which 3.7% in the diarrheic and 6.15% in the 

control samples. Antimicrobial resistance was observed against all tested drugs 

(ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin/tazobactam, meropenem, ceftriaxone, 

clindamycin and chloramphenicol), although the most effective drugs were 

ampicillin/sulbactam and piperacillin/tazobactam. The results showed that the 

B.fragilis group is prevalent in the fecal microbiota of children in Juiz de Fora, 

however, at higher levels in feces from health donors than in diarrheic samples. The 

molecular methodology was more effective in identifying microbial strains when 

compared to the biochemical and physiological techniques. The high levels of 

resistance observed raise thoughts about the indiscriminate use of antimicrobials. 

Prospective studies are needed to gain a better understanding on the role of these 

bacteria in acute diarrhea in children. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

As doenças do trato gastrintestinal têm uma distribuição global e afetam 

milhões de indivíduos em todo mundo. A sua etiologia é variada e inclui 

microrganismos de grande relevância na medicina humana, como as bactérias, 

dentre outros agentes. Nos países em desenvolvimento, estas doenças figuram 

como uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade em indivíduos 

de todas as faixas etárias e, especialmente, em crianças de pouca idade, ao 

considerar-se a etiologia bacteriana e viral.  

 Nos países desenvolvidos, estas doenças ainda permanecem como uma 

queixa muito comum, mas geralmente branda e auto-limitada, exceto em indivíduos 

muito jovens, em idosos e, sobretudo em imunocomprometidos. A maioria dos 

patógenos é encontrada em todo mundo, entretanto tais doenças podem ser 

adquiridas por viajantes e importadas para os seus países de origem, sobretudo 

considerando-se os processos de globalização. Neste sentido, observa-se a 

necessidade do mapeamento epidemiológico das áreas de ocorrência, bem como a 

definição dos agentes etiológicos envolvidos. Segundo a literatura disponível, muitos 

casos de doenças do trato gastrintestinal não são diagnosticados, seja devido a 

manifestações brandas e auto-limitadas em que os pacientes não procuram 

atendimento médico, ou porque existe uma sobrecarga na saúde pública, que 

dificulta a utilização dos recursos médicos e laboratoriais disponíveis.  

Além disso, existe uma carência de dados científicos sobre a ocorrência e a 

epidemiologia destas doenças, o que pode interferir com as políticas de 

gerenciamento de recursos humanos e de infra-estrutura, especialmente nos países 

em desenvolvimento. O surgimento de formas graves extra-intestinais e 

disseminadas de doenças bacterianas de origem no trato gastrintestinal torna-se 

preocupante à medida que os profissionais da saúde não estão adequadamente 

preparados para o diagnóstico, intervenção e notificação precoces, pelo 

desconhecimento da ocorrência da doença nas diferentes regiões. 

É reconhecida a importância das bactérias anaeróbias obrigatórias na 

etiologia das infecções humanas do trato gastrintestinal de seres humanos e de 

outros animais, dentre outras bactérias e grupos microbianos. Entre estes 

microrganismos, destacam-se os bastonetes Gram negativo do grupo Bacteroides 
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fragilis - considerado o grande vilão da medicina moderna. As bactérias anaeróbias 

estritas pertencentes ao grupo B. fragilis estão frequentemente associadas a 

doenças no trato gastrintestinal, principalmente em quadros de diarréia aguda e 

doenças inflamatórias intestinais, dentre outras. A predominância de bactérias 

anaeróbias em relação às aeróbias na microbiota intestinal de mamíferos, incluindo 

humanos e não humanos, é fato reconhecido, chegando a atingir, a proporção de mil 

para um.  

Deve-se destacar, que a bacteriologia de anaeróbios demanda rotinas 

especiais, no que se refere à coleta, transporte e processamento de materiais 

biológicos para estudos envolvendo isolamento e identificação destes 

microrganismos. Neste sentido, torna-se essencial ao diagnóstico e à pesquisa 

epidemiológica da participação destes microrganismos nas doenças de trato 

gastrintestinal, o correto manejo dos espécimes clínicos. A busca por novas 

metodologias de estudo pode permitir o conhecimento mais exato da participação 

destes microrganismos nos diferentes ecossistemas. 

Apesar dos vários estudos relacionados à virulência e a patogenicidade do B. 

fragilis, o conhecimento da epidemiologia de infecções causadas por estes 

microrganismos é limitado. Espécies de B fragilis, em certas condições, podem 

produzir enterotoxinas, que têm sido relacionadas com diarréias e outras doenças 

intestinais em crianças, adultos jovens e idosos, além de outros animais. Estas 

linhagens são chamadas de Bacteroides fragilis enterotoxigênicas (ETBF) e o seu 

envolvimento como agente etiológico de doenças gastrintestinais tem sido destacado 

por vários cientistas nos últimos anos. De acordo com a literatura, esta enterotoxina 

está associada com a perda de fluidos, esfoliação e alteração do citoesqueleto de 

células intestinais e, ainda, associadas com a manifestação clínica de câncer de colo 

retal. 

Assim, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de estudos 

prospectivos que visem a avaliação da ocorrência e a caracterização de linhagens 

de Bacteroides spp. enterotoxigênicas ou não e seu perfil de susceptibilidade a 

drogas, em estudos regionais para o conhecimento da distribuição e as implicações 

destas bactérias nas doenças relacionadas ao trato gastrintestinal nas diferentes 

regiões, especialmente considerando-se indivíduos de pouca idade cuja 
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susceptibilidade à complicações relacionadas às manifestações clínicas do trato 

gastrintestinal é maior.  

Este projeto insere-se na linha de pesquisa “Epidemiologia das doenças 

infecto-parasitárias do trato gastrintestinal”, do Departamento de Parasitologia, 

Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, em 

colaboração com a Secretaria de Saúde, Saneamento e Desenvolvimento Ambiental 

de Juiz de Fora, MG.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1. Aspectos clínicos e epidemiológicos das doenças diarréicas 

 

Manifestações clínicas no trato gastrintestinal de etiologia bacteriana, como 

doenças diarréicas e doenças inflamatórias agudas permanecem um problema para 

milhões de seres humanos no mundo inteiro (DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ, 

2005). Em paises em desenvolvimento essas doenças são uma das duas principais 

causas de morte infantil e contribuem para a severidade de deficiências relacionadas 

à desnutrição (PATHELA et al., 2005). Apesar dos avanços da microbiologia clínica, 

o diagnóstico e a epidemiologia dessas doenças ainda é um grande problema e 

permanece como uma importante meta para o desenvolvimento de políticas de 

saúde pública (PATHELA et al., 2005; SHELTON et al., 2006).  

Além disso, outras manifestações de doença bacteriana no trato 

gastrintestinal de grande relevância na medicina humana compreendem as doenças 

inflamatórias intestinais, que são consideradas inflamações crônicas. Estes 

processos clínicos geralmente se manifestam como doença de Crohn e colites 

ulcerativas, que podem ser diferenciadas, do ponto de vista clínico, pela aparência 

endoscópica e histologica (BASSET et al., 2004). Segundo literatura científica 

recente, há de se considerar, também, o envolvimento de processos ou produtos 

bacterianos na etiologia de câncer de colo retal em seres humanos, como uma 

manifestação clínica no trato gastrintestinal associada a estes microrganismos 

(TOPRAK et al., 2006). 

Entre estas doenças, segundo dados da literatura, a diarréia é a segunda 

causa mais importante de morte no mundo, antecedida pela desnutrição. Apesar das 

diversas técnicas microbiológicas disponíveis, aproximadamente metade dos casos 

de diarréia permanecem sem definição da etiologia, o que dificulta a implantação de 

políticas e estratégias de mapeamento e controle das áreas endêmicas de 

ocorrência destes patógenos (DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ, 2005).  

A doença diarréica infantil é ainda nos dias de hoje uma síndrome frequente 

estando entre as principais causas de consulta, internação e letalidade (BERN et al., 

1992). A doença ocorre quando aumenta a proporção de água contida nas fezes e 

pode ser classificada em aguda ou persistente. A diarréia aguda é definida como um 
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processo sindrômico de duração igual ou inferior a 14 dias, de etiologia 

presumivelmente infecciosa (viral, bacteriana ou parasitaria) que provoca má 

absorção de água e eletrólitos, aumento do número de evacuações, três ou mais em 

um período de 24h, e aumento do volume do fluido fecal. O inicio da diarréia 

geralmente é súbito e a duração é menor que três semanas, a grande maioria 

resolvendo-se em menos de três a cinco dias (MITRA et al., 1991; TEKA et al., 1996; 

ANDRADE et al., 1999). A diarréia persistente representa um episódio diarréico de 

início abrupto com duração superior a 14 dias (NAKANO et al., 2006). 

Alem da diarréia propriamente dita, é comum a ocorrência de desconforto 

abdominal, cólica, plenitude, excesso de flatos, mal estar generalizado, náusea e 

vômitos. Menos frequentemente, pode-se observar sangue, pus, muco e febre. A 

diarréia com perda de líquido, em pessoas debilitadas por outras doenças, em 

idosos ou em crianças, pode evoluir para desidratação. Nestes casos pode-se notar: 

ressecamento das mucosas, saliva escassa e espessa, sede excessiva, cansaço e 

sonolência (NAKANO et al., 2006). 

 A diarréia pode apresentar-se com quadro clínico de desidratação grave e 

choque hipovolêmico (BONE et al.,1992). Na condição clinica de choque por diarréia 

aguda é comum à introdução de antibioticoterapia dirigida para enterobacterias, 

associada à reposição de líquidos e uso de drogas vasoativas (TOBIN & WETZEL, 

1996).  

Uma das prioridades no tratamento dos pacientes com diarréia aguda e 

choque é a identificação através de indicadores clínicos ou laboratoriais na 

admissão do paciente em serviço de emergência ou unidade de terapia intensiva 

dos pacientes com risco maior de evoluir para óbito. Uma vez reconhecida a 

importância da doença diarréica como problema prioritário de saúde, há 

necessidade de combatê-la procurando formas de reduzir sua morbidade e 

mortalidade (PONTUAL et al.,2006). 

No perfil de morbidade típico das populações infantis dos paises não 

desenvolvidos, a doença diarréica ocupa papel de grande relevância. A importância 

desta patologia decorre, em primeiro lugar, de sua participação nos coeficientes de 

mortalidade na infância, onde com frequência, a diarréia se destaca como a principal 

causa de morte. Também são os efeitos nocivos dos episódios diarréicos para o 

crescimento e desenvolvimento infantis. Não menos importante é a forte pressão 
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que a doença diarréica exerce sobre a demanda por assistência a saúde 

(BRANDÃO et al., 2005). 

 Em muitos países a incidência de infecções diarréicas em seres humanos 

tem crescido de maneira significativa nos últimos anos. Em alguns países 

desenvolvidos, como nos Estados Unidos, estima-se que a incidência destas 

doenças esteja na ordem de um a dois milhões de casos associados com 500 a 

2000 óbitos por ano (CHIU, SU & CHU, 2004).  

No mundo, a doença diarréica é uma causa importante de morbidade e 

mortalidade em crianças menores de cinco anos, com 1.4 bilhões de casos anuais 

sendo 1.3 bilhões de casos necessitando de cuidados domiciliares, 9 milhões de 

internações e 3.1 milhões de mortes (PONTUAL et al.,2006).Números fornecidos 

pela Organização Mundial da Saúde (2008) indicam que as diarréias matam, a cada 

ano, de 3 a 4 milhões de crianças, sobretudo na África, Ásia e América Latina. 

Informações relativas à ocorrência de morbidade em geral e da doença 

diarréica em particular são escassas em nosso país. De acordo com Benício e 

colaboradores (2007), os poucos dados científicos disponíveis sobre a etiologia da 

diarréia estão associados a levantamentos de registros de serviços de saúde, o que 

torna problemática, sua utilização em inferência populacional ampla. Estatísticas de 

mortalidade por causas especificas da diarréia na população, consideram apenas 

casos muito graves da doença. Assim, a incidência da doença diarréica é 

virtualmente desconhecida no Brasil. 

Em nosso país a mortalidade é expressiva no nordeste, cerca 10% e mais 

baixa no sudeste, cerca de 2.7%. Estima-se que anualmente 15 mil crianças vão a 

óbito no Brasil por consequência da doença diarréica (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2008). Dados do Ministério da Saúde confirmam que a diarréia ocupa o segundo 

lugar entre as causas de hospitalização. O numero de mortes por diarréia é alto, 

mas houve uma redução nas décadas de 80 e 90 com o advento da terapia de 

reidratação oral. A Terapia de Reidratação Oral (TRO), administrada dentro do 

programa de assistência primária de saúde, é uma prática efetiva e de custo 

relativamente baixo para reduzir a mortalidade por desidratação causada por diarréia 

aguda. Porém, são indispensáveis outras formas de intervenção como, promoção do 

aleitamento materno, melhorias sanitárias, tratamento da diarréia persistente e 

imunização (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). 
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A incidência de mortalidade é maior em crianças com menos de cinco anos e 

em adultos com mais de 60 anos. O risco de doença é maior em crianças que vivem 

em condições de pobreza em países em desenvolvimento. A dose infecciosa 

considerando-se a etiologia bacteriana é mais baixa em pessoas consideradas de 

alto risco devido à idade, imunossupressão, doenças subjacentes (leucemias, 

linfomas, anemia falciforme) ou a diminuição da acidez gástrica (MURRAY et al., 

2006). Apesar de muitos estudos apontarem os vírus como etiologia preponderante 

nos paises desenvolvidos, a etiologia bacteriana é muito importante, sobretudo em 

crianças que vivem em paises em desenvolvimento (TOPOROVISKI et al.,2002; 

SOUZA et al., 2003).Dentre os fatores prognósticos ligados ao óbito em pacientes 

com diarréia aguda, a nutrição deficiente é destacada como um dos principais, ao 

lado da ausência de aleitamento e faixa etária menor que doze meses (MITRA et al., 

1991; TEKA et al., 1996; ANDRADE et al., 1999). 
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2.2. Considerações sobre os microrganismos da microbiota residente e da 

microbiota transitória  

 

Em um ambiente repleto de microrganismos, todos os animais tornam-se 

colonizados desde o momento do nascimento por toda a vida e, tanto o homem 

como outros seres vivos, albergam uma variedade de espécies bacterianas 

(SALYERS,1984; ELDSTEIN,1990). 

Segundo alguns autores, especialmente considerando-se a espécie humana, 

o número de células bacterianas supera quantitativamente o número de células 

eucariotas em cerca de 10 vezes, embora o peso seco destes organismos 

associados não seja significativo. Assim, considerando-se o número de células 

bacterianas, sugere-se que o genoma procarioto supere o genoma eucarioto na 

espécie humana, em uma relação que considera nosso volume corporal constituído 

de 99% de genes bacterianos (WEXLER, 2007). 

A colonização do corpo humano começa desde o inicio da vida e muitos 

destes microrganismos permanecem associados ao organismo por toda a vida, 

como o observado no cólon humano, que alberga uma população de bactérias que 

esta em torno de 1013 unidades formadoras de colônias por grama de material fecal. 

A maioria desses microrganismos são anaeróbios, e destes, cerca de 65 % são do 

gênero Bacteroides (FINEGOLD, 1990; DOMINGUES, 2004). 

Os microrganismos encontrados nos diversos sítios anatômicos do corpo 

humano e de outros animais sadios podem ser dispostos em dois grupos: microbiota 

residente e microbiota transitória. A microbiota residente, também chamada indígena 

ou autóctone, é composta por certos tipos microbianos relativamente fixos, 

encontrados com regularidade numa determinada área, em uma determinada 

condição fisiológica, com diversificada habilidade metabólica, que inclui o grau de 

sensibilidade ao oxigênio e outros fatores, que permitem tanto sua colonização em 

sítios específicos como a sua coexistência (SUMMANEN et al., 1993).  

A microbiota residente possui papel importante na manutenção da integridade 

do hospedeiro quando em equilíbrio em um sitio especifico. Estes microrganismos 

oferecem barreira contra a colonização de patógenos, produzem substâncias 

utilizáveis pelo hospedeiro, degradam produtos tóxicos e participam da modulação 

do sistema imune do hospedeiro. A microbiota residente tem um caráter anfibiôntico, 
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podendo se comportar como patógenos oportunistas no desequilíbrio ou ao serem 

introduzidos em áreas não colonizadas do corpo (SUMMANEM et al., 1993; 

VOLLAARD & CLASENER, 1994; GRONLUND et al., 2000).  

A microbiota transitória, transiente ou alóctone é constituída, primariamente, 

de microrganismos não patogênicos ou potencialmente patogênicos, encontrados 

em superfícies externas e internas durante algumas horas, dias ou mesmo semanas. 

Alguns componentes da microbiota transitória têm pouca importância, desde que a 

microbiota residente esteja em equilíbrio, mas, havendo alteração nesse equilíbrio, 

tanto os microrganismos transitórios quanto os residentes podem proliferar-se e 

causar doença (ELHAG et al., 1986; VOLLAARD & CLASENER, 1994). 

Tanto os microrganismos residentes quanto os transitórios, quando em 

contato com seus hospedeiros em sítios anatômicos específicos, como, por 

exemplo, o trato gastrintestinal, estão submetidos, permanentemente, a 

interferências inerentes à fisiologia do hospedeiro, mas, também, a uma variedade 

de fatores estressantes, como a limitação da disponibilidade e a diversificação de 

nutrientes, drogas antimicrobianas, agentes químicos e seus resíduos, que 

interferem nas interações microbianas, além do PH do meio, que passa a atuar 

como fator crítico para a seleção de bactérias (SALYERS, 1984).  

Em termos populacionais, a sobrevivência bacteriana nos diversos sítios 

anatômicos dos seus hospedeiros está relacionada à sua capacidade de adaptação, 

incluindo a disseminação ou aquisição de genes, como os que codificam, por 

exemplo, a produção de toxinas ou a resistência a antimicrobianos, o que garante 

um reservatório de patógenos putativos de hospedeiros animais, visto que qualquer 

agente ou condição que possa alterar os padrões bioquímicos, fisiológicos e 

genéticos de indivíduos de uma população poderia alterar os padrões de virulência 

dessa população (LORIAN & GEMMELL, 1994; WITTE, 2000). 

Define-se virulência ou patogenicidade como a capacidade de uma bactéria 

agredir um hospedeiro vivo, na maioria das vezes, em situação de infecção. Fator de 

virulência é o nome dado a um componente, produto bacteriano ou estratégia que 

contribua para a expressão da agressão (SALYERS & WHITT, 1994). 

Os fatores de virulência podem ser classificados em duas categorias não 

excludentes: os que promovem a colonização e invasão bacteriana e aqueles que 

causam destruição tecidual no hospedeiro. No primeiro caso, citam-se cápsula, 
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fímbrias e adesinas; entre fatores de virulência que causam danos ao hospedeiro 

consideram-se o antígeno LPS (endotoxina), exotoxinas e enzimas hidrolíticas 

(SALYERS & WHITT, 1994).  

 

 

2.3 Papel dos microrganismos do gênero Bacteroides na microbiota intestinal 

 

A microbiota intestinal possui um papel importante na saúde humana, 

fornecendo uma barreira contra a colonização de microrganismos exógenos e 

também de extrema importância no metabolismo realizando funções como 

fermentação, produção de energia, vitamina K, digestão e também responsável por 

estimular o desenvolvimento do sistema imune (GRONLUND et al., 2000; FANARO 

et al.,2003;PENDERS et al., 2006).  

O metabolismo microbiano no intestino humano pode resultar na produção de 

substâncias utilizáveis pelo hospedeiro, como carboidratos, aminoácidos e 

vitaminas, dentre outras substâncias. Estudos científicos mostram que animais 

isentos de germe necessitam de um acréscimo de 30% de calorias quando 

comparados com outros animais com microbiota associada ao intestino. Além disso, 

é aceito que estas bactérias são importantes para a modulação do sistema 

imunológico, por diferentes mecanismos (GRONLUND et al., 2000; WEXLER, 2007). 

Durante os estágios da vida, acontecem mudanças na composição da 

microbiota. Ao nascer, o intestino não apresenta microrganismos associados, e  

dentro de poucas horas, bactérias começam aparecer nas fezes. O trato 

gastrintestinal é colonizado primeiro por bactérias aeróbias facultativas, e o consumo 

gradual do oxigênio por estas bactérias muda a composição da microbiota, 

permitindo a sobrevivência de bactérias anaeróbias (PENDERS et al., 2006; 

WEXLER, 2007) 

A parte superior do intestino delgado possui um baixo nível populacional de 

microrganismos. Entretanto, a parte inferior contém uma microbiota bastante similar 

a do colón. O conteúdo bacteriano varia entre as diferentes partes do intestino 

grosso. Em adultos a massa constituída de bactérias anaeróbias esta em torno de  

1010 a 1013 unidades formadoras de colônia por miligrama de fezes, mas em crianças 

este numero esta estritamente relacionado a idade (BEZIRTZOGLOU, 1997). 
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Espécies de Bacteroides aparecem no neonato em aproximadamente dez 

dias depois do nascimento. Em crianças que estão em amamentação, eles não 

aparecem nas fezes nesta idade. A interação destes microrganismos com as células 

do intestino é facilitada pela presença de superfície celular componentes do 

estroma, mucinas e camadas da mucosa intestinal (WEXLER, 2007).  

Bactérias que colonizam o intestino durante os primeiros dias de vida da 

criança são provenientes da mãe e do meio ambiente. Um dos primeiros 

determinantes da composição da microbiota é o tipo de parto. Em crianças nascidas 

de parto vaginal a colonização do seu intestino se da através de bactérias presentes 

nas fezes das mães, enquanto que crianças nascidas de parto cirúrgico (cesariana) 

estarão expostas às bactérias do hospital e de seus cuidadores (WEXLER, 2007). 

Segundo Penders e colaboradores (2006) em seu estudo sobre a composição 

da microbiota intestinal na primeira infância, o número de bactérias do grupo 

Bacteroides fragilis altera-se quando comparado o tipo de parto, alimentação das 

mães, uso de antibiótico no ultimo mês de gestação, bem como o uso de antibióticos 

pelas crianças. A alimentação infantil é outro fator que altera a composição, uma vez 

que a proporção de bactérias do grupo B.fragilis em crianças que amamentam 

exclusivamente ao peito é menor quando comparadas as crianças que receberam 

alimentação artificial. Hábitos de higiene da mãe e a presença de animais 

domésticos é outro fator que influencia, mas de maneira discreta na microbiota 

infantil. Não sendo observado associação entre o nível de escolaridade das mães, o 

sexo das crianças e a presença de febre com a porcentagem de Bacteroides na 

microbiota fecal das crianças.  

 

 

2.4. Bastonetes Gram negativo anaeróbios do grupo Bacteroides fragilis 

 

Bactérias anaeróbias podem ser descritas como aquelas que crescem em 

condições de baixo potencial de oxido-redução, usualmente relacionadas a 

reduzidas concentrações de oxigênio. Representam um grupo ecologicamente 

significativo da microbiota indígena de muitos mamíferos e sua notável habilidade e 

versatilidade metabólica lhes confere condições de agressores oportunistas 

(FINEGOLD, 1977; TANNOCK,1988; FINEGOLD,1990). 
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A predominância de bactérias anaeróbias em relação às aeróbias na 

microbiota indígena de seres humanos e outros animais é fato reconhecido em, 

praticamente, todas as áreas habitadas, como os tratos gastrintestinal e 

geniturinário, pele e a cavidade oral, chegando a atingir, em alguns sítios, a 

proporção de mil para um (FINEGOLD, 1995). 

 A grande maioria das doenças infecciosas por anaeróbios é causada por 

esses microrganismos anfibiontes, sendo, portanto, de natureza endógena e 

polimicrobiana podendo ocorrer em todos os sítios anatômicos do corpo. Os 

processos infecciosos são amiúdes polimicrobianos, ou seja, as bactérias 

anaeróbias são encontradas em infecções mistas com outros anaeróbios ou 

anaeróbios facultativos (SUMMANEM,1993). Estas infecções podem ser derivadas 

de sítios como pele, intestino, nasofaringe e trato genital feminino (ANDERSON, 

MARR& BALLINGER, 1976; DUERDEN & DRASAR, 1991). 

 Anaeróbios são prevalentes da microbiota do hospedeiro, podendo ser 

encontrado nas superfícies de mucosas. A barreira que protege as mucosas pode 

sofrer traumas, devido a doenças, uso de medicamentos e terapias agressivas, 

como, quimioterapia e radioterapia, fornecendo assim uma oportunidade para os 

microrganismos anaeróbios escaparem das mucosas, invadirem tecidos e causar 

infecções. Em outros casos, os anaeróbios podem se mover de um sitio com 

microbiota abundante para uma outra área do corpo livre de microrganismos e 

produzir infecção neste sitio (FINEGOLD,1990). 

 Entre os anaeróbios, os bastonetes Gram negativo são os mais encontrados 

em processos patológicos e constituem cerca de um terço do total dos anaeróbios 

isolados de espécimes clínicos, sendo tais processos caracterizados por infecções 

que ocorrem, predominantemente, abaixo do diafragma, como abscessos intra-

abdominais, hepáticos, úlceras, além de outros tipos de infecção, incluindo 

septicemia e necrose de tecidos. Há, também, relatos da participação destes 

microrganismos em abscessos pulmonares e em outros sítios (FINEGOLD,1977; 

ELHAG et al.,1986; DUERDEN & DRASAR,1991; JOTWANI et al.,1995; BROOK & 

FRAIZER,1999;CHANG et al.,1999). 

As espécies do grupo B. fragilis se destacam na família Bacteroidaceae, que 

engloba os bastonetes Gram negativo anaeróbios, moveis ou imóveis, 

metabolizadores de carboidratos, peptonas e outros intermediários metabólicos, em 
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alguns casos com a produção de ácido (SALYERS,1984; FINEGOLD,1990). São 

constituintes da microbiota residente intestinal de seres humanos e outros animais e 

constituem cerca de 30% dos microrganismos encontrados nas fezes. Entre as 

diversas espécies do grupo, a espécie B. fragilis é considerada a de maior potencial 

patogênico (FINEGOLD, 1990). Essa espécie é normalmente comensal e acomete 

somente de 1% a 2% da microbiota humana, porem é o mais comum anaeróbio 

isolado de infecções do trato gastrintestinal. Portanto, estes microrganismos podem 

também ser responsáveis por causarem infecções com significativos índices de 

morbidade e mortalidade. Essas infecções estão associadas a presença  do 

polissacarídeo capsular da espécie B. fragilis (WEXLER , 2007). 

A virulência destas bactérias está associada à sua habilidade de aderir à 

superfície celular do hospedeiro, mediada pela expressão de cápsulas, fímbrias e 

adesinas; à produção de toxinas e enzimas hidrolíticas; além de componentes 

estruturais e metabólicos que atuam na agressão, estimulando a resposta 

inflamatória ou contribuindo para a persistência bacteriana frente às estratégias 

imunológicas, como polissacarídeos capsulares, endotoxinas (lipopolissacarideos) e 

ácidos graxos de cadeia curta, que inibem a resposta de células T e interfere com a 

quimiotaxia, além de induzir apoptose em macrófagos e polimorfonucleares 

(EFTIMIADI et al., 1991; TABAQCHALI & WILKS, 1992; SALYERS & WHITT, 1994; 

OBISO Jr et al., 1997; GRONLUND, 2000; WEXLER, 2007). 

A taxonomia do gênero Bacteroides vem sendo revista nos últimos 15 anos, 

com a inclusão e exclusão de espécies no gênero. Apesar das diferenças 

fisiológicas e genéticas, foi proposto que se limitasse à composição do gênero 

Bacteroides a um grupo que, é composto de dez espécies relacionadas: B.caccae, 

B.distasonis, B.eggerthii. B.fragilis, B.merdae, B.ovatus, B.stercoris, 

B.thetaiotaomicron, B.uniformis, B.vulgatus (DUERDEN& DRASAR,1991; 

SUMMANEM et al.,1993; BERGEY,1994). Entretanto, com o avanço dos estudos e 

com o desenvolvimento da bacteriologia de anaeróbios, através de técnicas como 

seguenciamento do gene codificador para RNAr 16S, grandes revisões taxonômicas 

no gênero Bacteroides, começaram a ser desenvolvidas e propuseram a 

reorganização do grupo (OLSEN & SHAH, 2001). Em 2005, várias espécies foram 

adicionadas ao gênero Bacteroides, incluindo B. goldstenii, B. nordii e B. salyersai, 

B. plebeius, B. coprocola e B. massiliensis. Recentemente, B. goldsteinii, B. 
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distasonis e B. merdae foram removidos para o gênero Parabacteroides Contudo, a 

identificação como grupo B. fragilis ainda é reconhecida (WEXLER, 2007).  

Assim, o grupo B. fragilis forma a maior parte da microbiota residente do trato 

gastrintestinal de seres humanos e outros animais, alem de colonizar outros sítios do 

corpo, especialmente superfícies de mucosas. Espécies do grupo podem ser 

potentes patógenos e são frequentemente isoladas de espécimes clínicos, 

particularmente a espécie B.fragilis (CUCHURAL & TALLY,1986; ELHAG et al.,1986; 

GOLDSTEIN& CITRON,1988), embora todos os membros do grupo possam 

participar de infecções polimicrobianas com implicações obvias na terapêutica. 

Contudo, devido à baixa frequência de isolados clínicos, muitos autores já colocaram 

em duvida a patogenicidade dos Bacteroides que não a espécie B.fragilis. 

Entretanto, quando encapsuladas, estas bactérias também são capazes de causar 

doenças (BROOK,1988;BROOK&FRAZIER,1992;ALDRIDGE,1995). 

Dentre os microrganismos do grupo B.fragilis, a espécie B. fragilis é 

considerada a grande vilã da medicina por participar de diversas infecções no trato 

gastrintestinal, principalmente em quadros de diarréia aguda e doenças inflamatórias 

intestinais (JAWETZ, 2005). Dentre os processos inflamatórios intestinais, podemos 

citar a Colite Ulcerativa e a Doença de Crohn, que é caracterizada por uma 

inflamação crônica do trato gastrintestinal que pode contribuir para a formação de 

úlceras e granulomas. Alguns estudos revelaram que E.coli e B. vulgatus estão 

envolvidos neste processo patológico (FINEGOLD, 1990; WEXLER, 2007). 

Quando os Bacteroides escapam do intestino, geralmente resultante da 

ruptura do epitélio gastrintestinal eles podem causar significativas patologias, 

incluindo formação de abscessos, no abdômen, pelve e bacteremia. A sepse intra-

abdominal é a mais comum causa de infecção por Bacteroides. Durante os primeiros 

estágios de infecção, após aproximadamente 20h, anaeróbios facultativos como por 

exemplo E.coli, são os mais abundantes membros da infecção, reduzindo a taxa de 

oxigênio no tecido. Uma vez que o oxigênio tenha sido removido, espécies de 

anaeróbios como as espécies do grupo B.fragilis, se replicam e começam a 

predominar durante o segundo estágio da infecção (WEXLER, 2007). 

Estes microrganismos são também responsáveis por causarem infecção no 

trato geniturinário, porém estas espécies não fazem parte da microbiota vaginal, mas 

podem ser ocasionalmente isolados de cultura. O envolvimento de anaeróbios em 
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endocardite não é comum, mas quando ocorrem podem causar sérias 

consequências, como por exemplo, arritmias, destruição valvular e choque 

cardiogênico, com uma taxa de mortalidade de 21 a 43% (FINEGOLD, 1990; 

WEXLER, 2007). 

A incidência de bacteremias por anaeróbios decresceu na década de 80, 

porém na década de 90 houve um aumento progressivo. Procedimentos como 

quimioterapias podem causar danos nas mucosas e destruir as barreiras de 

proteção, fazendo com que estas bactérias possam se disseminar por todo o corpo. 

A taxa de mortalidade por bacteremia causada pelo grupo B.fragilis esta acima de 

50%. Em crianças, a incidência de bacteremia por estes microrganismos parece ser 

menor do que em adultos (1 a 8%). Entretanto, a espécie B. fragilis é responsável 

por 36 a 64% dos casos. Infecções por anaeróbios em crianças podem estar 

relacionados a celulites, aspiração, pneumonia, botulismo infantil, conjuntivite e 

onfalite (WEXLER,2007). 

Em outra abordagem, é aceito que linhagens de Bacteroides, presentes no 

cólon possam servir como reservatório de genes de resistência, os quais podem 

transferir para outras bactérias, ou entre elas mesmas.  Esta elasticidade genética 

tem contribuído para o fenômeno de resistência múltipla a drogas observado nestas 

e em outras bactérias (NAKANO et al., 2004; BETRIU et al.,2005; FILLE et al., 2006;  

WEXLER, 2007). 

Apesar dos vários estudos relacionados à virulência e a patogenicidade do 

grupo B. fragilis, o conhecimento da epidemiologia de infecções causadas por estes 

microrganismos é limitado. Muitos estudos têm se concentrado no desenvolvimento 

de métodos sorológicos e moleculares para a identificação inter e intraespecífica 

para diferenciação entre microrganismos do grupo, uma vez que as outras espécies 

do gênero também estão envolvidas em quadros clínicos (TABAQCHALI & WILKS, 

1992).  

A identificação de bactérias do grupo Bacteroides requer diversas técnicas e 

habilidades, como a coleta correta de espécimes evitando a contaminação com 

bactérias da microbiota, uso de meio de transporte adequado sem oxigênio, meio 

seletivo como Bacteroides Bile Esculina (BBE) e uso de técnicas moleculares, como  

Multiplex- PCR, com o uso de um grupo de iniciadores espécie especifico, que 

identifica com rapidez e precisão as espécies do grupo Bacteroides 

fragilis(FINEGOLD,1995). 
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2.4.1 Linhagens enterotoxigênicas de Bacteroides fragilis 

 

A espécie Bacteroides fragilis, em certas condições, pode produzir 

enterotoxinas, que tem sido relacionadas com diarréias e outras doenças intestinais 

em animais, crianças, adultos jovens e idosos. Esta linhagem é chamada de 

Bacteroides fragilis enterotoxigênicas (ETBF), e seu envolvimento na etiologia de 

doenças gastrintestinais tem sido destacado por vários cientistas nos últimos vinte e 

cinco anos. Apesar disto, é sabido que os seres humanos podem ser portadores 

destas linhagens, e que para o desenvolvimento de doença clinicamente detectável 

é necessária a susceptibilidade do hospedeiro (PANTOSTI et al., 1997; 

PRINDIVILLE et al.,2000). 

Durante a última década, vários estudos têm enfatizado o papel das linhagens 

produtoras de enterotoxina como associadas à etiologia de doenças intestinais e 

extra-intestinais. Em 1984, Mayers e colaboradores relataram o isolamento da 

primeira linhagem de B.fragilis enterotoxigênica de amostra fecal de neonato. 

A enterotoxina produzida por algumas linhagens de B. fragilis é uma 

metaloprotease, termolabil,dependente de zinco de aproximadamente 20kDa. É uma 

pró-toxina que se encontra no espaço periplasmático da parede celular bacteriana e 

precisa ser ativada para tornar toxina (MONCRIEF et al.,1995; OBISO et al., 1997). 

Essa toxina recebe o nome de Fragilisina e é codificada pelo gene cromossomal bft 

é considerada um importante fator de virulência dentro e fora do lúmem intestinal 

podendo causar dano na mucosa, (JOTWANI et al., 1995; PANTOSTI et al., 1997). 

ETBF podem produzir 3 diferentes isótopos de enterotoxina, bft-1,bft-2 e bft-3 sendo 

os tipos mais comuns encontrados nos genes bft-1 e bft-2. Estudos têm mostrado 

que o gene bft-1 é predominantemente isolado em adultos com diarréia e o gene bft-

2 encontrado em crianças com esta doença (NAKANO et al.,2007). 

 A enterotoxina encontra-se nas chamadas ilhas de patogenicidade podendo 

assim ser transferidas através de transposons para outras linhagens ate então não 

enterotoxigenicas (WEXLER, 2007). 

   Considerando-se seus efeitos biológicos no hospedeiro, esta enterotoxina 

está associada à perda de fluidos por aumento da permeabilidade e secreção de 

cloretos pelas células epiteliais, esfoliação e alteração do citoesqueleto de células 

intestinais e, ainda, a manifestação clínica de câncer de colo retal. Estas alterações 
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fisiológicas produzidas pela enterotoxina têm sido associadas às condições clínicas 

relacionadas a doença diarréica em crianças, adultos e doença inflamatória do 

intestino (DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ, 2005; NAKANO et al., 2006; 

SHAOGUANG  et al.,2006; TOPRAK et al., 2006).  

 Koshy e colaboradores (1996) demonstraram que o tratamento de células 

epiteliais HT29/C1 com a enterotoxina de B. fragilis resulta na redistribuição de 

microfilamentos de actina e também em um aumento do volume celular, mas sem 

causar injúria nas células. Foi sugerido que estas mudanças nos filamentos de 

actina podem ocasionar alterações na função do epitélio intestinal, contribuindo para 

a patogênese. Outros estudos sugerem que o alvo da Fragilisina seja a superfície 

celular de proteínas associadas à adesão célula a célula, causando a clivagem do 

domínio extracelular da E-caderina, seguida de uma completa degradação da 

mesma (WU et al.,1998). 

Estudos recentes demonstraram que entre 73 pacientes que apresentavam 

câncer de colo retal, 56 possuíam B. fragilis, sendo que em 21 deles, linhagens 

enterotoxigênicas foram detectadas. No grupo controle de 59 pacientes, 40 

apresentaram B. fragilis, sendo que em 5 pacientes,foram detectados linhagens 

enterotoxigênicas. O papel desta enterotoxina no processo da carcinogênese tem 

sido estudado e sugere-se que o acumulo de cateninas livres no citosol das células 

atingidas poderia provocar, o aumento da transcrição da oncogênese no núcleo 

(TOPRAK et al., 2006).  

 Tradicionalmente, a detecção das amostras de B. fragilis produtoras de 

enterotoxinas é feita pela cultura destes anaeróbios e ensaios de citotoxicidade. 

Estes experimentos apresentam limitações por serem dispendiosos e onerosos. 

Técnicas moleculares para detecção de genes, como o bft, relacionado à produção 

de enterotoxinas têm emergido como ferramenta de investigação epidemiológica 

para detecção de linhagens enterotoxigênicas isoladas de seres humanos e outros 

animais, além do ambiente (WU et al., 2003; SHARMA & CHAUDHRY, 2006; ÁVILA-

CAMPOS et al., 2007). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

Avaliar a ocorrência e distribuição de espécies do grupo Bacteroides fragilis em 

amostras fecais de crianças com e sem manifestação clínica de doença diarréica por 

metodologia dependente de cultura microbiológica e/ou biologia molecular, seu perfil 

de susceptibilidade a antimicrobianos e investigar a presença de linhagens 

produtoras de enterotoxina nas amostras fecais. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Isolar e identificar por provas bioquímico-fisiológicas e por metodologia de 

biologia molecular, linhagens de Bacteroides fragilis a partir de amostras de 

fezes oriundas de crianças com e sem manifestação clínica de diarréia;  

 

- Detectar linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis diretamente 

nas amostras de fezes oriundas de crianças com e sem manifestação clínica 

de diarréia, por metodologia de biologia molecular, independente de cultivo 

microbiológico; 

 

- Comparar a identificação microbiana por método bioquímico-fisiológico e 

biologia molecular das linhagens bacterianas isoladas;  

 

- Detectar, pela amplificação de fragmento interno do gene bft, por biologia 

molecular, linhagens de B. fragilis enterotoxigênicas diretamente nas 

amostras de fezes; 

 

- Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas de interesse 

clínico-microbiológico das linhagens bacterianas isoladas das amostras de 

fezes coletadas. 
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4. PACIENTES E MÉTODOS 

 

4.1. Amostras fecais: 

 

Foram avaliadas 175 amostras fecais provenientes de crianças 

apresentando (n=110) ou não (n=65) manifestações clínicas no trato 

gastrintestinal, de 0 a 5 anos de idade, obtidas em Juiz de Fora, MG, recebidas no 

Laboratório de Fisiologia Bacteriana e Biologia Molecular do Departamento de 

Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciências Biológicas, 

vinculadas ao projeto “Investigação epidemiológica de patógenos virais e 

bacterianos associados a manifestações clínicas no trato gastrintestinal em 

crianças e adultos na Zona da Mata Mineira”. As amostras foram codificadas para 

preservar o anonimato dos doadores cujos responsáveis apresentaram 

consentimento pela leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE – Anexo 1) no ato da coleta. Além disso, foi aplicado um 

questionário para coleta de dados epidemiológicos pertinentes à pesquisa (Anexo 

2). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Humana da UFJF 

(parecer CEP/UFJF 281/2006 – Anexo 3). 

Os critérios de inclusão deste trabalho foram, crianças na faixa etária de 0 

a 5 anos e que não tinham sido tratadas com antibióticos nos últimos 30 

dias.Sendo excluídas as crianças com idade superior a 5 anos e que nos últimos 

30 dias tenham sido tratadas com antibióticos.  

As fezes, in natura, foram coletadas em frascos descartáveis esterilizados 

contendo solução salina glicerinada tamponada pré-reduzida (NaCl 0,25%, 

Glicerina 10%, L-cisteína 0,1%, ágar 1%) e encaminhadas ao Departamento de 

Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF, sob a orientação de que o 

tempo entre a coleta e o recebimento no laboratório eram determinantes para a 

pesquisa.  

As amostras consideradas aptas para cultura microbiológica (até 4 horas 

entre coleta e processamento) foram codificadas para preservar o anonimato dos 

voluntários e, devidamente processadas para isolamento de linhagens 
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bacterianas representativas do grupo B. fragilis. As fezes consideradas não aptas 

para cultura microbiológica foram codificadas para preservar o anonimato dos 

voluntários, diluídas em solução salina e congeladas para pesquisa direta de 

espécies bacterianas do grupo B. fragilis por técnica de biologia molecular. 

 

4.2. Isolamento das linhagens bacterianas a partir de espécimes fecais aptos 

para cultura microbiológica 

 

Os frascos descartáveis foram pesados antes e após a coleta para quantificar 

o material fecal coletado. A partir desse valor, foram feitas diluições seriadas de 10-1 

a 10-8 com salina estéril (NaCl, 0,85%). Entretanto, observou-se que as diluições de 

10-1, 10-3 e 10-5 eram adequadas para o isolamento microbiano, de acordo com a 

carga bacteriana das fezes. Assim, inoculou-se 100 µL dessas diluições em placas 

de Petri contendo meio seletivo para anaeróbios do gênero Bacteroides - ágar 

Bacteroides Bile Esculina (BBE, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Índia), acrescido de 

gentamicina 100 µg/mL (Schering-Plough S/A, Brasil). Após a inoculação, as placas 

foram incubadas anaerobicamente em dessecadores de vidro, com atmosfera de 

90% de N2 e 10% de CO2, a 37ºC por 48/h. 

Após o período de incubação, foram escolhidas as placas que 

apresentavam de 30 a 300 colônias de aspecto característico de bactérias do grupo 

B. fragilis, não importando se apresentavam ou não um enegrecimento do meio na 

área de crescimento bacteriano, fato este que caracteriza a hidrólise da esculina 

(Figura 1). 

 

FIGURA 1 - Aspecto característico do crescimento de colônias do grupo B. fragilis 
em ágar BBE, evidenciando a hidrólise da esculina.  
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4.3. Identificação presuntiva das linhagens bacterianas 

 

 

O crescimento bacteriano no ágar BBE de colônias de aspecto cremoso e 

translúcido com hidrólise ou não da esculina, e o crescimento apenas em 

anaerobiose (teste respiratório) associados aos aspectos morfotintoriais, permitiam a 

identificação presuntiva da amostra como pertencente ao grupo B. fragilis de acordo 

com Summanen e colaboradores (1993). 

 

 Teste Respiratório  

 

De cada placa de ágar BBE com crescimento bacteriano típico, eram 

selecionadas de duas a vinte colônias, dependendo da proporção de colônias 

seguramente isoladas apresentadas em cada placa, com características 

macroscópicas típicas, para posterior inoculação em caldo de enriquecimento – 

Caldo Brain Heart Infusion (Acumedia Manufactures, EUA) suplementado com L-

cisteína, extrato de levedura, hemina e menadiona (caldo BHI-S). 

O crescimento no caldo BHI-S era observado através de turvação do 

mesmo, e então essas culturas eram submetidas a testes respiratórios. Neste teste, 

as bactérias eram semeadas em duplicata em ágar BHI, incubando-se, 

posteriormente, uma das placas em anaerobiose (90% de N2 e 10% de CO2), e a 

outra que apresentava as mesmas bactérias em aerobiose, a 37º C por 48/h. 

Somente aqueles isolados que cresciam apenas em anaerobiose eram 

considerados anaeróbios estritos e, então, elegíveis para serem utilizados no 

estudo. As linhagens então obtidas eram armazenadas em condições adequadas 

para avaliações posteriores, criopreservadas em freezer a –20oC. 

 

Avaliação Microscópica 

 

Os anaeróbios estritos selecionados pelo teste respiratório foram 

submetidos à avaliação morfotintorial através de esfregaços corados pelo Método de 

Gram, evidenciando-se a característica típica do grupo B. fragilis - bastonetes Gram 

negativo, pleomórficos, com vacúolo central (Figura 2). 
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FIGURA 2 - Aspecto morfotintorial de esfregaço de cultura microbiana (Bacteroides 
fragilis) corado pelo método de Gram evidenciando as características morfológicas 
de células microbianas de representantes do grupo B. fragilis. 
 

 

4.4. Identificação bioquímica das linhagens bacterianas 

  

 

A identificação bioquímica no nível específico das linhagens obtidas foi 

feita segundo recomendações metodológicas propostas por Summanen et al. (1993) 

e ratificadas por Diniz (1997), considerando-se os diferentes esquemas de 

identificação bioquímica disponíveis para o grupo B. fragilis. A linhagem B. fragilis 

ATCC 25285 foi incluída nos experimentos, como controle de qualidade.  

Os testes utilizados permitiram verificar a produção de catalase, indol e 

ácido sulfídrico (H2S), a hidrólise de esculina e a fermentação de carboidratos.  

Os resultados foram interpretados de acordo com a chave de identificação 

proposta por Diniz (1997), como apresentado no Quadro 1. 
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Quadro 1 - Chave de identificação de espécies do grupo Bacteroides fragilis, proposta por Diniz 
(1997), adaptado de Sutter, Citron e Finegold (1980); Summanen et al. (1993) e Holt et al. (1994).  
 

ESPÉCIE IND CAT ESC H2S ARA CEL RAM SAC TRE XIA XIL SAL 

Bacteroides cacae - - + - + +- +- + + - + +- 

Bacteroides distasonis - + + + +- + +- + + - + + 

Bacteroides eggerthii + +- + Nd + - + - - + + - 

Bacteroides fragilis 
- + + + - - - + - - + - 

Bacteroides merdae - +- + + +- +- + + + - + + 

Bacteroides ovatus 
+ +- + + + + + + + + + + 

Bacteroides stercoris + - + Nd +- +- + + - +- + - 

Bacteroides thetaiotamicron + +- + + + + + + + - + +- 

Bacteroides uniformis 
+ +- + Nd + + +- + - +- + +- 

Bacteroides vulgatus 
- +- +- + + - + + - +- + - 

 

IND (indol); CAT (catalase); ESC (esculina); H2S (ácido sulfídrico); ARA (arabinose); CEL (celobiose); RAM 

(raminose); SAC (sacarose); TRE (trealose); XIA (xilano); XIL (xilose); SAL (salicina); nd (dados não 
disponíveis ou não testados).  

 

 

Indol: Para pesquisar a produção de indol, inoculou-se com alça bacteriológica 

previamente flambada, a cultura crescida em caldo BHI por 24/h, em 5 mL de meio 

sulfeto-indol-motilidade (SIM), que foi incubado por 48/h, a 37ºC,  em anaerobiose. 

Após o período de incubação, a leitura foi realizada adicionando-se 3 gotas do 

reagente de Erlich, que tem como princípio ativo o grupo aldeído do p-

dimetilaminobenzaldeído, que forma um complexo vermelho ao reagir com o indol.  

 

Catalase: A catalase é uma enzima intracelular que decompõe o peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio. O teste para verificar a produção desta enzima foi 

realizado em lâminas de vidro, gotejando-se diretamente sobre fragmentos das 

colônias peróxido de hidrogênio a 10%, e observando-se a formação de bolhas de 

gás. 

 

Ácido Sulfídrico (H2S): A produção de H2S foi pesquisada em meio SIM. Com auxílio 

da alça bacteriológica, a cultura crescida em caldo BHI foi inoculada em 5 mL deste 

meio que então foi incubado em anaerobiose, por 48/h, a 37ºC. A reação envolve a 

degradação do tiossulfato de sódio em meio ácido com produção do gás sulfídrico. 
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Este gás reage com íons férricos do meio, formando um composto negro, que é o 

sulfeto ferroso. 

 

Esculina: A esculina é um glicosídeo substituído que pode ser hidrolisado por certas 

bactérias para produzir glicose e esculetina, formando um complexo negro, devido à 

reação da esculetina com íons férrico presentes no meio (KONEMAN et al., 2001). 

Dessa forma, para a pesquisa de hidrólise de esculina, inoculou-se 0,3 mL de cultura 

crescida em caldo BHI por 24/h, em 5 mL de meio Py (Peptone Yeast) + esculina, 

que foi incubado em anaerobiose, por 48/h, a 37ºC. Após o crescimento bacteriano, 

o teste era revelado pela adição de algumas gotas de citrato férrico amoniacal. O 

desenvolvimento de cor negra, e a ausência de fluorescência sob luz ultravioleta 

indicam reação positiva. 

 

Fermentação de carboidratos: Foram diluídos 4 mL de cultura crescida em caldo BHI 

por 24 h, em anaerobiose, em 96 mL de caldo Py. O meio foi homogeneizado e, em 

seguida 3,6 mL desta diluição foram adicionados a tubos teste, em duplicata, 

contendo 0,4 mL de solução de açúcar (solução estoque a 10%), obtendo-se a 

concentração final do carboidrato de 1% (raminose, xilose, salicina, xilano, celobiose 

e sacarose) e, também, 0,4 mL de solução dos açúcares arabinose e trealose 

(solução estoque a 5%), onde a concentração final do carboidrato era 0,5%. Para o 

controle da atividade fermentativa, foram inoculados, 4 mL da cultura diluída em 

tubos teste sem carboidrato, em duplicata. Os tubos foram incubados a 37ºC, em 

anaerobiose, por 48h. Após este período, era medido o pH em pHmetro digital 

Gehaka 1800 (Indústria e Comércio Eletro-Eletrônica Gehaka Ltda., SP), e 

determinava-se o Índice de Acidificação (IA), pela diferença da média do pH entre as 

culturas inoculadas sem carboidrato e a média do pH das mesmas culturas 

inoculadas com os carboidratos. Se: IA < 0,3 → Reação Negativa (sem fermentação 

do carboidrato); Se: IA > 0,3  → Reação positiva (fermentação do carboidrato). 
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4.5. Identificação molecular das linhagens isoladas 

 

Foi realizada a extração do DNA bacteriano para ser usado nas reações 

em cadeia da polimerase (PCR). A suspensão das linhagens bacterianas isoladas 

que estavam congeladas, em meio de congelamento apropriado, foram aliquotadas 

(200µL) e, posteriormente, centrifugadas a 14000 rpm por 15 minutos. Em seguida, 

foi desprezado o sobrenadante e o restante foi solubilizado em 50/ µL TE (Tris pH 8, 

10 mM; EDTA pH 8, 1 mM) e submetido à fervura por 15 minutos. Para identificação 

das linhagens isoladas em cultura, foi utilizada a técnica de PCR Multiplex (LIU et 

al., 2003), utilizando-se diferentes iniciadores (Tabela 1), de acordo com o esquema 

apresentado no Quadro 2. A técnica foi baseada na amplificação dos genes 

codificadores para o RNAr 16S e 23S, além da região variável espaçadora 

intergênica (ISR) destes microrganismos.  

A reação de PCR foi realizada em 35 ciclos, utilizando-se 0,5µM de cada 

iniciador. Cada ciclo consistiu de 95ºC por 20 s para a desnaturação, anelamento 

por 1 min a 52ºC para o PCR-G, 62ºC para o PCR-I, 60ºC para o PCR-II, e 55ºC 

para o PCR-III; a extensão foi realizada a 72ºC por 30 s. Um ciclo de 72ºC por 5 min 

foi adicionado na extensão final. 

De acordo com essa técnica, as espécies foram divididas em três 

subgrupos a partir de um PCR inicial denominado PCR-G. Esta etapa direcionava as 

espécies, de acordo com o tamanho da banda visualizada, para três subgrupos de 

reações subsequentes (PCR-I, PCR-II, PCR-III) realizadas com uma mistura de 

primers espécie-específico que possibilitavam a identificação em nível de espécie. 

Os amplicons obtidos em cada reação foram visualizados após 

eletroforese em gel de poliacrilamida (5 %), em tampão Tris-borato EDTA 1X (Tris 

base; Ácido Bórico ; EDTA, pH8). Os géis foram analisados em transluminador de 

luz ultravioleta, após tratamento com brometo de etídio. Os perfis de amplificação 

gênica foram comparados a padrões já estabelecidos e entre si para detecção da 

ocorrência de linhagens bacterianas de interesse.  

Linhagens bacterianas de referência representativas das 10 espécies que 

compõem o grupo Bacteroides fragilis foram incluídas como controle positivo na 

padronização dos experimentos: Bacteroides caccae ATCC 43185, Bacteroides 

distasonis VPI 4223, Bacteroides eggerthii VPI B851, Bacteroides fragilis ATCC 
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25285, Bacteroides merdae ATCC 43184, Bacteroides ovatus VPI 0435, Bacteroides 

stercoris ATCC 43183, Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29148, Bacteroides 

uniformis VPI 0061, Bacteroides vulgatus VPI 4245  

 

TABELA 1 - Oligonucleotídeos utilizados neste estudo, de acordo com metodologia 
proposta por Liu et al. (2003) para identificação de espécies do grupo Bacteroides 
fragilis. 
 

Oligonucleotídeo Sequência (5’ – 3’ ) 

16S-2 AGTCGTAACAAGGTARCCGTA 

23R4 GGGTTBCCCCATTCGG 

G23S-1 GTTGGCTTAGAAGCAGC 

G23S-2 CATTTTGCCGAGTTCCTT 

Bfr-F CTGAACCAGCCAAGTAGCG 

Bfr-R CCGCAAACTTTCACAACTGACTTA 

Bfr-G2 ATCAGGTTCGACTCTTGCT 

Bfr-G3 CCGTCAGCTGGCAGGA 

1392A GTACACACCGCCCGT 

Bth-R ACCTATGAAATCGTTGTTACG 

Bvul-R GGCTTCTTACTTTCTCTCTTCCG 

Bfra-R GCTAATCCCCCAATCATAC 

Bcac-R TCGTTTCCCATTGCTGG 

Bova-R AATAATGCGTACTCGAACAC 

Begg-F GTCATATTAACGGTGGCG 

Buni-F TCCGTTTTCCACTTATAAGA 

Bste-F CTACGACATAGTCTTGGTGAG 

Bdis-F TGATCCCTTGTGCTGCT 

Bdis-R ATCCCCCTCATTCGGA 

Bmer-F GAGGTATGTAGCTCTCTGGTA 

Bmer-R TTTTTACCCCTTACGGAG 
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QUADRO 2 - Iniciadores e locais de alinhamento, com indicação dos tamanhos dos amplicons produzidos por cada reação de 
PCR multiplex para identificação genética das diferentes espécies do grupo B. fragilis, de acordo com Liu et al. (2003).  
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4.6. Detecção de representantes do grupo Bacteroides fragilis e pesquisa do 

gene da enterotoxina (btf) diretamente nos espécimes fecais.  

Alíquotas de 500/l da diluição de 10-1 das fezes solubilizadas em 1 ml de 

salina esterilizada foram utilizadas para extração do DNA, a ser usado como molde 

nas reações de PCR, para detecção de gene da enterotoxina btf , de acordo com 

metodologia descrita por Diniz e colaboradores (2004), com algumas modificações 

para clarificação do material fecal. As suspensões de material fecal foram acrescidas 

de 1000/l de TES (10 mM; Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA) e nova solução foi 

centrifugada a 14000/rpm por 15 minutos. Ao sedimento obtido foram adicionados 

1,5ml de TES e a solução foi novamente centrifugada a 500/rpm por 1 mim para 

precipitação de restos alimentares e fibras. O sobrenadante foi coletado, transferido 

para novo tubo e o volume ajustado para 1,5ml com TES e a nova solução foi 

centrifugada a 12000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 500/l 

de solução de lise fecal (200 mM NaCl, 20 mM EDTA, 20 mM Tris HCl pH 8.0, 4% 

SDS) foram adicionados e as amostras foram incubadas a 37ºC por 10 minutos em 

banho- maria. Posteriormente 50/l de SDS 20% foi adicionado e as amostras foram 

incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.  Foram adicionados 500l de 

fenol-tris-equilibrado pH 8.0 e clorofórmio-alcool isoamilico (24:1) e as amostras 

centrifugadas a 14000/rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e colocada em 

novo tubo, novamente 500/uL de clorofórmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionado e 

as amostras centrifugadas a 14000/ rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e 

transferida para novo tubo. A esta solução foram adicionados 50/ l de acetato de 

potássio (5M) e 1.2 mL de etanol gelado. A solução foi gentilmente homogeneizada 

e o sistema incubado por 30 minutos  a -20ºC para precipitação do DNA. As 

amostras foram centrifugadas a 14000/ rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi 

desprezado e 200/ l de solução de TE foi adicionado para suspender o DNA.  

A detecção das linhagens bacterianas a partir do DNA total extraído das fezes 

foi realizada de acordo com a metodologia escrita, segundo Liu e colaboradores 

(2003). 

Para pesquisa da enterotoxina de B. fragilis, foi utilizado o método descrito 

por Pantosti e colaboradores (1997), com os iniciadores BF1 e BF2, e com as 

seguintes condições de amplificação utilizando-se 0,5µM de cada iniciador: 
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desnaturação inicial  95oC, 5 min seguido de 35 ciclos de 94oC, 1min - 52oC, 1min - 

72oC, 1min e extensão final de 72oC, 5 min. 

Os amplicons obtidos em cada reação foram separados em gel de 

poliacrilamida a 6 % nas mesmas condições já descritas e analisados em 

transluminador de luz ultravioleta, após tratamento com brometo de etídio. Após 

documentação, os perfis de amplificação gênica foram comparados a padrões já 

estabelecidos e entre si para detecção da ocorrência de linhagens bacterianas de 

interesse.  

A linhagem bacteriana de referência Bacteroides fragilis enterotoxigênica 

ATCC 43859 foi utilizada como controle positivo na padronização dos experimentos.  
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4.7. Determinação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, antigo 

NCCLS, 2004 – norma específica para testes com bactérias anaeróbias), foram 

testadas as drogas: ampicilina (Medquímica Indústria Farmacêutica Ltda., Brasil), 

ceftriaxona (União Química Farmacêutica Nacional S/A, Brasil), clindamicina (União 

Química Farmacêutica Nacional S/A, Brasil), cloranfenicol (Medquímica Indústria 

Farmacêutica Ltda., Brasil), meropenem (AstraZeneca, Brasil), e as associações 

ampicilina/sulbactam (Strides Arcolab Limited, Índia) e piperazilina/tazobactam 

(Novafarma Indústria Farmacêutica Ltda., Brasil).  

Foram preparadas duas soluções estoque de cada droga (10 mg/mL e 5 

mg/mL). Para ampicilina, ceftriaxona, clindamicina, meropenem, 

ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam, o diluente utilizado foi a água 

destilada. No entanto, para o cloranfenicol, foi necessária para a diluição uma 

mistura de 95% de etanol e 5% de água (CLSI, 2007). Em seguida, as soluções 

foram esterilizadas por filtração com auxílio de filtro com membrana de 0,22 μm 

(Milipore Indústria e Comércio Ltda., Brasil). 

Concentrações crescentes (de 0,06 μg/mL a 1024 μg/mL) das drogas 

foram adicionadas a frascos estéreis contendo 20 mL do meio de cultura fundido, o 

ágar Brucela (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Índia), que foi vertido em placas de 

Petri estéreis. Com o uso do Replicador de Steers (STEERS, FOLTZ e GRAVES, 

1959), inóculos de cultura, previamente crescida por 24h em caldo BHI, foram 

adicionados às drogas (em duplicata), em ordem crescente de concentração. As 

placas então foram incubadas a 37ºC, em anaerobiose. Incluíram-se também placas 

controle, ou seja, sem adição da droga, para assegurar a qualidade do teste. Usou-

se para o controle de qualidade a linhagem padrão B. fragilis ATCC 25285.  

A leitura foi feita após 48 horas de incubação, determinando-se a 

concentração inibitória mínima (MIC) da droga para cada isolado, que foi definida 

como a menor concentração de cada agente antimicrobiano que foi capaz de inibir o 

crescimento bacteriano macroscópico, bem como a classificação quanto à 

susceptibilidade às drogas. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 População estudada 

    

  Foram incluídas na investigação 110 crianças provenientes de serviços de 

atendimento pediátrico da cidade de Juiz de Fora, MG, com manifestação clínica de 

doença diarréica, além de 65 crianças sem manifestação clínica de doença diarréica, 

provenientes da comunidade, também em Juiz de Fora, MG.  

Os espécimes fecais foram recebidos e processados imediatamente, no período de 

maio de 2007 até dezembro de 2008, distribuídas aleatoriamente durante as 

diferentes estações do ano. As características da população estudada encontram-se 

na TABELA 2.  

   

 

TABELA 2 - Características da população amostrada. 

 

 

Grupo de estudo 

Com diarréia Sem diarréia Total 

n % n % N % 

 

Sexo masculino 

 

64 

 

58 

 

41 

 

63 

 

105 

 

60 

Sexo feminino 46 42 24 37 70 40 

 

Idade média (meses) 

 

 

27 meses 

 

26 meses 

 

26,5 meses 

 

 

 

 

  Um total de 33% dos pacientes com diarréia e 32% das crianças do grupo 

controle encontravam-se na faixa etária de ate 12 meses (FIGURA 3). 

Aproximadamente 52% das amostras foram obtidas nos meses chuvosos de 

dezembro a maio, entre elas 50% de pacientes com manifestação de doença 

diarréica e 55% de crianças do grupo controle. Em relação ao saneamento básico, 

100% das famílias dispunham de água tratada em seus domicílios e existência de 

fossa asséptica ou rede de esgotos. 
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FIGURA 3 – Distribuição por idade do grupo de crianças cujas fezes foram amostradas neste estudo, 
após consentimento dos responsáveis. 

 

 

  Apesar de todos os responsáveis pelas crianças doadoras de material fecal, 

bem como os enfermeiros e pediatras colaboradores do estudo terem sido instruídos 

da importância do rápido processamento das amostras no laboratório para a 

recuperação in vitro de bactérias anaeróbias, houve uma grande variação do tempo 

de coleta até o processamento.  

  As fezes, diarréicas ou não, foram processadas sempre imediatamente após 

seu registro de recebimento, sendo que 23% das amostras foram manipuladas no 

intervalo de tempo de até quatro horas da sua coleta, enquanto que 77% das 

amostras foram manipuladas com mais de quatro horas após sua coleta, num 

período que variou de quatro horas até nove dias após a coleta, neste caso, as fezes 

foram consideradas não aptas para cultivo microbiológico. Assim, das 175 amostras 

fecais obtidas, apenas 40 espécimes foram considerados para isolamento de 

linhagens representativas do grupo B. fragilis. 
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5.2 – Isolamento e identificação de linhagens representativas do grupo 

Bacteroides fragilis  

 

Considerando-se que apenas 40 espécimes fecais foram considerados aptos 

para isolamento e identificação de linhagens bacterianas, divididos entre especimes 

diarréicos (43) e não diarréicos (4), totalizando 47 linhagens bacterianas do grupo 

B.fragilis. O método de caracterização bioquímica permitiu a identificação de oito 

espécies do grupo B. fragilis entre os isolados obtidos: B. distasonis, B. fragilis, B. 

vulgatus, B. caccae, B. stercoris, B. uniformis, B. merdae e B. thetaiotaomicron. O 

método de biologia molecular permitiu a caracterização de quatro espécies do grupo 

entre os mesmos isolados: B. distasonis, B. fragilis, B. vulgatus e B. thetaiotaomicron 

(FIGURA 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4 – Eletroforegramas representativos da identificação de Bacteroides spp. por Multiplex-PCR 
isolados de amostras fecais. A – Reação G (230bp => Grupo I; 230 + 400bp => Grupo III). B – 
Reação para Grupo I: 420bp => B. fragilis; 250bp => B. vulgatus. C – Reação para Grupo III: 220bp 
=> B. distasonis. Não foram identificadas espécies com padrão de identificação de Grupo II. PM – 
padrão de peso molecular 100 pb. 
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Considerando-se as duas metodologias utilizadas, os resultados indicam 

diferentes situações encontradas: 25 amostras bacterianas foram igualmente 

identificadas utilizando-se as duas metodologias (TABELA 3); 05 amostras foram 

identificadas pela metodologia de biologia molecular, entretanto as mesmas 

amostras não foram corretamente caracterizadas pela metodologia bioquímico-

fisiológica podendo ser, de acordo com esta metodologia, classificadas em 

diferentes grupos taxonômicos (TABELA 4); 09 amostras bacterianas foram 

identificadas pela metodologia molecular em diferentes grupos taxonômicos em 

relação à metodologia bioquímico-fisiológica, inclusive a linhagem controle B. fragilis 

ATCC 25285 (TABELA 5); 08 amostras bacterianas foram identificadas em 

diferentes grupos taxonômicos pelas duas metodologias, entretanto, pela 

metodologia bioquímico-fisiológica as amostras foram classificadas em mais de um 

grupo taxonômico (TABELA 6). 
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TABELA 3 – Identificação de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método 
bioquímico-fisiológico e metodologia de biologia molecular dos espécimes fecais, cujas metodologias 
permitem identificação semelhante. 
 
 

 
Código do espécime 

 

 
Identificação genética 

 
Identificação bioquímica 

 
FC4-1 

 
B. distasonis 

 
B. distasonis 

FC14 B. distasonis B. distasonis 
FC24 B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron 
FH1-2 B. distasonis B. distasonis 
FH4-2 B. fragilis B. fragilis 
FH4-5 B. fragilis B. fragilis 
FH4-6 B. fragilis B. fragilis 
FH4-9 B. fragilis B. fragilis 
FH5-1 B. fragilis B. fragilis 
FH5-3 B. fragilis B. fragilis 
FH5-8 B. distasonis B. distasonis 
FH9-1 B. vulgatus B. vulgatus 
FH9-2 B. vulgatus B. vulgatus 
FH9-5 B. vulgatus B. vulgatus 
FH9-9 B. vulgatus B. vulgatus 
FH9-17 B. vulgatus B. vulgatus 
FH9-13 B. vulgatus B. vulgatus 
FH10-2 B. vulgatus B. vulgatus 
FH10-11 B. vulgatus B. vulgatus 

FH25-11 

B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron 

FH43 B. distasonis B. distasonis 
FH49-1 B. fragilis B. fragilis 
FH49-2 B. thetaitaomicron B. thetaitaomicron 
FH49-3 B. distasonis B. distasonis 
FH60 B. thetaitaomicron B. thetaitaomicron 
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 TABELA 4 – Identificação de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método 
bioquímico-fisiológico e metodologia de biologia molecular dos espécimes fecais, cuja metodologia 
bioquímico-fisiológica permite identificação bacteriana em mais de um grupo taxonômico. 
 
 
 

 
Código do espécime 

 

 
Identificação genética 

 
Identificação bioquímica 

 
FH1-1 

 
B. distasonis 

 
B. distasonis 
B. caccae 
B. merdae 
B. thetaitaomicron 
 

FH4-10 B. fragilis B. fragilis 
B. uniformis 
B. stercoris 
 

FH5-6 B. fragilis B. fragilis  
B. distasonis 
B. merdae 
 

FH9-7 B. vulgatus B. stercoris 
B. vulgatus 
 

FH9-15 B. vulgatus B. vulgatus 
B. stercoris 
 

 
 
 
 
 
 
TABELA 5 – Identificação de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método 
bioquímico-fisiológico e biologia molecular dos espécimes fecais, cujas metodologias permitem 
identificação discordante. 
 
 

 
Código do espécime 

 

 
Identificação genética 

 
Identificação bioquímica 

 
FH4-1 

 
B. fragilis 

 
B. distasonis 

FH5-5 B. fragilis B. distasonis 
FH9-11 B. vulgatus B. caccae 
FH10-1 B. vulgatus B. caccae 
FH10-7 B. vulgatus B. caccae 
FH10-12 B. vulgatus B. caccae 
FH10-16 B. vulgatus B. fragilis 
FH10-4 B. vulgatus B. uniformis 
FC4-6 B. fragilis B. merdae 

ATCC 25285 B. fragilis B. distasonis 
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TABELA 6 – Identificação de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método 
bioquímico-fisiológico e metodologia de biologia molecular dos espécimes fecais, cujas metodologias 
permitem identificação discordante e em mais de um grupo taxonômico. 
 
 
 

 
Código do espécime 

 

 
Identificação genética 

 
Identificação bioquímica 

 
FH7-6 

 
B. fragilis 

 
B. uniformis 
B. vulgatus 
 

FH7-7 B. fragilis B. caccae 
B. uniformis 
 

FH9-14 B. vulgatus B. merdae 
B. caccae 
B. stercoris 
 

FH10-3 B. vulgatus B. caccae 
B. stercoris 
B. uniformis 
 

FH10-9 B. vulgatus B. fragilis 
B. stercoris 
 

FH10-10 B. vulgatus B. uniformis 
B. stercoris 
B. fragilis 
 

FH10-13 B. vulgatus B. distasonis 
B. caccae 
 

FH10-19 B. vulgatus B. stercoris 
B. uniformis 
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5.3 Pesquisa do grupo Bacteroides fragilis diretamente nos espécimes fecais  

 

  Quando a avaliação foi feita diretamente dos espécimes fecais, por biologia 

molecular, sem o passo de cultivo e identificação presuntiva, espécies do grupo 

Bacteroides fragilis foram detectadas em 90 (51,5%) dos espécimes avaliados 

considerando-se fezes diarréicas e não diarréicas (Figura 5).  

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5 – Eletroforegramas representativos da identificação de Bacteroides spp. isolados de 
amostras fecais por PCR - Multiplex. A – Reação G (230bp => Grupo I; 230 + 450 => Grupo II; 230 + 
400bp => Grupo III). B – Reação para Grupo I: 420bp => B. fragilis; 250bp => B. vulgatus; 610bp => 
B. ovatus. C – Reação para Grupo III: 220bp => B. distasonis. MM – padrão de marcador molecular 
100 pb. 
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Considerando-se somente as fezes diarréicas, espécies do grupo (B. fragilis, 

B. distasonis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. caccae e Bacteroides sp.) foram 

detectadas em 49 (44%) dos espécimes e distribuídas como representado na figura 

6.  

Em 61 (56%) espécimes fecais obtidos de pacientes apresentando 

manifestações clínicas no trato gastrintestinal, representantes do grupo B. fragilis 

não foram detectados, pela observação de ausência de amplicons obtidos nas 

reações de PCR.  

Considerando-se somente as fezes não diarréicas, espécies do grupo (B. 

fragilis, B. distasonis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. ovatus e Bacteroides sp.) 

foram detectadas em 41 (63%) dos espécimes e distribuídas como representado na 

figura 7.  

Tal como observado nas amostras provenientes de pacientes apresentando 

manifestações clínicas no trato gastrintestinal, representantes do grupo B. fragilis 

não foram detectados em 24 (37%) amostras fecais avaliadas. 

Neste estudo foi considerado a detecção de Bacteroides sp. para os casos 

onde foi observado amplicons sugestivos de Bacteroides na reação definida como 

reação G, isso é, amplions de 230, 400 ou 450 pb, mas não houve amplificação de 

fragmentos esperados nas reações I, II e III, mesmo após repetição dos 

experimentos,  

 

   

 

 

 

 

 



 61 

B. vulgatus
31%

B. fragilis
22%

B. distasonis
16%

B. thetaiotaomicron
5%

B. caccae
3%

Bacteroides sp.
23%

 
 
 
 
FIGURA 6 – Distribuição das espécies representativas do grupo Bacteroides fragilis detectadas nos 
espécimes fecais diarréicos avaliados diretamente por metodologia de biologia molecular. 
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FIGURA 7 – Distribuição das espécies representativas do grupo Bacteroides fragilis detectadas nos 
espécimes fecais não diarréicos avaliados diretamente por metodologia de biologia molecular. 
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5.4 Pesquisa de Bacteroides fragilis enterotoxigênicos 

 

Pela metodologia empregada, Bacteroides fragilis enterotoxigênicos (ETBF) 

foram detectados em 4.6% dos espécimes fecais avaliados, sendo 4 em espécimes 

fecais diarréicos (3,7% neste grupo) e 4 em espécimes fecais não diarréicos 

(6,15%), considerando-se a amplificação do fragmento de 294pb referente a 

segmento do gene bft codificador da enterotoxina na espécie (Figura 8). 

Ainda que a enterotoxina tenha sido detectada em número reduzido de 

especimes fecais, considerando-se o sexo dos doadores de espécime clínico para 

análise, 62,5% (n=5) das fezes positivas foram obtidas de crianças do sexo feminino, 

enquanto que 37,5% (n=3) foram obtidas de crianças do sexo masculino. Em relação 

à idade dos doadores, tanto no grupo diarréico quanto no grupo controle a idade 

média foi de 2 anos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8 – Eletroforegrama representativo da identificação de Bacteroides fragilis enterotoxigênico 
(ETBF) em espécimes fecais. PM - padrão de peso molecular 100 pb; Canaleta 1 – controle negativo; 
canaleta 2 – controle positivo para ETBF (banda de 294pb); canaletas 3, 5 e 7 – espécimes positivos; 
canaletas 4 e 6 – espécimes negativos. 
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5.5 Determinação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

  

 Com relação ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados do 

grupo B. fragilis avaliados e às recomendações de interpretação dos resultados 

segundo o manual do NCCLS (2004), observou-se resistência bacteriana a todos os 

antimicrobianos testados, sendo que as drogas menos eficazes foram: ampicilina 

(82,1% de resistência, embora 13,3% das linhagens tenham apresentado níveis de 

resistência intermediária); clindamicina (62,2% de resistência, embora 40% das 

linhagens tenham apresentado níveis de resistência intermediária); ceftriaxona 

(57,7% de resistência, embora 37,7% das linhagens tenham apresentado níveis de 

resistência intermediária); cloranfenicol (48,8% de resistência, embora 33,3% das 

linhagens tenham apresentado níveis de resistência intermediária) e meropenem 

(44,3% de resistência, embora 26,6% das linhagens tenham apresentado níveis de 

resistência intermediária).  

 Por outro lado, as drogas mais eficazes foram as associações 

ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam, para as quais a resistência foi 

observada em níveis de 17,7% para a associação ampicilina/sulbactam, sendo que 

6,6% refere-se à resistência intermediária e 8,8% de resistência à associação 

piperacilina/tazobactam , sendo que 6,6% refere-se à resistência intermediária a 

esta associação (Tabelas  7 e 8, Figura 9).  

 

TABELA 7 – Valores de referência para interpretação dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos 
de bastonetes Gram negativo anaeróbios, pelo método de diluição em ágar, segundo recomendações 
do NCCLS (2004).  

Droga  
Antimicrobiana 

 

Concentração do antimicrobiano em µg/ml 

Sensibilidade 
 

Resistência 
intermediária 

Resistência 
 

Ampicilina ≤0,5 1 ≥2 

Ampicilina/sulbactam ≤8/4 16/8 ≥32/16 

Ceftriaxona ≤16 32 ≥64 

Clindamicina ≤2 4 ≥8 

Meropenem ≤4 8 ≥16 

Piperacilina/tazobactam ≤32/4 64/4 ≥128/4 

Cloranfenicol ≤8 16 ≥32 
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TABELA 8 - Concentrações inibitórias mínimas das drogas antimicrobianas testadas (em µg/mL), 
obtidas pelo método de diluição em ágar, para as linhagens representativas do grupo Bacteroides 
fragilis availadas. 
 
 

Linhagem AMP AMS CTR CLI MEM PTZ CHL 

FH1-1 4 4 1 2 2 4 4 

FH1-2 1 1 256 2 4 0,48 8 

FH4-1 0,48 1 32 2 2 0,48 4 

FH4-2 0,48 1 16 2 2 2 8 

FH4-5 0,48 1 8 2 4 2 8 

FH4-6 0,48 1 32 2 4 2 8 

FH4-9 2 1 32 2 2 0,48 8 

FH4-10 1 1 32 2 2 2 8 

FH5-1 1 1 32 2 2 2 8 

FH5-3 1 2 32 2 2 2 0,24 

FH5-5 32 2 32 4 4 2 16 

FH5-6 32 32 32 4 4 1 16 

FH5-8 8 32 32 4 8 0,48 4 

FH7-6 2 4 32 4 4 0,48 4 

FH7-7 2 32 32 4 8 0,48 16 

FH9-2 2 1 32 2 8 0,48 4 

FH9-7 4 0,12 0,06 2 16 1 4 

FH9-11 4 4 16 4 8 1 16 

FH9-13 4 4 4 4 4 4 16 

FH9-14 4 4 4 4 8 4 16 

FH9-15 8 4 16 4 16 32 16 

FH9-17 8 4 16 4 8 2 16 

FH10-1 0,24 0,24 0,06 8 16 4 32 

FH10-2 0,24 0,24 0,48 4 8 1 4 

FH10-3 2 1 32 4 8 64 32 

FH10-4 2 0,06 0,12 4 32 4 16 

FH10-7 0,06 0,06 0,24 4 16 4 8 

FH10-9 512 16 8 8 8 4 16 

FH10-11 2 1 32 8 4 4 32 

FH10-12 1 8 16 8 16 4 8 

FH10-13 2 1 32 8 16 2 16 

FH10-16 1 1 32 2 16 1 8 

FH10-19 0,24 0,12 0,06 8 8 4 32 

FH25-11 512 16 32 8 8 64 32 

FH43-8 4 16 64 4 2 16 16 

FH49-1 16 8 128 4 2 8 16 

FH49-4 16 4 64 1 1 128 32 

FH49-5 8 4 64 1 1 16 8 

FH49-6 32 4 64 8 0.24 8 8 

FH49-7 16 2 64 16 0.48 8 16 

FH49-8 4 1 128 0.24 0.48 8 4 

FH60-5 4 4 128 0.24 1 8 4 

FC4-1 32 32 4 8 8 4 16 

FC4-6 128 32 8 4 4 64 32 

ATCC 25285 4 4 16 4 4 2 8 

AMP, Ampicilna; AMS, Ampicilina/Sulbactam; CTR, Ceftriaxona; CLI, Clindamicina; MEM, 
Meropenem; PTZ, Piperacilina/Tazobactam; CHL, Cloranfenicol. 
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FIGURA 9 – Distribuição de linhagens bacterianas de bastonetes Gram negativo do Grupo 
Bacteroides fragilis que apresentaram resistência ou resistência intermediária aos diferentes 
antimicrobianos testados. AMP, Ampicilna; AMS, Ampicilina/Sulbactam; CHL, Cloranfenicol; CLI, 
Clindamicina; CTR, Ceftriaxona; MEM, Meropenem; PTZ, Piperacilina/Tazobactam. 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 Doença diarréica infantil 

 

A diarréia infecciosa é uma condição clínica associada a grande morbidade e 

mortalidade no mundo todo, afetando principalmente crianças. A morbidade por 

diarréia é um indicador utilizado na avaliação do nível de saúde de uma população e 

varia de acordo com as diferentes regiões, localidades e grupos populacionais. 

Essas variações regionais estão intimamente relacionadas com a profunda 

desigualdade de vida de seus habitantes referentes à renda familiar, serviços 

públicos essenciais, assistência a saúde e a educação (NGUYEN et al., 2005). 

A diarréia está associada à patógenos entéricos, que incluem vírus, bactérias 

e parasitas. Rotavírus e as Escherichia coli enteropatogênicas são consideradas os 

agentes etiológicos mais comuns, sendo as linhagens patogênicas de E. coli 

especialmente importantes em países em desenvolvimento. Os rotavírus estão 

associados a gastrenterites no mundo todo e são responsáveis por 

aproximadamente 20% das mortes associadas à diarréia em crianças menores de 5 

anos de idade. Além disso, outros agentes bacterianos têm sido reconhecidos como 

enteropatógenos potencial como Salmonella spp, Shigella spp, Vibrio cholerae, 

Campylobacter spp, e os bastonetes Gram negativo anaeróbios Bacteroides fragilis, 

especialmente as linhagens enterotoxigênicas (JAFARI et al.,2008;KIM et al.,2008; 

PATRZALEK, 2008) 

 Além das condições de higiene sanitária associadas à transmissão e 

persistência da doença diarréica em populações susceptíveis, após o nascimento, 

microrganismos podem ser adquiridos de fontes ambientais, contato oral ou 

microrganismos cutâneos maternos que podem ser transferidos às crianças por 

vários processos como aleitamento materno (aproximadamente 109 células 

microbianas por litro de leite em mães saudáveis), beijo, carinho, etc. Além disso, as 

crianças estão expostas a outros microrganismos que ganham acesso ao trato 

gastrintestinal pela alimentação (THOMPSON-CHAGOYÁN; MALDONADO e GIL, 

2007). 

Apesar do declínio do número de hospitalização por diarréia aguda em todo o 

mundo com o advento da terapia de reidratação oral e do conseqüente 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Patrza%C5%82ek%20MP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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 decréscimo da mortalidade pela doença em crianças menores de cinco anos, a 

diarréia ainda permanece como importante causa de hospitalização entre a 

população infantil (PONTUAL et al.,2006 ;MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). 

No nosso estudo, foi avaliada a microbiota fecal de crianças apresentando 

manifestação clinica de doença diarréia e sem manifestação clinica da doença na 

cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, considerando-se a ocorrência de 

representantes de anaeróbios obrigatórios do grupo Bacteroides fragilis, 

enterotoxigênicos ou não.  

Da avaliação demográfica dos pacientes e doadores saudáveis, observou-se 

que cerca de 33% das crianças com diarréia aguda tinham até um ano de idade e 

60% das crianças tinham menos de 2 anos de idade, corroborando com os dados da 

literatura. A média de idade baixa da população estudada reflete a frequência 

elevada de diarréia aguda em crianças menores de dois anos de idade e a maior 

gravidade da doença nesta fase da vida, o que leva a procura de atendimento 

médico (ARANHA- MICHEL& GIANELLA, 1999; ORLANDI et al., 2001; NGUYEN et 

al., 2005; BALAMURUGAN et al., 2008). 

A obtenção dos espécimes fecais foi distribuída homogeneamente nos meses 

chuvosos e secos do ano. De acordo com a literatura, a maioria dos casos de 

diarréia associados às bactérias acontece nos meses chuvosos e quentes, 

possivelmente porque a temperatura mais elevada favorece a multiplicação 

bacteriana no ambiente, e a chuva contribui na disseminação do agente etiológico 

nas águas superficiais (PODEWILS et al.,2004; QUADRI et al.,2005). Apesar da 

renda familiar das famílias não ter sido investigada, todas as famílias possuíam 

condições de saneamento básico nas moradias, como água tratada e sistema 

fechado de esgoto de fezes. 

 

6.2 Identificação bioquímica e molecular das linhagens do grupo 

B.fragilis 

 

O trato gastrintestinal humano alberga uma grande variedade de bactérias, 

mais de 400 espécies, sendo o total de células microbianas neste sítio anatômico 

superior ao número de células no corpo humano (TURRONI et al., 2008). A grande 

maioria destas bactérias são importantes para saúde humana produzindo e 

degradando nutrientes e substâncias nocivas ao hospedeiro, prevenindo a 
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colonização por microrganismos patogênicos e participando na modulação do 

sistema imunológico (THOMPSON-CHAGOYÁN; MALDONADO e GIL, 2007; 

BALAMURUGAN et al., 2008).  

O ecossistema intestinal pode ser definido como um órgão microbiano dentro 

do organismo do hospedeiro que atua em uma associação dinâmica e intensa 

dependente de fatores microbianos, do hospedeiro e da dieta. O estudo deste 

complexo ecossistema tem sido baseado em métodos microbiológicos clássicos que 

envolvem cultivo microbiano em meios de cultura específicos e técnicas bioquímicas 

e fisiológicas de identificação. Entretanto estas técnicas não permitem a 

recuperação de todos os grupos microbianos (BOTTARI et al, 2006). 

Bactérias anaeróbias compreendem uma grande população da microbiota da 

pele, trato genital, gastrintestinal e membranas internas de mucosas. Como 

microrganismos oportunistas, eles frequentemente participam de infecções 

endógenas. Apesar do reconhecimento clinico-epidemiologico destes 

microrganismos, muitos laboratórios de microbiologia clínica não percebem a 

necessidade de identificar corretamente os anaeróbios ou realizam tal identificação 

de modo incorreto (BROOK, 2002; PANG et al., 2005).  

Segundo a literatura disponível, a frequência exata destes microrganismos é 

difícil de ser determinada, devido ao uso inconsistente de métodos tradicionais 

clássicos para isolamento e identificação. Entre os pontos positivos dos métodos de 

diagnóstico dependentes de cultivo destacam-se os custos, a possibilidade de 

quantificação microbiana e a possibilidade de futuras investigações bioquímicas e 

fisiológicas das linhagens isoladas. Por outro lado, estas são técnicas laboriosas e 

que demandam muito tempo e são dependentes do processamento das amostras 

clínicas e das condições de cultivo (FURRIE, 2006; BALAMURUGAN et al., 2008).  

Os métodos clássicos de identificação realizados inicialmente neste estudo, 

como o isolamento em meio seletivo e técnicas de coloração de Gram, são 

tradicionalmente bem estabelecidos nos manuais de bacteriologia clínica para 

isolamento e identificação de anaeróbios. O diagnóstico direto baseado no 

isolamento e cultivo microbiano permite o uso dos isolados em investigações 

posteriores com grande importância clínico-científica como a determinação do perfil 

de susceptibilidade a antimicrobianos e estudos epidemiológicos. Considera-se, 

ainda, que a analise da coloração de Gram e informações preliminares de cultura da 

amostra recebida podem revelar o tipo e o número relativo de microrganismos, bem 
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como células do hospedeiro presentes, o que pode orientar o diagnóstico clínico e a 

terapia precoce (SUMMANEN et al., 1993;FINEGOLD,1995). 

Alguns sistemas comerciais semi-automatizados permitem fazer a 

identificação das diferentes espécies de anaeróbios utilizando numerosas provas 

bioquímicas, por meio da ação de enzimas bacterianas pré-formadas, podendo fazer 

o diagnóstico em ate 4 horas. De acordo com o Manual de Microbiologia Clinica para 

Controle de Infecção em Serviços de Saúde, publicado pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA, 2004), os sistemas mais frequentemente utilizados 

são: API, Vitek e Microscan. Estes métodos são caros e não são fundamentais para 

o diagnóstico dos grupos bacterianos e para uma orientação terapêutica adequada. 

Como alternativa aos métodos microbiológicos clássicos para identificação de 

anaeróbios, testes de identificação rápida têm sido utilizados. Estes métodos são 

baseados ou em sorologia ou biologia molecular (ZHANG e WEINTRAUB,1997). 

O desenvolvimento de métodos moleculares tem permitido alternativas para 

investigação de comunidades microbianas, como a microbiota intestinal humana e 

de outros animais, sem a necessidade de cultivo microbiológico. Assim, novas 

técnicas tem sido propostas para diagnóstico de microrganismos entéricos e 

reclassificação de grupos microbianos previamente identificados em espécies e 

gêneros já estabelecidos (FURRIE, 2006).  

Entre as técnicas moleculares independentes de cultivo microbiológico para 

detecção e identificação bacteriana destacam-se métodos relacionados ao 

desenvolvimento de sondas e oligonucleotídeos iniciadores homólogos a regiões de 

DNA que codificam RNA ribossômico microbiano (PCR, técnicas convencionais de 

hibridização, FISH, microarrangios de DNA), estudo de comunidades pela 

associação de técnicas de PCR e eletroforese com gradientes de desnaturação 

(DGGE) ou temperatura (TGGE), estudos envolvendo PCR em tempo real 

quantitativo ou qualitativo e metagenômica (TURRONI et al., 2008) 

Como observado neste estudo, em relação às amostras de anaeróbios 

isoladas e presuntivamente identificadas como Bacteroides, o método de 

caracterização bioquímica permitiu a identificação de oito espécies do grupo B. 

fragilis entre os isolados obtidos enquanto que o método de biologia molecular 

(PCR- Multiplex) baseado na amplificação de segmentos dos genes codificadores 

para o RNAr 16S e 23S, conservados no grupo, além da região variável espaçadora 

intergênica destes microrganismos, utilizada na diferenciação específica das 
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linhagens, permitiu a caracterização de quatro espécies do grupo entre os mesmos 

isolados. Considerando-se as duas metodologias utilizadas, os resultados indicam 

diferentes situações encontradas relacionadas a identificação coincidente entre as 

duas metodologias, identificação semelhante, ou discordante.  

Segundo Summanen e colaboradores (1993), algumas das espécies dentro 

do grupo B. fragilis são muito similares bioquimicamente, o que dificulta o processo 

de identificação das mesmas. Neste estudo, os testes de fermentação dos 

carboidratos revelaram resultados bastante semelhantes entre as diferentes 

linhagens, o que provocou a dificuldade na identificação microbiana de acordo com 

as chaves de identificação disponíveis. No entanto, estas técnicas são ainda 

utilizadas, como relata, por exemplo, Antunes e colaboradores (2002), que, após 

identificar presumivelmente colônias de B. fragilis através de teste da esculina 

positiva, realizou a coloração pelo método de Gram e testes para verificar a 

produção de catalase, indol, bem como a produção de ácidos a partir de alguns 

carboidratos, como trealose, raminose, manitol, glicose e sacarose.  

De maneira geral, ao compararmos os dois métodos de identificação 

utilizados, o método bioquímico não identificou corretamente 46% (17) das espécies 

analisadas em relação ao método molecular, sendo que 32.5% (13) das espécies 

apresentaram caracterização em diferentes grupos taxonômicos pela técnica 

bioquímica. No entanto considerando-se a técnica molecular como uma técnica mais 

acurada, sabe-se que o diagnóstico genético representa um método mais 

dispendioso para a aplicação na microbiologia clínica, o que dificulta sua realização 

de forma rotineira. Por outro lado a técnica molecular permitiu a detecção de 

microrganismos em amostras fecais, para as quais o método de cultura 

microbiológica clássica não pode ser aplicado ou não possibilitou a recuperação de 

amostras representativas do grupo B. fragilis. 

Apesar das bactérias indígenas terem um papel importante na fisiologia do 

hospedeiro, quando o balanço do ecossistema intestinal for rompido, esses 

microrganismos podem causar complicações como patógenos oportunistas que vão 

desde infecções intestinais a doenças em outros sítios anatômicos. As doenças 

associadas aos anaeróbios da microbiota residente estão relacionadas ao seu 

caráter anfibiôntico no desequilíbrio homeostático ou ao serem introduzidos em 

áreas não colonizadas do corpo (TANNOCK,1988; VOLLAARD,1994;HOOPER et 

al.,1998;PENDERS et al., 2006). 
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O grupo B. fragilis inclui espécies bacterianas que constituem a maior parte 

da microbiota residente do trato gastrintestinal de seres humanos e outros animais. 

Apesar disso, são os microrganismos anaeróbios mais comuns associados às 

infecções endógenas abaixo do diafragma, especialmente a espécie B. fragilis. 

Entretanto, já é reconhecido o potencial agressor das outras espécies do grupo, o 

que sugere antibioticoterapia específica, visto que as infecções causadas por 

anaeróbios são responsáveis por altos índices de morbidade e mortalidade 

(FINEGOLD, 1990; SUMMANEN et al.,1993). 

Considerando-se a importância das doenças diarréicas na infância e que a 

etiologia de 20 a 50% das manifestações clínicas continua ainda sem diagnóstico, o 

conhecimento da população de microrganismos específicos do ecossistema 

intestinal poderia ajudar na compreensão da dinâmica microbiana na agressão 

(NGUYEN, 2005). Segundo Thompson-Chagoyán, Maldonado e Gil (2007) a 

manutenção da microbiota intestinal é necessária à prevenção de doenças 

infecciosas neste sítio anatômico. Tem sido demonstrado que animais isentos de 

germe são mais susceptíveis a infecções se comparados a animais colonizados com 

microbiota. Esta informação permite sugerir que o balanço microbiano é necessário 

para manutenção da saúde do hospedeiro. 

 

6.3 Pesquisa do grupo B.fragilis diretamente nos espécimes fecais 

 

Neste trabalho, as amostras fecais analisadas de crianças com doença 

diarréica através da técnica de PCR Multiplex diretamente da amostra fecal, 

revelaram que 44% dos espécimes clínicos contêm representantes do grupo B. 

fragilis associados a sua microbiota fecal, enquanto que 63% dos espécimes 

coletados de crianças sem manifestação clínica de doença diarréica apresentaram 

bactérias representativas do grupo B. fragilis. Tanto os microrganismos isolados e 

identificados, quanto a detecção genética do grupo diretamente nas amostras fecais, 

permitiram a identificação de representantes das espécies do grupo B. fragilis tais 

como B. fragilis, B. distasonis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. caccae, B. ovatus, 

além de 23-25% de Bacteroides sp.  

As amostras identificadas confirmam os dados da literatura, onde as espécies 

mais frequentemente isoladas de infecções clinicas ou microbiota residente de 
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indivíduos saudáveis da espécie humana são descritas como B. fragilis, B. 

thetaiotaomicron, B. distasonis e B.vulgatus, principalmente (LIU et al., 2003).  

Considerando-se que o grupo B. fragilis compõe a maior parte da microbiota 

anaeróbica do trato gastrintestinal, quando avalia-se a frequência de recuperação ou 

detecção destes microrganismos diretamente nos espécimes clínicos, pelo menos 

duas observações devem ser feitas: (i) O baixo isolamento de linhagens de 

Bacteroides nas fezes pode refletir as dificuldades para recuperação de anaeróbios 

em laboratório, uma vez que a coleta e o transporte adequados de espécimes são 

cruciais. A identificação destes microrganismos nas amostras biológicas é um 

processo difícil, pois são fastidiosos, requerem aproximadamente 48 horas de cultivo 

em cultura anaeróbica e o processamento das amostras não pode exceder 2 horas 

da coleta do material fecal. Neste trabalho, das 175 amostras de fezes recebidas, 

apenas 40 foram consideradas aptas para cultura microbiológica, apesar das 

orientações dadas aos participantes do estudo. O transporte apropriado começa 

com o acondicionamento da amostra sob condições anaeróbias em meio de 

transporte que garanta baixo potencial de óxido-redução. Tais dificuldades podem 

resultar em alterações nos testes convencionais de isolamento e identificação 

fisiológica. (ii) Considerando-se a metodologia molecular utilizada e seu fundamento 

baseado na detecção de sequências de DNA pela amplificação em cadeia da 

polimerase, é plausível admitir que falhas metodológicas possam estar associadas à 

amplificação inespecífica de segmentos gênicos ou a não amplificação de 

segmentos em detrimento à concentração do DNA alvo na amostra considerando-se 

o protocolo de amplificação proposto, ou ainda a presença de substâncias inibidoras 

da enzima DNA taq polimerase. Além disso, dever-se-á considerar os protocolos de 

extração e purificação do DNA, ainda que sejam métodos ditos já estabelecidos na 

literatura disponível. 

Por outro lado, considerando-se a observação destes microrganismos em 

maior frequência nas amostras fecais provenientes de doadores sem manifestação 

clínica de doença diarréica em comparação à sua observação nas amostras fecais 

diarréicas, dados da literatura disponível sugerem que de fato em episódios de 

diarréia aguda pode ocorrer uma diminuição significativa de anaeróbios do grupo B. 

fragilis na microbiota fecal (BALAMURUGAN, 2008). 

Segundo Balamurugan e colaboradores (2008), pouca informação encontra-

se disponível sobre a microbiota residente durante a diarréia aguda em crianças. 
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Considerando-se os métodos quantitativos de estudos moleculares, percebe-se uma 

diminuição significativa neste momento, de anaeróbios, sobretudo Bacteroides 

dentre outros gêneros. Estas observações são atribuídas a um provável crescimento 

exacerbado de outros microrganismos e alterações nos potenciais de oxido-redução 

no cólon. Além disso, a observação é suportada pela diminuição na quantidade de 

ácidos graxos de cadeia curta (produto de metabolismos de bactérias anaeróbias) 

encontrada nas fezes durante a diarréia aguda. Esta diminuição da microbiota 

anaeróbia incluindo os Bacteroides pode ser importante para a fisiopatologia da 

diarréia. Cada componente da microbiota anaeróbia contribui com o metabolismo de 

diferentes carboidratos no intestino. A produção de ácidos graxos de cadeia curta 

como o butirato, pelo metabolismo de carboidratos não absorvíveis pelo hospedeiro 

(amido resistente a amilase, por exemplo) contribui para a manutenção da saúde do 

hospedeiro. Neste sentido, acredita-se que a terapia com estes carboidratos tenha 

um efeito prebiótico na evolução do paciente com diarréia aguda estimulando o 

crescimento de microrganismos residentes benéficos como os anaeróbios. 

 

6.4 Pesquisa de Bacteroides fragilis enterotoxigênicos 

 

Algumas linhagens de B. fragilis (ETBF) podem produzir uma enterotoxina 

que está associada com a manifestação diarréica e outras doenças inflamatórias do 

trato gastrintestinal em seres humanos ( WU et al., 2003; SEARS et al., 2008). 

Acredita-se que esta enterotoxina, descrita em 1984 esteja associada à diarréia 

aguda principalmente em pacientes na faixa etária de zero a cinco anos, sobretudo e 

nos primeiros 12 meses de vida, relacionada à perda de fluidos, esfoliação e 

alteração do citoesqueleto em células intestinais. Além disso, existem evidências 

epidemiológicas de que os ETBF estejam associados a animais domésticos como 

gado, galinhas, carneiros e outros animais (CHUNG et al., 1999; NAKANO et al., 

2007). 

Em nosso estudo, identificamos 4,6% de linhagens ETBF nas amostras 

fecais. Considerando-se as amostras diarréicas, a detecção de ETBF foi de 3,7% e 

considerando-se as fezes não diarréias a detecção de ETBF foi de 6,15%. De 

maneira geral a frequência de detecção de ETBF foi baixa quando comparado com 

outros países. Estudos confirmaram a presença de ETBF em 6 a 12% de crianças 

nos EUA, 11% na Itália e Turquia, 12% na Suíça, entre 5 a 15% no Japão, 7% no 
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Vietnã, cerca de 6% na Índia e 2 a 6% em Bangladesh (ZHANG et al., 1999; 

DURMAZ, DALGALAR E DURMAZ, 2005; NGUYEN et al., 2005; SHARMA & 

CHAUDHRY, 2006; COHEN et al., 2006).  

No Brasil, existe uma carência de dados científicos sobre a epidemiologia da 

ocorrência de ETBF na nossa população. Dados recentes mostram a ocorrência 

destes microrganismos em crianças apresentando quadro clínico de diarréia e em 

crianças HIV positivo no estado de São Paulo, entretanto as frequências não foram 

informadas pelos autores (NAKANO et al., 2007). Além disso, o mesmo grupo relata 

frequências de 3,7% de ETBF em bezerros ainda no estado de São Paulo, 

avaliando-se amostras fecais diarréicas e não diarréicas (ALMEIDA, NAKANO E 

ÁVILA-CAMPOS, 2007).   

Segundo dados da literatura internacional cerca de 16% das crianças 

menores de 2 anos de idade serão ou foram infectadas com linhagens de ETBF em 

algum momento deste período da vida, sem, necessariamente desenvolver 

síndrome clínica, o que torna necessário estudos prospectivos sobre a frequência de 

ocorrência destas bactérias nas diferentes populações (DURMAZ, DALGALAR E 

DURMAZ, 2005; NGUYEN et al., 2005;PATHELA et al.,2005).   

O envolvimento de B. fragilis produtor de enterotoxina tem sido objeto de 

investigação nos últimos 25 anos, e estudos sugerem que ETBF pode ter um 

importante papel na doença diarréica em diferentes populações (DURMAZ, 

DALGALAR & DURMAZ, 2005). Sua detecção fisiológica em amostras fecais 

depende, entre outros fatores, da produção da toxina, da sensibilidade da análise e 

da sua estabilidade, uma vez que a enterotoxina é susceptível a degradação por 

proteases (BRESSANE,2001). Condições de vida e diferenças geográficas também 

podem afetar a frequência de ETBF na população (FINEGOLD,1990). Estudos 

futuros são necessários para entender o papel do ETBF na doença diarréica e 

processos inflamatórios intestinais (SEARS et al., 2008).  

De acordo com nossos resultados pode-se observar que foram detectados 

linhagens ETBF em amostras fecais não diarréicas, o que pode indicar a presença 

de portadores saudáveis que podem servir de reservatório destas linhagens 

microbianas para populações susceptíveis.  

Sabe-se que as condições ambientais como a disponibilidade nutricional, o 

pH, potencial redox e a presença de outras substâncias xenobióticas podem modular 

os perfis de expressão gênica em bactérias anaeróbias o que poderia, nestes casos 
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assegurar a não produção de toxinas por estas linhagens bacterianas, mas sua 

persistência na população (DINIZ et al., 2004; SILVA, 2007; BALAMURUGAN, 

2008).   

 

6.5 Determinação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

Sabe-se que as drogas antimicrobianas podem induzir alterações na 

microbiota indígena pelo seu uso independente da participação destes 

microrganismos em doenças infecciosas, pela seleção de linhagens bacterianas 

resistentes que podem aparecer como patógenos oportunistas em diferentes 

situações (BEZIRTZOGLOU,1997).  

Embora os testes de susceptibilidade a antimicrobianos na bacteriologia de 

anaeróbios terem sido úteis para a terapia antimicrobiana, estes testes ainda não 

tem sido amplamente incorporados na prática clínica. Algumas razões apontadas, 

compreendem, a dificuldade de cultivo destes microrganismos, a natureza 

polimicrobiana associada às infecções anaeróbias, e a carência de estudos 

associando os resultados laboratoriais e resultados de clínica (NGUYEN et al., 

2000).  

Pelo caráter anfibiôntico dos microrganismos residentes e sua participação 

em infecções de origem endógena, bactérias do grupo B. fragilis têm sido alvo de 

diversos estudos, devido seu alto grau de resistência aos antimicrobianos e, ainda a 

metais pesados. Estas últimas substâncias têm sido reconhecidas como marcadores 

de resistência múltipla a drogas, geralmente mediada pela aquisição de novas 

informações genéticas associada a elementos extracromossomais (SALYERS, 1984; 

AVILA-CAMPOS et al.,1991).  

A resistência bacteriana a drogas pode ser intrínseca quando é espécie ou 

gênero específica ou mesmo adquirida, associada a mutações durante a 

multiplicação bacteriana ou eventos de recombinação genética como a conjugação, 

transformação e a transdução. Segundo dado da literatura já é bem estabelecido a 

transferência de marcadores de resistência bacteriana entre os anaeróbios e outros 

grupos microbianos como os bastonetes Gram negativo anaeróbios facultativos, 

como por exemplo a transferência de plasmideos em Bacteroides spp que tem um 

papel importante na disseminação de resistência a antibióticos (RILEY & MEE, 1982; 

RUDRIK et al.,1985).  
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Nos últimos 20 anos, variações geográficas e aumento de resistência a 

antimicrobianos tradicionais além de novos beta-lactâmicos têm sido relatado como 

um problema global. Assim monitoramento periódico dos padrões de 

susceptibilidade a drogas nestes organismos tem sido recomendado para 

disponibilizar conhecimento para subsidiar a escolha de antibioticoterapia apropriada 

(NGUYEN et al., 2000; LIU, 2003; SNYDMAN,2007;BETRIU et al., 2008).  

Considerando-se o caráter regional desse estudo, a observação de 

resistência bacteriana a todos os antimicrobianos testados, representa dado 

relevante a ser considerado na terapia empírica, sobretudo em situações clínicas 

nas quais o aspecto da doença possa sugerir o envolvimento de bactérias 

anaeróbias, como representantes do grupo B. fragilis. Embora o reconhecimento das 

diferentes espécies do grupo como agentes potencialmente associados a doenças 

de origem endógena, sugira antibioticoterapia específica (BROOK,1988; BROOK & 

FRAZIER,1992; ALDRIDGE,1995), nossos dados permitem sugerir homogeneidade 

nos perfis de susceptibilidade a drogas entre as diferentes linhagens bacterianas 

recuperadas e avaliadas neste estudo.  

Entre os antimicrobianos disponíveis contra bactérias anaeróbias, 

especialmente o grupo B. fragilis, destacam-se o metronidazol, a clindamicina, os 

beta-lactâmicos e a associação beta-lactâmico e inibidor de beta-lactamase, drogas 

nas quais aumento da resistência tem sido relatado em vários países (FERNÁNDEZ  

et al., 2007). 

Observamos, entre as linhagens isoladas de espécimes fecais de crianças 

com idade média de dois anos de idade considerando aquelas com e sem 

manifestação clínica de doença diarréica, resistência bacteriana a todos os 

antimicrobianos testados como: ampicilina, ceftriaxona e meropenem, drogas 

representativas dos beta-lactâmicos, além de ampicilina/sulbatam e 

piperacilina/tazobactam, representativas de associação beta-lactâmico/inibidor de 

beta-lactamase; clindamicina e cloranfenicol. Entre os níveis de resistência 

observados, destaca-se a alta resistência intermediária aos antimicrobianos o que 

sugere alerta do ponto de vista clínico, sobretudo pela origem das amostras. Estes 

microrganismos podem ser representativos da população bacteriana circulante na 

comunidade, assumindo-se a baixa diversidade de antimicrobianos a que crianças 

menores de 2 anos de idade deveriam ser expostas. 
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Entre os agentes beta-lactâmicos testados, observa-se a baixa eficiência das 

penicilinas (ampicilina), seguido das cefalosposrinas (ceftriaxona) e carbapenêmicos 

(meropenem). Considerando-se os baixos níveis de resistência observados para os 

beta-lactâmicos associados a inibidores de beta-lactamases, sugere-se que a 

maioria das amostras bacterianas recuperadas sejam produtoras de enzimas beta-

lactamases, como já bem estabelecido para o grupo B. fragilis, sendo a associação 

piperacilina-tazobactam, ainda bastante efetiva com baixos níveis de resistência 

relatada (BETRIU et al., 2008; LIU et al., 2008). A resistência dos Bacteroides aos 

beta-lactâmicos como as penicilina, foi inicialmente observada em 1966 e a 

produção de diferentes tipos de enzimas beta-lactamases já descritas representam o 

mais importante mecanismo de resistência destes microrganismos a estas drogas 

(FILLE et al.,2006). 

O aumento da resistência de alguns agentes antimicrobianos, incluindo 

tetraciclina, clindamicina e ceftriaxona, reflete a capacidade de B.fragilis em 

desenvolver resistência por vários mecanismos diferentes. A resistência entre os 

isolados de Bacteroides a clindamicina tem aumentado em vários países. Onde a 

vigilância epidemiológica é mais intensa a literatura reporta que a resistência à 

clindamicina tem aumentado significativamente nas ultimas 2 décadas. Esta droga 

foi considerada de escolha na terapia de infecções anaeróbias por um longo 

período. Segundo dados da literatura as taxas de resistência à clindamicina variam, 

hoje entre 20-48% (ALDRIDGE et al., 2001, WEXLER et al., 2001; FERNÁNDEZ et 

al., 2007; BETRIU et al., 2008; LIU et al., 2008).  

Apesar de neste estudo ter sido verificada resistência à clindamicina em 

níveis próximos aos 35%, como esperado para realidade brasileira e de outros 

países da América do Sul como a Argentina (FERNÁNDEZ et al., 2007), os estudos 

de vigilância epidemiológica não descrevem com clareza a fonte das amostras 

bacterianas. Considerando-se a fonte das amostras no nosso trabalho, este número 

torna-se expressivo. Além disso, nossos resultados indicam altos níveis de 

resistência intermediária a este antimicrobiano nas linhagens isoladas de crianças, 

sem história recente de uso terapêutico do antimicrobiano ou outra lincosamida.     

A taxa do uso de cloranfenicol tem reduzido em muitos países devido a 

toxicidade da droga que causa desordens intestinais, depressão e anemia. Por outro 

lado, no nosso país, esta droga é amplamente consumida e no nosso estudo foi 

observada alta taxa de resistência para este antimicrobiano  (BETRIU et al,2008). 
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De acordo com a literatura recente, nas regiões que a droga ainda é utilizada 

para o tratamento de infecções nas quais o grupo B. fragilis está envolvido observa-

se níveis de até 11% de resistência, embora, nem todos os autores considerem a 

resistência intermediária, de acordo com os níveis de susceptibilidade observados 

(BETRIU et al., 2008; LIU et al., 2008). 

Apesar dos testes de susceptibilidade in vitro de bactérias anaeróbias não ser 

rotineiramente considerada para decisões clínicas, alguns autores defendem o 

monitoramento laboratorial dos níveis de resistência microbiana, para estes grupos 

bacterianos, fundamentalmente por três razões: (i) já está bem documentado que a 

resistência aos antimicrobianos pelos Bacteroides tem aumentado 

significativamente, e sua participação em infecções polimicrobianas endógenas tem 

sido reconhecida; (ii) existe uma certa disparidade nos níveis e resistência entre as 

diferentes drogas e as diferentes regiões ou instituições baseado nos protocolos e 

regras para uso de antimicrobianos; (iii) estudos clínicos mostram que embora 

existam limitações na extrapolação entre resultados de experimentos in vitro e 

realidade clínica in vivo, a resistência a antimicrobianos de anaeróbios como os 

Bacteroides spp. pode ser correlacionada com a falha terapêutica clínica resultando 

em aumento de morbidade e mortalidade (NGUYEN et al., 2000). 

Assim, considerado-se os resultados apresentados neste trabalho sobre a 

distribuição e perfil de susceptibilidade de representantes do grupo B. fragilis, bem 

como as dificuldades metodológicas apresentadas para seu isolamento e 

identificação, seja por métodos microbiológicos dependentes de cultivo ou métodos 

de genética molecular, percebe-se a necessidade de estudos prospectivos para 

caracterizar melhor o papel destes microrganismos na manutenção da saúde ou 

produção de doença em seres humanos, bem como estudos de vigilância 

epidemiológica para monitoramento constante dos seus perfis de susceptibilidade a 

antimicrobianos de interesse clínico-microbiológico.      
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7.CONCLUSÕES 

 

 

 

- Bactérias do grupo Bacteroides fragilis ocorrem na microbiota fecal de 

crianças, em Juiz de Fora, em maior taxa naquelas sem manifestação clínica 

de doença diarréica;  

 

 

- A metodologia de biologia molecular se mostrou menos duvidosa na 

identificação microbiana especifica, comparada às técnicas bioquímico-

fisiológicas dependente de cultivo;  

 

 

- Dada a diversidade bioquímica e fisiológica bacteriana e a sua resposta a 

variações ambientais, os métodos bioquímicos suscitam dúvidas na 

identificação destes microrganismos considerando-se as chaves de 

identificação disponíveis;  

 

 

- A metodologia de biologia molecular permite a detecção qualitativa de 

Bacteroides sp. diretamente nos espécimes fecais, minimizando a ação 

deletéria do tempo, pela exposição ao oxigênio, para o processamento das 

amostras, desde sua coleta; 

 

 

- Linhagens de Bacteroides fragilis enterotoxigênicas ocorrem na população 

amostrada, entretanto neste estudo não foi possível correlacionar a sua 

presença como etiologia de diarréia aguda na população amostrada, uma vez 

que outros enteropatógenos não foram avaliados; 
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- A observação de portadores saudáveis de linhagens enterotoxigênicas de B. 

fragilis indica a circulação comunitária destes microrganismos. Assim, seres 

humanos podem atuar como reservatórios na população amostrada;  

 

- As amostras bacterianas representativas do grupo B. fragilis que circulam na 

nossa região mostram-se altamente resistentes aos antimicrobianos mais 

frequentemente utilizados na terapia antianaeróbica; 

 

 

- Associações de drogas beta-lactâmicas e inibidores de beta-lactamase como 

piperacilina/tazobactam, e mesmo ampicilina/sulbactam permanecem, ainda, 

como alternativas terapêuticas, para tratamento de infecções envolvendo o 

grupo B. fragilis, devido aos baixos níveis de resistência observados; 

 

 

- Os altos níveis de resistência intermediária nas amostras bacterianas 

estudadas, suscitam reflexões sobre o uso indiscriminado de antimicrobianos 

na nossa região, especialmente considerando-se isolados de crianças com 

idade média de 2 anos de idade. 
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