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RESUMO

O termo “microbiota indigena” refere-se a populacdo de micro-organismos presentes em
condigdes normais nas superficies e mucosas de um individuo onde desempenha fungdes
fundamentais para a satde do hospedeiro, entre as quais a resisténcia a colonizacao (RC)
por patdgenos. A RC pode ocorrer pela producdo de substancias antagonistas e/ou pela
competicdo por nutrientes e sitios de ligacdo. Para identificar as bactérias responsaveis e
0s mecanismos envolvidos na RC, tem-se utilizado o modelo animal isento de germes
(1G), pois estudos in vitro nem sempre podem ser extrapolados para o0 que ocorre in Vivo.
No presente trabalho, ap6s padronizacdo da metodologia, ensaios de antagonismo ex vivo
contra sete bactérias enteropatogénicas reveladoras, utilizando fezes de 15 humanos
saudaveis, confirmaram que a RC tem variacdo individual, com sete voluntérios (46%)
apresentando uma alta RC (seis ou mais reveladoras inibidas), quatro voluntarios (27%)
com RC intermediaria (quatro a cinco reveladoras inibidas) e quatro voluntarios (27%)
com baixa RC (uma a duas reveladoras inibidas). Utilizando ensaios de antagonismo in
vitro e com sobrenadante de cultura, 14 bactérias isoladas da microbiota fecal dominante
dos voluntarios com boa RC foram selecionadas para associacao em animais 1G. No teste
de antagonismo in vivo contra Salmonella enterica sor. Typhimurium, camundongos
monoassociados com as linhagens Enterococcus hirae (8.2), Bacteroides thetaiotaomicron
(16.2) e Lactobacillus ruminis (18.1) apresentaram redugdes significativas nas contagens
fecais do patdgeno ao longo do desafio. Apds cinco dias de infeccdo, no grupo 8.2,
observou-se reducdo (p < 0,05) na translocacéo de S. Typhimurium para o baco, enquanto
no grupo 18.1 houve aumento (p < 0,05) da translocacdo para o figado. Esses resultados
foram confirmados pelas avaliagcdes histopatoldgicas, em que apenas 0 grupo 8.2 mostrou
evidentes sinais de protecdo no ileo e no figado, em relacdo aos danos causados pelo
desafio com S. Typhimurium num grupo controle, enquanto que no grupo 18.1 houve
lesBes significativamente mais intensas. Concluindo, a partir a microbiota fecal dominante
de doadores humanos saudaveis apresentando uma elevada RC e utilizando ensaios ex

vivo, in vitro e in vivo, foi possivel selecionar uma bactéria com um potencial alto de RC.

Palavras-chave: resisténcia a colonizagdo, microbiota fecal humana, antagonismo,

Salmonella Typhimurium



ABSTRACT

The term "indigenous microbiota™ refers to the population of micro-organisms normally
present on the surface and mucosa of an individual, where performs functions essential to
the health of the host, including the colonization resistance (CR) by pathogens. The CR
may occur due to the production of antagonistic substances and/or the competition for
nutrients and binding sites. To identify the bacteria responsible and the mechanisms
involved in the CR, the germ-free (GF) animal model has been used, because in vitro
studies cannot always be extrapolated to what occurs in vivo. In the present study, after
standardization of the methodology, ex vivo antagonism tests against seven
enteropathogenic indicator bacteria using feces from 15 healthy human volunteers,
confirmed that the CR showed individual variation, with seven volunteers (46%) having a
high CR (six or more indicators inhibited), four subjects (27%) an intermediate CR (four
to five indicators inhibited), and four subjects (27%) a low CR (one to two indicators
inhibited). Using in vitro antagonism assays and with culture supernatant, 14 strains
isolated from fecal dominant microbiota of volunteers with elevated CR were selected for
association in GF mice. In the in vivo antagonism assay against Salmonella enterica ser.
Typhimurium, mice monoassociated with Enterococcus hirae (8.2), Bacteroides
thetaiotaomicron (16.2) and Lactobacillus ruminis (18.1) strains had significant reductions
in fecal counts of the pathogen during the challenge. After five days of infection, the 8.2
group showed a reduction (p < 0.05) in the translocation of S. Typhimurium to the spleen,
while the 18.1 group had an increased (p < 0.05) translocation to the liver. These results
were confirmed by the histological data, in which only the 8.2 group showed clear
protective signs of ileum and liver, compared to the damage caused by challenge with S.
Typhimurium in a control group, while in group 18.1 there was significantly more intense
lesions. Concluding, from the dominant fecal microbiota from healthy human donors
having a high CR, and using ex vivo, in vitro and in vivo assays, a bacterium with a high

CR potential was selected.

Keywords: resistance to colonization, human fecal microbiota, antagonism, Salmonella

Typhimurium
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1. INTRODUCAO

1.1 A microbiota do trato intestinal

1.1.1 Instalacdo da microbiota

Os micro-organismos recobrem essencialmente todas as superficies e mucosas do
hospedeiro (com excecdo dos pulmdes e bexiga), sendo que a sua maioria reside no trato
intestinal (TI) e constitui um ecossistema complexo composto de elementos bidticos,
como essa microbiota residente ou indigena, e elementos abidticos exdgenos (alimento
ingerido) e endogenos (secrecbes e células mortas do hospedeiro) (SOMMER &
BACKHED, 2013). O termo microbiota foi definido por SAVAGE (1977) como
populacdo de micro-organismos presentes em condi¢des normais nas superficies e
mucosas de um individuo.

O trato digestivo humano deixando o seu envoltorio fetal é estéril e sua
colonizagdo ocorre imediatamente ap6s o nascimento (LAWLEY & WALKER, 2012).
Humanos recém-nascidos sdo colonizados inicialmente na passagem pelo canal do parto
por micro-organismos locais maternos (por exemplo, vaginais, fecais ou cutaneos) e
durante o aleitamento por micro-organismos presentes no leite em quantidade baixas,
como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (SERVIN, 2004; DOMINGUEZ-BELLO
et al., 2010). Evidéncias que o contato inicial com esses micro-organismos durante o
nascimento € importante para o desenvolvimento do ecossistema intestinal vem do fato
que a microbiota das criancas e a microbiota vaginal de suas maes mostram algumas
similaridades. Além disso, criancas que nascem por cesariana apresentam composi¢do
microbiana diferente daquelas que nascem por parto normal (MANDAR & MIKELSAAR,
1996).

Durante o parto pela via normal, o recém-nascido entra em contato com 0s
ecossistemas vaginal e fecal da mae, principal doadora dos micro-organismos necessarios
para implantacdo do ecossistema intestinal. Posteriormente, os contatos intimos entre a
mée e o filho devem permitir uma transferéncia complementar desses componentes
microbianos. Aqui, pode ser levantada a questdo da “boa qualidade” das maes como
fornecedoras de micro-organismos adequados. Para isto, todas elas ndo deveriam carrear
micro-organismos patogénicos e ser somente portadoras daqueles necessarios ao

suprimento do ecossistema digestivo do filho. O ambiente, a alimentagdo e outros seres

18



humanos (médicos, enfermeiras, familiares) sdo outras fontes suplementares de micro-
organismos que podem ser tanto benéficos como nefastos, dependendo das circunstancias.

Além do tipo de parto (normal ou cesariana), outros fatores que podem influenciar
0 bom desenvolvimento da colonizacdo intestinal de um recém-nascido sdo o tipo de
amamentacdo (no peito ou por férmula), a idade de gestacdo no parto (prematuro ou a
termo), a utilizacdo de antimicrobianos, assim como uma higiene extrema (teoria da
higiene) (NICOLI & VIEIRA, 2004). Fatores especificos e fenotipicamente Unicos de
cada hospedeiro, tais como tensdo de oxigénio e potencial redox luminal, pH, composic¢ao
de enzimas digestivas e secrecOes biliares, também podem afetar a composicdo da
microbiota no ambiente luminal (SAAVEDRA & DATTILO, 2012).

Devido ao ambiente oxidativo no Tl do recém-nascido, os colonizadores primarios
sdo bactérias anaerdbias facultativas como Escherichia coli, enterococos, estafilococos e
estreptococos, que tém o papel de ajustar as condi¢bes ambientais, diminuindo a
concentracdo de oxigénio e o potencial de oxirreducdo para permitir a colonizacdo
subsequente por bactérias anaerébias obrigatorias, como Bifidobacterium spp.,
Bacteroides spp. e Clostridium spp.. Durante o primeiro ano de vida, a composicéo da
microbiota intestinal é simples e varia amplamente entre os individuos e ao longo do
tempo. O perfil microbiano estabiliza e comeca a se parecer com o “estado adulto” quando
a crianga atinge um a dois anos de idade (SEKIRQV et al., 2010).

Essa fase de instalacdo da microbiota intestinal no recém-nascido é um periodo
critico durante o qual uma perturbacdo nesse ecossistema ainda incompleto e pouco
funcional pode ser extremamente prejudicial. A aquisicdo e colonizacdo bacteriana
inadequada ou retardada podem levar a perfis microbianos anormais (e certamente
irreversiveis), referidos como disbiose. Essa condicdo tem sido associada com um perfil
persistente de anticorpos dependentes de Th2, reducdo da resposta inflamatéria, funcéo da
barreira intestinal insuficiente, sintese deficiente de imunoglobulina A secretéria (slgA),
pobre tolerancia oral, além de condi¢des patologicas como doencgas atdpicas, obesidade e
doenca de Crohn (SAAVEDRA & DATTILO, 2012). A ocorréncia de combinacGes de
fatores interferentes durante a colonizagdo, como citados acima, pode explicar, em parte,
porque individuos adultos apresentam microbiota com funcionalidade protetora diferente.
Uma colonizagdo rapida comum a cinética correta €, portanto, fundamental para o
estabelecimento de um ecossistema microbiano digestivo com uma composi¢do adequada

e com as fungdes potentes que serdo descritas a seguir.
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No adulto, a microbiota intestinal pode variar quantitativamente, qualitativamente
e metabolicamente em funcéo da localizacao transversal e longitudinal no trato digestivo e
da idade do hospedeiro (NICOLI & VIEIRA, 2004; ECKBURG et al., 2005).
Transversalmente, esta comunidade microbiana pode estar localizada no IGmen intestinal,
no muco que recobre o epitélio, nos espacos das criptas de Lieberkdhn ou nas diferentes
células que revestem o epitélio (NICOLI & VIEIRA, 2004; SERVIN, 2004). Sabe-se que
0 peso total da microbiota em um adulto humano é estimado em 1,2 Kg e a atividade
metabdlica exercida por ela é comparéavel a do figado, que é o 6rgdo metabolicamente
mais ativo do corpo humano (NICOLI & VIEIRA, 2004; EGERT et al., 2006).

1.1.2 Composi¢ao da microbiota

O trato intestinal humano abriga uma comunidade microbiana densa e diversa,
composta principalmente de bactérias, mas que também inclui archaeas, fungos, virus e
protozoérios, estimando-se conter cerca de 100 trilhdes de células (10'%), superando o
nimero de células do hospedeiro (10**) por um fator de 10 (DAVE et al., 2012). Nesse
ecossistema, encontram-se dois grupos microbianos: a microbiota autoctone (normal,
indigena ou residente), constituida de micro-organismos sempre presentes em niveis
populacionais estaveis em um nicho anatémico especifico e em uma determinada época da
vida; e a microbiota aloctone (transiente ou passageira), encontrada de maneira esporadica
e transitoria em qualquer local anatdmico, sendo adquiridos via ingestdo de alimentos e
bebidas, contato, ou provenientes de localizacdes anatdmicas anteriores (SAVAGE, 1977;
NICOLI & VIEIRA, 2004).

A composicdo e a distribuigdo dessa comunidade ainda ndo foram totalmente
determinadas, j& que a maioria das espécies € anaerdbia obrigatdria e de dificil cultivo in
vitro. No entanto, nos Gltimos anos, a implantacdo das técnicas de biologia molecular, bem
como 0s avangos no “Projeto Microbioma Humano”, permitiu ndo somente conhecer
melhor essa composic¢do, como também compreender melhor a funcionalidade microbiana
no Tl (ECKBURG et al., 2005; DETHLEFSEN et al., 2007; DAVE et al., 2012). No total,
a microbiota intestinal consiste de aproximadamente 500-1000 espécies que pertencem a
apenas alguns dos filos bacterianos conhecidos. Estudos em fezes humanas e amostras de
biopsias do cdlon revelaram membros de nove filos distintos. Os filos mais abundantes séo
os Firmicutes e Bacteroidetes, com menor presenca de membros dos filos Proteobacteria,

Verrumicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria, Cyanobacteria, Spirochaetes e VadinBE97
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(BACKHED et al., 2005; ECKBURG et al., 2005; SOMMER & BACKHED, 2013). Em
contraste, na biosfera, ha um total de 70 filos bacterianos, 0 que realca o fato de que a
microbiota intestinal humana é restrita a um pequeno subconjunto de filos, mas com um
elevado grau de riqueza de espécies e abundancia dentro deste nucleo de filos constituintes
(DAVE et al., 2012).

Dois gradientes de distribuicdo microbiana podem ser encontrados no trato
gastrointestinal: a densidade microbiana aumenta da regido proximal para a distal — com
10%-10% células microbianas por grama de contetido no estdmago e duodeno, 10°-10” no
jejuno e fleo e 10°-10* no célon — e ao longo do eixo tecido-limen, com poucas bactérias
aderidas ao tecido e ao muco, mas com um grande nimero presente no limen. Além disso,
a diversidade microbiana aumenta conforme a densidade (SEKIROV et al., 2010;
MOWAT & AGACE, 2014) (Figura 1).

Os tipos de atmosfera de crescimento das bactérias variam consideravelmente ao
longo do intestino delgado. Na parte proximal (duodeno), sdo encontradas contagens altas
de bactérias anaerdbias facultativas, sendo que os anaer6bios obrigatorios sdo
considerados populacdo subdominante, devido a presenca de quantidades elevadas de
oxigénio. A medida que se percorre o intestino delgado, as populacdes totais bacterianas
vao aumentando e uma inversdo dos tipos de atmosfera de crescimento das bactérias €
observada (os anaerdbios facultativos inicialmente dominantes passam a ser
subdominantes e o fendmeno inverso é observado para os anaerdbios obrigatorios). Na
parte distal (ileo) do intestino delgado, os perfis populacionais se assemelham aqueles do
intestino grosso e das fezes (GUARNER, 2012; SOMMER & BACKHED, 2013).

A manutencdo de niveis baixos das popula¢des bacterianas nas zonas de absor¢do
do intestino delgado é importante para que ndo haja competicdo nutricional entre a
microbiota e o hospedeiro. Esse nivel populacional baixo é controlado por diferentes
mecanismos e fatores inerentes a esses 6rgaos, como: baixo pH, presenca de sais biliares,
intenso fluxo do contetdo luminal, presenca de sIgA, presenga de compostos
antimicrobianos como as defensinas, dentre outros (WALTER & LEY, 2011). J& no
intestino grosso, especialmente no coélon, o ambiente permite uma maior abundancia
microbiana devido a baixa concentracdo de sais biliares, pH menos &acido, baixo
peristaltismo, dentre outros fatores (WALTER & LEY, 2011). Estima-se que o colon
sozinho contenha mais de 70% de todos os micro-organismos do corpo humano (LEY,
PETERSON & GORDON, 2006).
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Figura 1: Distribuicdo e concentracdo microbiana ao longo do trato gastrointestinal
(MOWAT & AGACE, 2014) — modificado.

Trés distintos niveis populacionais microbianos podem ser diferenciados no
intestino grosso humano: (1) a microbiota dominante (99% da populacio; 10° a 10"
UFC/g de contetdo); (2) a microbiota subdominante (0,99% da populagdo, 10" a 10®
UFC/g de contetido) e (3) a microbiota residual (0,01% da populacéo, < 10’ UFC/g de
conteudo) (NICOLI & VIEIRA, 2004). A microbiota dominante é constituida somente por
bactérias anaerdbias obrigatorias pertencentes aos filos Actinobacteria (bactérias Gram-
positivas com alto conteldo G+C no genoma), Bacteroidetes (bactérias Gram-negativas) e
Firmicutes (bactérias Gram-positivas com baixo contedtdo G+C no genoma). Ja a
microbiota subdominante € predominantemente anaerdbia facultativa com componentes

pertencentes aos filos Proteobacteria (E. coli) e outros Firmicutes (Enterococcus spp. e
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Lactobacillus spp.). Enfim, a microbiota residual contém uma grande variedade de micro-
organismos procariéticos (outras espécies de Enterobacteriaceae, Pseudomonas e Bacillus)
e eucarioticos (leveduras e protozoarios), podendo incluir também componentes
potencialmente patogénicos da microbiota como Klebsiella, Proteus, Pseudomonas,
Clostridium perfringens, etc. (NICOLI & VIEIRA, 2004; EGERT et al., 2006; MARIAT
et al., 2009).

Em geral, quanto mais numerosa é a populacdo de uma espécie bacteriana, mais
estavel ela é no seu nicho ecoldgico. Por isso, ao nivel de género, as microbiotas
dominantes e subdominantes permanecem relativamente constantes e estaveis no tempo e
de um individuo para o outro, enquanto que a microbiota residual é extremamente
varidvel. J& ao nivel de espécies e linhagens, as populacfes bacterianas apresentam
variagOes consideraveis, possivelmente como resultado da genética do hospedeiro ou
decorrente da colonizacdo inicial (NICOLI & VIEIRA, 2004; DETHLEFSEN et al.,
2007). Dessa forma, conclui-se que a microbiota intestinal segue dois padrbes de
composicdo: uma variacdo consideravel entre os individuos (diversidade inter-individual),
enquanto que em um unico individuo é bastante estavel ao longo de periodos prolongados
de tempo (estabilidade intra-individual). FlutuacGes transitorias na composicdo da
microbiota individual podem ocorrer sob algumas circunstancias como, associadas com
doenca diarreica aguda, terapia antibidtica ou, em menor grau, induzida por intervencGes
dietéticas. Contudo, a microbiota tende a voltar para o seu padrdo de composicdo tipico,

fendmeno que é denominado resiliéncia (GUARNER, 2012).

1.1.3 Fung0es da microbiota

A composicdo da microbiota intestinal dos seres humanos apresenta diferencas
interindividuais significativas, embora exista uma comunidade funcionalmente essencial
de micro-organismos importantes para a homeostasia do organismo. Tais micro-
organismos que interferem na fisiologia do hospedeiro devem estar presentes em
quantidades significativas e, por isso, sdo pertencentes a microbiota dominante ou
subdominante (NICOLI & VIEIRA, 2004). Assim, pelo seu tamanho e atividade
metabolica, essa comunidade pode ser considerada como um “6rgao” fundamental ao seu
hospedeiro, responsavel por fun¢ées metabolicas que as células humanas ndo séo capazes
de realizar (GOSALBES et al., 2012).
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A microbiota indigena intestinal desempenha funcGes relevantes para a saude do

hospedeiro as quais podem ser agrupadas em trés categorias: (i) funcdo metabolica, (ii)
funcdo protetora e (iii) funcéo tréfica (GUARNER, 2012).

(i)

(i)

(iii)

Funcdo metabdlica: determinadas bactérias da microbiota intestinal s&o
capazes de fermentar oligossacarideos indigeriveis pelo hospedeiro,
polissacarideos vegetais (fibras), mucinas intestinais e proteinas néo
digeriveis, produzindo &cidos graxos de cadeia curta que, por sua vez,
podem ser usados como fonte de energia pelas células do colon, figado e
musculos (HOLMES et al., 2011). Entre esses acidos, o butirico é a
principal fonte de energia do epitélio intestinal e é relevante na manutencéo
da saude do célon, atuando principalmente sobre os movimentos intestinais
e renovacdo epitelial (WALTER & LEY, 2011). Além disso, a microbiota
indigena intestinal esta envolvida na sintese de vitaminas K e do complexo
B (CONLY et al., 1994). A exemplo disso, 0s animais isentos de germes
requerem 30% a mais de energia na sua dieta comparado com 0s animais
convencionais, sendo necessario, também, a complementagdo alimentar
com vitaminas K e do complexo B para a manutencdo do seu peso corporal
(ISOLAURI et al., 2004).

Funcdo protetora: a presenga da microbiota indigena proporciona a
protecdo do ecossistema contra a implantacdo de micro-organismos
exdgenos, fendmeno denominado “resisténcia a coloniza¢dao”, sendo esta a
primeira linha de defesa contra a invasdo de patdgenos aldctones e
autoctones oportunistas. Essa resisténcia pode ocorrer devido a producéo de
substancias antagonistas como bacteriocinas e acidos organicos, pela
competicdo por nutrientes e sitios de ligacdo, pelas mudancas no potencial
de oxirreducdo e pH, bem como pela deplecdo de oxigénio. Ademais, a
microbiota atua na imunomodulacdo do hospedeiro, estimulando o
desenvolvimento da imunidade celular e humoral na mucosa intestinal, o
qgue permite uma resposta imune mais rapida e adequada durante uma
agressao infecciosa (NICOLI & VIEIRA, 2004; STECHER & HARDT,
2011; SOMMER & BACKHED, 2013).

Funcéo trofica: a microbiota exerce um importante papel no controle da
proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais (integridade da barreira da

mucosa), na modulacdo de certas vias neuroenddcrinas e na regulacao
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homeostatica do sistema imunoldgico, além de promover a estabilidade de
uma populacdo residente de monacitos e outras células inflamatorias dentro
do epitélio e da ldmina prdpria, que sdo a linha de frente da resposta
imunoldgica na mucosa intestinal. A microbiota indigena influencia a
maturacdo e o desenvolvimento de 6rgdos linfoides, como as placas de
Peyer; induz uma maior producdo de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas e uma maior expressdo do receptor poli-Ig na regido basal do
epitélio da mucosa intestinal, o que acarreta em uma maior concentragdo de
IgA secretoria no limen (GUARNER, 2012; SOMMER & BACKHED,
2013). A alteracdo dessa microbiota (disbiose) pode refletir no
aparecimento de diferentes doencas, variando desde condic¢des psiquiatricas
a doencas metabdlicas, alergias e autoimunidade (FARTHING, 2004;
GAREAU, SHERMAN & WALKER, 2010).

1.2 Modelo animal gnotobiotico

Durante o século XX, os pesquisadores desenvolveram equipamentos e tecnologias
apropriados para criar animais experimentais “isentos de germes”, a fim de estudar o
impacto da colonizagdo microbiana na fisiologia do hospedeiro. Estes estudos
demonstraram que, ao contrario da presuncdo de Pasteur (1885), a vida dos animais é
possivel na auséncia de colonizacdo microbiana. No entanto, um grande desafio para
alcancar a sobrevivéncia no estado livre de germes foi desenvolver dietas adequadas para
atender as necessidades nutricionais na auséncia de colonizagdo microbiana
(WOSTMANN, 1981). Além disso, os animais isentos de germes ndo se desenvolveram
normalmente em termos de anatomia e fisiologia corporal. Essas descobertas mostraram
que a colonizagdo microbiana dos animais pode ndo ser essencial para a vida, mas a
microbiota € critica para o crescimento e o desenvolvimento normais (GUARNER, 2012).

A utilizacdo de um modelo animal isento de germes € uma importante estratégia
experimental para estudar as relagcbes que ocorrem entre 0S micro-organismos e Seus
hospedeiros. O termo gnotobiologia foi proposto para designar o campo de investigacdo
interessado na criagdo de animais e plantas que estdo livres de qualquer micro-organismo
ou associados somente a espécies conhecidas, introduzidas artificialmente (PLEASANTS,
1974).
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A nomenclatura usada em gnotobiologia é limitada a termos que, por uso geral, é
familiar e compreendida pela maioria dos pesquisadores da area. O individuo axénico ou
isento de germes (IG) é definido como aquele que € livre de toda forma demonstravel de
vida aparte da produzida pelo seu proprio protoplasma. A criagdo de tais individuos deve
ser feita continuamente em isoladores. O individuo gnotobiotico (GN) ou gnotoxénico €
aquele inicialmente IG, que é associado intencionalmente somente com um ou mais tipos
de micro-organismos previamente caracterizados. Esses animais devem ser também
mantidos em isoladores. O individuo holoxénico ou convencional (CV) é aquele que
apresenta uma microbiota complexa e desconhecida na sua totalidade e é criado sem
precaucOes especiais desde o nascimento (GORDON & PESTI, 1971; GUSTAFSSON,
1984).

Camundongos IG ou GN representam um sistema experimental simplificado para
estudar o fenémeno de resisténcia a colonizacdo e 0os mecanismos envolvidos no mesmo.
Camundongos GN oferecem um potencial consideravel como ferramenta no estudo da
relacdo microbiota-hospedeiro porque, além de retratar um hospedeiro livre de germes ou
modificado por micro-organismos conhecidos, permite o estudo da relacdo inter-
microbiana dentro do organismo do hospedeiro e pode ser usado no estudo de algum fator
exogeno ou enddgeno, quando as acles isoladas de tais fatores, afetadas ou ndo pela
microbiota associada no hospedeiro, séo de interesse. Esses modelos sdo importantes, pois
0 estudo das interacGes entre linhagens bacterianas in vitro nem sempre pode ser
extrapolado para o que realmente ocorre - in vivo - no trato digestivo de animais (SMITH
et al., 2007).

1.3 Afuncéo de resisténcia a colonizagéo

No trato digestivo hd uma continua introdugdo de indculos microbianos,
patogénicos ou ndo, carregados com os alimentos e as bebidas ingeridos. Na maioria das
vezes, esses inoculos atravessam o trato digestivo sem poder se multiplicar, como
consequéncia do antagonismo e da prote¢do proporcionado pela microbiota do hospedeiro
(NICOLI & VIEIRA, 2004). Este fendmeno foi citado anteriormente como resisténcia a
colonizagdo (RC) (ou efeito de barreira microbiologico), termo que foi introduzido por
Van der Waaij et al. (1971) para descrever a resisténcia a fixacdo de micro-organismos

exogenos potencialmente patogénicos.
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Embora os mecanismos da RC ndo estejam totalmente compreendidos, acredita-se
que essa barreira mecanica ocorra pela ocupacéo dos sitios de adesdo celulares da mucosa
pela microbiota autdctone. Outros mecanismos de protecdo também estdo envolvidos
como a competicdo por nutrientes disponiveis no meio, a producdo de substancias
restritivas (acidos e metabdlitos toxicos) ao crescimento de bactérias aldctones e a
producdo de substancias com acdo antimicrobianas (bacteriocinas). Desta maneira, a
interferéncia bacteriana afeta tanto bactérias patogénicas como comensais, uma vez que
inibe o crescimento de bactérias normalmente residentes mantendo-as em baixos niveis no
trato gastrointestinal. Ressalta-se, no entanto, que a RC nem sempre € eficaz, e as espécies
invasoras Sao por vezes capazes de competir com a microbiota, atingir nimeros suficientes
para a colonizacédo do intestino, e causar doenca (MALTBY et al., 2013).

Diversos critérios e termos podem definir a RC. Quando uma bactéria exdgena,
chamada de linhagem alvo, é confrontada a uma barreira constituida de uma ou varias
bactérias da microbiota indigena (linhagens inibitdrias, da microbiota dominante ou
subdominante), vérias situacdes podem ocorrer: (i) RC dréstica, quando as linhagens
inibitérias eliminam totalmente a linhagem alvo; (ii) RC permissiva, quando a linhagem
alvo ndo é totalmente eliminada e permanece em niveis populacionais baixos no
ecossistema digestivo, condicdo responsavel pelo quadro de “portador sadio” e pela
presenca das populacdes residuais na microbiota indigena; (iii) RC curativa, quando a
linhagem alvo é eliminada ou reprimida pela(s) linhagem(ns) inibitdria(s)
independentemente da ordem de administracdo das linhagens; e (iv) RC preventiva,
quando a protecdo ocorre com a linhagem alvo entrando no ecossistema digestivo depois
da(s) linhagem(ns) inibitdria(s). Dependendo das espécies bacterianas presentes, a RC
pode ser intraespecifica se linhagens alvo e inibitéria(s) pertencem ao mesmo género ou
espécie, ou interespecifica se sdo de géneros diferentes. Enfim, a RC contra uma bactéria
alvo pode ser resultante da atuacdo de uma Unica bactéria inibitdria ou de uma associacao
de um pequeno grupo delas, individualmente inativas (NICOLI & VIEIRA, 2004).

Na literatura cientifica, ndo ha muitas informacdes sobre a identidade das bactérias
responsaveis pela RC na microbiota fecal humana ou de animais. Os poucos dados foram
obtidos com o0 uso do modelo animal GN que, como salientado anteriormente, é
fundamental para este tipo de estudos. Assim, foi demonstrado que uma associacdo de
amostras de Bacteroides thetaiotaomicron e Fusobacterium necrogenes da microbiota
fecal de camundongos antagonizavam juntas Clostridium perfringens em animais

gnotobioticos. Quando monoassociadas separadamente a camundongos GN as duas
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amostras bacterianas ndo apresentavam mais atividade inibitoria (YURDUSEV et al.,
1989). De maneira similar, camundongos GN triassociados com amostras de B.
thetaiotaomicron, F. necrogenes e Clostridium sp. isoladas de leitdes foram protegidos por
RC contra desafios patogénicos com C. perfringens A, B, C e D. Curiosamente, a RC foi
menos eficiente quando ratos GN foram utilizados (YURDUSEYV et al., 1987).

Ruminococcus gnavus, bactéria anaerdbia obrigatoria Gram-positiva, € uma das
espécies presentes no trato digestivo de 90% dos seres humanos. Ruminococcus gnavus E1
foi isolada a partir da microbiota fecal dominante de um homem saudével, e inicialmente
identificada como Peptostreptococcus sp. Em monoassociacdo com ratos GN, a linhagem
E1l produziu um composto antimicrobiano dependente de tripsina capaz de prevenir a
colonizagdo posterior por C. perfringens tipo A (NICOLI et al., 1992; RAMARE et al.,
1993).

Silva et al. (2001) avaliaram a frequéncia de aparecimento de halo de inibicdo ex
vivo contra Vibrio cholerae ao redor de fezes de 92 voluntarios humanos com idade entre
4 e 61 anos (chamado de ex vivo, para distinguir dos ensaios in vitro e in vivo). Essa
frequéncia foi de 20,6% para o grupo total com um valor mais elevado em homens
(30,8%) quando comparado com as mulheres (7,5%). Esses resultados poderiam explicar
porque numa familia tendo ingerido uma mesma &gua contaminada pela bactéria
patogénica, alguns poucos membros ndo desenvolvem a doenca. A partir de um doador
que apresentou halo de inibicdo foram isoladas 26 amostras bacterianas aparentemente
diferentes, em meio de cultura universal incubado em anaerobiose. Quando essas bactérias
foram associadas a camundongos IG, um halo de inibicdo foi observado ao redor das fezes
desses animais GN. Entre os isolados, dois (Lactobacillus e Peptostreptococcus) foram

capazes de inibir separadamente V. cholerae tanto em testes ex vivo, in vitro e in vivo.

1.4  Substancias antagonistas produzidas pela microbiota indigena

Os mecanismos que explicam a funcdo de RC exercida pela microbiota indigena
podem ser divididos em duas categorias: direto e indireto. O antagonismo direto pode ser
obtido pela produgdo de metabdlitos inibitorios (&cidos organicos, H,S e H,O,) ou
produtos (bacteriocinas) e/ou a competicdo por nutrientes ou locais de adesdo. O
antagonismo indireto resulta de alteracbes da resposta fisiologica do hospedeiro a
microbiota indigena que, por sua vez, influencia na composi¢cdo do ecossistema

microbiano, a exemplo da imunomodulagéo ou da estimulagéo do peristaltismo (GOMES
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et al., 2006). No entanto, os mecanismos pelos quais 0s componentes da microbiota
exercem este efeito de barreira permanecem em grande parte desconhecidos (como nos
casos citados anteriormente de efeito de barreira devido a uma associacdo de bactérias
individualmente inativas).

A producédo de compostos antimicrobianos por membros de microbiota indigena &,
provavelmente, um dos mais importantes mecanismos responsaveis pelo fenémeno de
antagonismo. Ainda que a presenca desses metabdlitos antimicrobianos tenha sido
demonstrada in vitro, ndo estd claro se eles sdo produzidos ou tém atividade in vivo
(SILVA et al., 2001). Por outro lado, como citado anteriormente, Ramaré et al. (1993)
verificaram a presenca de uma substancia antimicrobiana do tipo bacteriocina
(bacteriocin-like) nas fezes de ratos GN monoassociados com um Peptostreptococcus sp.
de origem fecal humana (posteriormente identificado como Ruminococcus gnavus). Essa
substancia ndo era produzida in vitro em meios de cultura comerciais ndo suplementados e
sua acdo somente aparecia nessas condi¢des quando era adicionada a enzima proteolitica
tripsina aos meios. Foi demonstrado que o composto inibitério produzido precisava sofrer
uma clivagem pela tripsina para se tornar ativo contra vérias bactérias Gram-positivas,
como Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Clostridium butyricum, Clostridium
septicum e Clostridium sordelli. Esse estudo mostrou pela primeira vez a participacdo
ativa do hospedeiro em uma interagdo bacteriana que ocorria no Tl e demonstrou a
importancia do modelo in vivo.

As bacteriocinas sdo peptideos com propriedades antimicrobianas, sintetizados
ribossomicamente, liberadas no meio extracelular e que apresentam efeito bactericida ou
bacteriostatico sobre outras bactérias, de mesma espécie (bacteriocin) ou de outros
géneros (bacteriocin-like) (SETTANNI & CORSETTI, 2008). Essas substancias exercem
papel importante na competicdo por nichos de algumas espécies bacterianas, podendo
conferir vantagens ecoldgicas em comunidades bacterianas complexas (WHITFORD et
al., 2001). Vérias sdo as pesquisas envolvendo essas familias de bacteriocinas, seus
mecanismos de acdo e alvos microbianos. Assim, estudos mostram, por exemplo, a acéo
da turicina, produzida pelo Bacillus thurigiensis, um potente inibidor da bactéria
oportunista C. difficile, e o efeito antagonista mediado pela producdo da colicina por
amostras de E. coli isoladas do Tl de mamiferos frente a E. coli conhecidamente
patogénicas, evidenciando a importante acdo desses fatores antimicrobianos na dinamica
populacional intestinal (SCHAMBERGER & DIEZ-GONZALEZ, 2002; REA et al.,
2014).
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A fermentacgédo de carboidratos pelos micro-organismos no Tl resulta na producao
de acidos organicos, que torna o ambiente intestinal bastante desfavoravel a proliferacdo
de patdégenos. Em mamiferos adultos de algumas espécies, o acido lactico microbiano
produzido no estbmago e acidos graxos volateis produzidos no ceco influenciam o pH do
limen nestas areas (SAVAGE, 1987; SERVIN, 2004). Outros &cidos organicos de cadeia
curta, como o propionato e o butirato, também sdo importantes na inibicdo de
enteropatégenos como E. coli enterotoxigénica, influenciando principalmente a sua
capacidade de producdo da enterotoxina. Esse estudo também demonstrou a relacdo direta
dessa inibicdo com a acidificacdo do meio, onde os resultados se mostraram melhores a
medida que o pH do meio era mais acido (SHIN et al., 2002). A atividade antimicrobiana
destes acidos é devido a drastica reducdo de pH do meio a valores incompativeis com o
crescimento da maioria dos micro-organismos patogénicos, sendo que as bactérias lacticas
resistem bem a estes valores por serem acidofilas. Além disso, esses acidos na forma nédo
dissociada podem atravessar a membrana celular microbiana e reduzir o pH intracelular, o
que ird interferir com importantes fungdes metabolicas como a translocacdo de substratos
e a fosforilacdo oxidativa (NARDI et al., 1999).

O crescimento de alguns micro-organismos em condi¢fes de aerobiose leva a
formacdo de metabodlitos do oxigénio como o anion superoxido (O;), o perdxido de
hidrogénio (H,0,) e os radicais hidroxila (OH"), que sdo os principais fatores responsaveis
pela toxicidade do oxigénio. Como nem todos 0s micro-organismos sintetizam a enzima
catalase, estes podem ser inibidos pelo H,O, produzido. Algumas das possiveis acdes
deletérias desses radicais livres de oxigénio podem incluir a oxidacdo dos compostos
sulfidricos celulares, a peroxidacao de lipideos de membrana e danos nos &cidos nucléicos
(PIARD & DESMAZEAUD, 1991; VANDENBERG, 1993).

1.5  Algumas bactérias patogénicas do trato intestinal

Clostridium difficile € um bacilo formador de esporos, Gram-positivo e anaerobio
obrigatério, componente residual da microbiota fecal em cerca de 5% dos adultos
saudaveis (KOVACS & BERK, 2000; SEBAIHIA et al., 2006). No entanto, é o agente
mais comumente conhecido causador da diarreia associada ao uso de antibioticos, que se
caracteriza por uma inflamacdo aguda da mucosa intestinal, ocorrendo entre 5 a 20% de
pacientes que receberam antibioticos de amplo espectro (KOTOWSKA et al., 2005). Esta

complicacdo foi, inicialmente, considerada como de gravidade média, até a emergéncia de
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colites pseudomembranosas, que ocorriam em pacientes tratados com clindamicina
(BERGOGNE-BEREZIN, 2000). Linhagens patogénicas de C. difficile produzem duas
exotoxinas protéicas, toxina A e toxina B, sendo que a toxina A parece ser a principal
causa de injurias e inflamacOes intestinais em modelos animal de ileocolites por C.
difficile (QAMAR et al., 2001). A esporulacédo e germinacgéo sao eventos chaves no ciclo
infeccioso do Clostridium, sendo os esporos a maior causa de preocupacdo no ambito da
salide e ambientes hospitalares, uma vez que eles sobrevivem em superficies contaminadas
por um tempo prolongado, sdo resistentes a muitos tipos de desinfetantes e séo facilmente
transmitidos entre os pacientes (SEBAIHIA et al., 2006).

Clostridium perfringens é um bacilo Gram-positivo, esporulado e anaerobio
obrigatorio causador de infeccBes gastrointestinais, também estando relacionado com
diarreia associada ao uso de antibidticos. A doenca ocorre devido a uma enterotoxina do
patogeno, que quando exposta as células intestinais resulta em dano do tecido e secre¢édo
de fluidos eletroliticos (BERKES et al., 2008). Clostridium perfringens é também um
componente residual da microbiota fecal em cerca de 40% dos adultos saudaveis e
representa um tipico caso de patdgeno oportunista em humanos, sendo um dos mais
comuns agentes bacterianos de doencas veiculadas por alimentos (SMEDLEY et al.,
2004).

Escherichia coli é um bastonete Gram-negativo, anaerobio facultativo, que
tipicamente coloniza o trato gastrointestinal de seres humanos com poucas horas ap6s o
nascimento (BERGEY, 2005). As linhagens comensais raramente causam doenca, exceto
em hospedeiros imunocomprometidos ou quando a barreira gastrointestinal € rompida. No
entanto, ha alguns clones de E. coli altamente adaptados que adquiriram fatores
especificos de viruléncia, os quais conferem uma maior habilidade de adaptar a novos
nichos e permite que eles causem um amplo espectro de doencas. A infeccdo por esses
patotipos podem resultar em trés sindromes clinicas gerais: doenca diarreica/entérica,
infeccbes do trato urinario (ITUs) e sepse/meningite. Entre os patdgenos intestinais
existem seis categorias bem descritas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER
et al., 2004). EPEC e ETEC séo as bactérias mais importantes, em termos de episodios de
diarreia no nivel global, embora a EHEC venha se tornando mais significativa em paises
desenvolvidos (BRUNDER et al., 1997).
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Listeria monocytogenes é um pequeno bastonete Gram-positivo, anaerobio
facultativo e o agente causador da listeriose, uma infeccdo oportunista de origem alimentar
altamente  fatal. Mulheres gravidas, recém-nascidos, idosos e pacientes
imunocomprometidos em geral sdo predominantemente afetados, embora a doenca
também possa desenvolver-se em adultos saudaveis (GAHAN & HILL, 2005). As
manifestacdes clinicas da listeriose invasiva geralmente sdo graves e incluem sepse,
meningite e meningoencefalite, ou infeccdo dos fetos em mulheres gravidas. As mulheres
infectadas com o patdgeno durante a gravidez podem desenvolver sintomas semelhantes
aos da gripe leve, ou permanecer assintomaticas. No entanto, a infeccdo do feto pode
resultar em aborto ou nascimento do bebé com listeriose neonatal, uma condicdo
conhecida como granulomatose infantiséptica e caracterizada pelo aparecimento de
microabscessos granulomatosos disseminados e altas taxas de mortalidade (VAZQUEZ-
BOLANDET et al. 2001). Alem disso, estudos sobre surtos de origem alimentar tem
mostrado que a sindrome de gastroenterite febril pode ser a manifestacéo clinica principal
da infeccdo por L. monocytogenes (AURELI et al., 2000).

Salmonella ¢ um bastonete Gram-negativo, anaerdébio facultativo e um dos
patdgenos entéricos mais frequentes, tanto em paises desenvolvidos como
subdesenvolvidos, cuja patogenicidade depende da espécie, tamanho do indculo, fatores
de viruléncia da linhagem, hospedeiro envolvido e o estado imunoldgico do paciente
(OCHOA & RODRIGUES, 2005; COBURN et al., 2007). A salmonelose ¢ uma infecgéo
de importancia tanto em salde publica como em salude animal, devido ao impacto
econdbmico que ocasiona, sendo que, S. enterica causa mais de 1,3 bilhdes de doencas
anualmente (PEREZ-SOTELO et al., 2005). Sorotipos de S. enterica tipicamente
patogénicas sdo adquiridas oralmente, pelo consumo de comida e dgua contaminadas e,
entdo, colonizam o intestino podendo causar quatro sindromes: febre entérica ou tifoide
(doenca sistémica), enterocolite/diarreia, bacteremia ou carreamento assintomatico cronico
(COBURN et al., 2007; GRASSL & FINLAY, 2008).

Shigella flexneri € um bastonete Gram-negativo, anaerébio facultativo e um
patdgeno facultativamente intracelular, responsavel pela disenteria bacilar em seres
humanos (BERGEY, 2005). A patogénese de Shigella centra-se na capacidade deste
organismo em invadir o epitélio do colon onde induz uma grave inflamagdo da mucosa
(PHILPOTT et al., 2000). Shigella flexneri é principalmente transmitida entre hospedeiros
via rota fecal-oral até seu sitio infeccioso no célon, onde apoés se ligar as células epiteliais,

induz sua entrada e se replica no citosol da célula hospedeira. A bactéria entdo se espalha
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diretamente para as células epiteliais adjacentes (GORE & PAYNE, 2010). A shigelose é
uma doenca que se caracteriza por diarreia aquosa, febre, colicas intestinais violentas e
uma descarga de fezes muco-purulentas e sanguinolentas (MATHAN & MATHAN,
1991). A infeccdo por Shigella sp. é um serio problema de morbidade e mortalidade,
especialmente em criancas de paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil
(KOTLOFF et al., 1999; PHILPOTT et al., 2000).

Vibrio cholerae é uma bactéria em forma de bastonete curvo, Gram-negativo,
anaerobio facultativo, mével por meio de um unico flagelo polar e amplamente distribuida
em ambientes aquaticos (BERGEY, 2005; ABD et al, 2007). Em humanos, V.
cholerae pode colonizar a superficie do intestino, onde secreta uma toxina causando a
cllera. Desde 1871 ja ocorreram sete pandemias de colera e esta doenca tem sido
epidémica no sul da Asia por pelo menos 1.000 anos. Os surtos estio associados a
contaminacdo de agua e comida. A toxina causa a secrecdo de agua e eletrolitos,
resultando em uma diarreia aquosa (WIXON, 2000). A probabilidade de se desenvolver a
doenca depende da concentracdo do V. cholerae ingerido, sendo que, geralmente, esta
espécie necessita de uma dose infecciosa alta de, aproximadamente, 10%-10° células para

causar uma infeccdo grave (ABD et al, 2007).
1.6 O género Salmonella

O género Salmonella é constituido por bactérias pertencentes a classe v-
Proteobacteria, Familia Enterobacteriaceae (BERGEY, 2005). A Salmonella foi isolada
em 1885, pelo patologista Daniel Salmon, e hoje sdo conhecidos mais de 2500 sorotipos
diferentes (JIMENEZ & CASTRO, 2003). A maioria dos sorotipos possui um amplo
espectro de hospedeiros, como S. Typhimurium e S. Enteritidis, os dois principais
sorotipos transmitidos do animal para o homem. J& os sorotipos S. Typhi e S. Paratyphi
sdo restritos aos seres humanos e causam febre tifdide e paratifoide, respectivamente. A
taxa de mortalidade em infec¢bes ndo tratadas por febre tifoide pode ser de 10 a 15%. Em
alguns casos, pacientes podem recuperar, mas permanecem como carreadores da bacteria
por anos (MASTROENI & GRANT, 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, as salmonelas estdo entre os patégenos
que mais causam impacto a salde da populacdo, estando associadas a surtos e casos

esporadicos de doengas transmitidas por alimentos (DTA). Segundo dados do Ministério
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da Saude, no Brasil, de 1999 a 2008 foram registrados 6.602 surtos de DTA, sendo que
Salmonella spp. foram associadas a 43% dos casos dos quais 0 agente etioldgico foi
identificado. Em relacdo ao impacto econdémico, € 0 género bacteriano que ocasiona
maiores perdas na industria avicola (OCHOA & RODRIGUES, 2005; MEDEIROS et al.,
2011).

A transmissdo de Salmonella spp. para 0 homem ocorre, geralmente, pelo consumo
de alimentos ou &gua contaminados, embora a transmissao pessoa a pessoa possa ocorrer,
ou, ainda, pelo contato com animais infectados e ambientes contaminados com matéria
fecal (SHINOHARA et al., 2008; MASTROENI & GRANT, 2011). Ap0s sua ingestao e
passagem pelo estdmago, a Salmonella coloniza o intestino, interagindo e translocando
através do epitélio intestinal por trés rotas possiveis: (i) invasdo ativa dos enterocitos, (ii)
invasdo das células M e (iii) pelas células dendriticas, que intercalam as células epiteliais.
As bactérias, aderidas a superficie das células epiteliais, induzem degeneracdo nas
microvilosidades do enterdcito. As linhagens virulentas invadem, preferencialmente, as
células M, via expressdo do sistema de secrecdo do tipo I, TTSS (Type Three Secretion
System), codificado pela ilha de patogenicidade 1 de Salmonella, SPI-1 (Salmonella
Pathogenicity Island 1), que injeta fatores de viruléncia na célula alvo. O mecanismo de
entrada é caracterizado por um profundo rearranjo do citoesqueleto de actina no local onde
a bactéria entra em contato com a célula hospedeira (MARTINOLI et al., 2007; GRASSL
& FINLAY, 2008).

Em camundongos, S. Typhimurium causa uma doenca sistémica similar a febre
tiféide causada pela S. Typhi em seres humanos, independente da via de infeccéo.
Classicamente, a cinética de infeccdo em camundongos se caracteriza por quatro fases. A
primeira se traduz pela rapida eliminacéo de bactérias séricas. Durante a semana seguinte
a infeccdo, Salmonella se replica ativamente dentro de células fagocitarias. Essa fase
precede uma fase de platd, caracterizada pelo reconhecimento dos PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Pattern) de certos patogenos pelas células fagociticas. Isso resulta
na producdo de varias citocinas bem como infiltragdo massiva de mondcitos e de
neutréfilos nos locais de inflamacdo. Na quarta fase de infeccdo, se instala a defesa
inflamatdria adquirida, fazendo intervir as células B e T, assim como os fatores humorais
que dela decorrem (SALEZ & MALO, 2004; GRASSL & FINLAY, 2008).

A salmonelose experimental em camundongos utilizando S. Typhimurium constitui
um excelente modelo de estudo, sendo os resultados obtidos geralmente extrapolados para

a compreensdo de varios aspectos da infeccdo produzida por S. Typhi, cujo hospedeiro
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natural € o homem. Em camundongos inoculados intragastricamente, observou-se que o
sitio primario da infeccdo por S. Typhimurium é o ileo terminal, onde a bactéria interage,
preferencialmente, com as células das placas de Peyer. A entrada bacteriana é seguida de
morte das células M. Entdo, a salmonela move-se lateralmente ao longo da lamina propria
ou invade os foliculos, onde se multiplica. Com o tempo, a infec¢do progride para 0s
linfonodos mesentéricos, chegando ao figado e bago, onde as bactérias se multiplicam nos
macrofagos residentes nestes Orgdos. Essa fase € caracterizada por uma rapida
multiplicacdo bacteriana, o que resulta em hepato e esplenomegalia. O crescimento
bacteriano no figado e baco leva a formacgdo de abscessos contendo predominantemente
leucécitos polimorfonucleares, lesdes estas que acabam por adquirir forma de granulomas
com érea central de necrose (HOHMANN et al., 1978; NARDI et al., 1991; OCHOA &
RODRIGUEZ, 2005).

1.7 Probidticos e Salmonella

O cientista russo Elie Metchnikoff, no inicio do século XX, observou o efeito
benéfico resultante da ingestdo de bactérias vivas, o que levou ao conceito de probiotico,
definido hoje pela FAO/WHO (2002) como, “micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem efeitos benéficos a salde do
hospedeiro” (CEAPA et al., 2013). Para ser considerado candidato ao uso probiotico, um
micro-organismo ndo deve ser patogénico; ser, de preferéncia, especifico ao hospedeiro;
ser, de preferéncia, viavel e/ou estavel em seu veiculo; e ndo ser capaz de transmitir genes
de resisténcia aos antimicrobianos para outros micro-organismos. Os micro-organismos
probioticos sdo, preferencialmente, aqueles nativos ao consumidor alvo por serem assim
mais compativeis e com menor probabilidade de serem reconhecidos como antigenos pelo
seu sistema imune (NAGPAL et al., 2012).

A utilizacdo de micro-organismos probiéticos tem atraido grande interesse na
pesquisa de doencas infecciosas, inflamatorias e alérgicas, tendo a maioria dos ensaios
clinicos como finalidade a prevencgéo e tratamento de doencas gastrointestinais em adultos
e criancas (MOHAMMADI E MORTAZAVIAN, 2011). A producdo de substancias
antagonistas, a inibicdo da adesdo ao epitelio, a manutencdo da microbiota intestinal
indigena e a modulacdo da imunidade inata e adaptativa s@o o0s principais mecanismos de
acdo dos probiodticos no combate as patogenias entéricas. Os principais efeitos benéficos

relacionados a modulac&o do sistema imune envolvem o aumento da producédo de slgA na
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luz intestinal, aumento do estimulo a fagocitose do patdgeno e modulacdo da expresséo e
producdo de citocinas — reduzindo os niveis de citocinas pré-inflamatorias e aumentando
niveis de citocinas anti-inflamatérias (LEBLANC et al., 2010; CASTILLO et al., 2011,
BERMUDEZ-BRITO et al., 2012). J& o principal efeito benéfico ndo relacionado ao
sistema imunoldgico é o antagonismo contra micro-organismos patogénicos, seja por
competicdo por nutrientes, pelo efeito barreira contra a adesdo e invasdo do epitélio
intestinal ou por producdo de substancias antagonistas (HUTT et al., 2006; LI et al.,
2011).

Em relacdo ao tratamento de salmoneloses, os agentes antimicrobianos sdo usados
rotineiramente como terapéuticos e profilaticos na saide humana e animal. No entanto,
com o crescente aparecimento de linhagens resistentes a drogas, novas alternativas tém
sido pesquisadas, tais como 0 uso de probioticos. O efeito de probidticos em casos de
salmoneloses ja vem sendo demonstrado ha alguns anos. Estudando o efeito protetor de
diversos micro-organismos em ensaios laboratoriais, relatou-se, utilizando modelo animal,
que probidticos como Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae UFMG 905,
Escherichia coli EMO, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
bifidum, Enterococcus faecium e Lactobacillus bulgaricus conferem um efeito protetor
aos camundongos desafiados com S. Typhimurium (RODRIGUES et al., 1996; SILVA et
al., 1999; FILHO-LIMA et al., 2000; MAIA et al., 2001; SILVA et al., 2004; MARTINS
et al., 2007; VIEIRA et al., 2008; MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010;
MARTINS et al., 2011).

Os modelos animais de desafio com Salmonella sdo extremamente importantes
para compreensdo dos mecanismos patogénicos envolvidos nas doencas causadas por esta
bactéria. Eles permitem avaliar possiveis formas de prevencdo e tratamento da
salmonelose. Um grande nimero de pesquisas nessa area tem focado no uso do modelo
murino desafiado com S. Typhimurium e varios resultados apontam efeito protetor de

probioticos contra essa infecgao.
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2. JUSTIFICATIVA

A microbiota indigena intestinal desempenha funcfes relevantes para a satde do
hospedeiro, das quais podem ser citadas: a contribuicdo nutricional, a RC e a
imunomodulacdo do hospedeiro. Uma colonizacao rapida e adequada apds o nascimento é
fundamental para o estabelecimento de um ecossistema microbiano com as funcGes
potentes, uma vez que essa comunidade, pelo seu tamanho e atividade metabdlica, pode
ser considerada como um “6rgdo” essencial ao seu hospedeiro. No nivel de género, a
microbiota dominante e subdominante permanecem relativamente estaveis no tempo e de
um individuo para o outro. Contudo, no nivel de espécies e linhagens podem ocorrer
variagOes consideraveis. Essas variacdes refletem no fato de que as fung¢des da microbiota
ndo sdo potencialmente iguais entre os individuos, sendo que isto é particularmente
observado para a funcdo de RC, uma funcdo fundamental para a protecdo e salde do trato
intestinal humano.

Nas Ultimas décadas, muita atencdo tem sido dada a modulagdo da microbiota
indigena intestinal por probidticos, pelos efeitos benéficos sobre o hospedeiro,
basicamente os mesmos exercidos pela microbiota indigena do corpo humano. Neste
sentido, micro-organismos constituintes dessa microbiota sdo amplamente utilizados como
probidticos e varios estudos documentam o seu uso como forma de prevencdo e
tratamento de infeccOes gastrointestinais. Assim, o isolamento e caracterizacdo de
bactérias envolvidas na RC da microbiota fecal humana poderiam levar ao
desenvolvimento de produtos contendo probidticos. Concomitante a isso, sabe-se que,
atualmente, as doencas diarreicas sdo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo 0 mundo e o tratamento recomendado pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) restringe-se ao uso de solucéo de reidratacdo oral.

Nesse contexto, portanto, propde-se avaliar a ocorréncia de antagonismo da
microbiota fecal humana contra algumas das bactérias enteropatogénicas mais importantes
na saude publica, identificando e caracterizando os micro-organismos dominantes, a fim

de selecionar potenciais probidticos.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de antagonismo da microbiota fecal dominante de humanos saudaveis
contra bactérias enteropatogénicas, por ensaios ex vivo, in vitro e in vivo em camundongos

gnotobidticos, a fim de selecionar bactérias com potencial probidtico.

3.2  Objetivos especificos

3.2.1 Padronizar a técnica do ensaio de antagonismo ex vivo e avaliar a ocorréncia de
antagonismo da microbiota fecal de humanos saudaveis contra bactérias enteropatogénicas

por esse ensaio.

3.2.2 Isolar, caracterizar e identificar, por testes bioquimicos e por sequenciamento, a

microbiota fecal dominante de humanos saudaveis.

3.2.3 Avaliar, qualitativamente, a capacidade antagonista in vitro das bactérias isoladas da

microbiota fecal dominante contra bactérias enteropatogénicas.

3.2.4 Avaliar, quantitativamente, a capacidade antagonista in vitro do sobrenadante de

culturas bacterianas contra a bactéria reveladora Salmonella Typhimurium.

3.2.5 Avaliar a capacidade antagonista in vivo de bactérias isoladas, determinando os
niveis populacionais de S. Typhimurium em amostras fecais de camundongos

monoassociados e desafiados com o patdgeno.
3.2.6 Para os grupos de camundongos monoassociados que apresentaram antagonismo

estatisticamente significativo, determinar a capacidade de translocac¢do de S. Typhimurium

para o baco e o figado e comparar aspectos histolégicos do ileo e do figado.
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4. METODOLOGIA

4.1  Desenho experimental

A Figura 2 abaixo mostra a sequéncia cronoldgica dos experimentos.

Voluntarios humanos sadios (15)
Ambos 0s sexos
Faixa etéria de 5-80 anos
Sem uso antibio6ticos/probidticos por um més

!

Testes de antagonismo ex vivo contra sete bactérias reveladoras|

Isolamento, caracterizag@o presuntiva e conservacao dos isolados com morfotipos

diferentes da microbiota dominante fecal humana

!

Selegdo de 51 isolados para os testes in vitro|

!

Testes de antagonismo in vitro contra sete bactérias reveladorag

Teste da atividade antagonista do sobrenadante das culturas contra S. Typhimurium

!

Selecdo de 14 isolados para os testes in vivo em camundongos isentos de germes
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foram desafiados com S. Typhimurium

!

lIdentificacfo por sequenciamento dos isolados selecionadog

Figura 2: Organograma.
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4.2 Voluntarios

Amostras fecais foram obtidas de voluntarios humanos saudéveis de ambos os
sexos, numa faixa etaria de 5 a 80 anos, que ndo haviam utilizado agentes
antimicrobianos, outras drogas e/ou probidticos por, pelo menos, um més antes da coleta.
As fezes foram colhidas em um frasco estéril e levadas, no prazo méximo de 1 h, para o
LEFM/ICB/UFMG. Cada voluntério preencheu um formulério contendo alguns dados
demograficos (endereco, contatos, sexo, idade, profissdo, regime alimentar) e assinou o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, documento em anexo).

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos IG, de 4 a 8 semanas de idade, de ambos 0s sexos,
da linhagem Swiss NIH (Taconic, Germantown, EUA). Os animais foram propagados no
biotério de Gnotobiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, sendo mantidos
em isoladores flexiveis do tipo Trexler (Standard Safety Equipment Company, McHenry,
EUA) e manuseados de acordo com técnicas ja estabelecidas (PLEASANTS, 1974) e
adaptadas as nossas condicdes (SILVA, 1986).

Para os experimentos, 0s animais foram mantidos em microisoladores tipo Il da
marca UNO (UNO Roestvaststaal B.V., Zevenaar, Holanda) em estante ventilada da
marca Alesco, com temperatura controlada (23°C + 1°C) por ar condicionado e com um
ciclo diurno/noturno de 12 horas. Esses animais experimentais receberam ad libitum uma
racdo solida autoclavavel (Nuvilab Nuvital, Curitiba, Brasil) e 4gua, esterilizados por calor

Uumido.

4.4  Aspectos éticos

A manutencdo e o uso dos animais nos experimentos foram conduzidos
respeitando as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA, 2013) e o
protocolo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG) sob o numero de Protocolo 118/2014, com validade até 12/08/2019

(documento anexo).
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45  Micro-organismos reveladores

Foram utilizadas como reveladoras da expressédo de antagonismo as linhagens
bacterianas Shigella flexneri e Vibrio cholerae, ambas de origem humana e pertencentes a
colecdo de cultura do LEFM/ICB/UFMG, e as linhagens de referéncia de Clostridium
difficile ATCC 9689, Clostridium perfringens tipo A ATCC 13124, Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) CDC 0126, Listeria monocytogenes ATCC 15313 e Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, todas cedidas pelo Laboratorio de Materiais de Referéncia,
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

As bactérias anaerdbias facultativas foram conservadas a -20 °C, em caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Acumedia, Lasing, EUA), adicionado de 20% de glicerol
esterilizado. Para os experimentos, as bactérias foram ativadas em caldo BHI, a 37 °C,
durante 18 h. As bactérias anaerobias obrigatorias, C. difficile e C. perfringens, foram
conservadas a -80 °C, em caldo BHI-S (BHI suplementado com 0,5% de extrato de
levedura, 10 pg/mL de hemina e 1 pg/mL de menadiona) (HOLDMAN et al., 1977),
adicionado de 20% de glicerol esterilizado. A ativacdo destas linhagens foi feita em caldo
BHI-S, a 37 °C, durante 24-48 h, em camara de anaerobiose contendo uma atmosfera de
85% de N3, 10% de H, e 5% de CO, (Forma Scientific Company, Marietta, EUA).

4.6  Padronizacdo do teste de antagonismo ex vivo

O teste de antagonismo ex vivo para verificar a presenca de substancias inibitorias
difusiveis em amostras de fezes de humanos saudaveis foi realizado pelo método de
difusdo em camada de gelose (NARDI et al., 1999; SILVA et al., 2001). Inicialmente,
quatro técnicas foram testadas:

(1) difusdo da amostra em camada de agar bacterioldgico e sobrecamada de
agar BHI ou BHI-S semissolido (0,75% de &gar) inoculado com as culturas
reveladoras;

(i) difusdo da amostra em camada de &gar BHI ou BHI-S e inocula¢do por
spread-plate das culturas reveladoras;

(iii)  difusdo da amostra em camada de meio seletivo (para a cultura reveladora)
e inoculagdo por spread-plate das culturas reveladoras, sendo que, 0s meios

utilizados foram: agar MRS para L. monocytogenes, &gar verde brilhante
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(BGA) para S. Typhimurium, agar Salmonella Shigella (SS) para S.
flexneri, &gar TCBS para V. cholerae, &gar MacConkey (MC) para E. coli e
agar BHI-S para C. difficile e C. perfringens; e

(iv)  difusdo da amostra em camada de agar MRS (Difco, Detroit, EUA) e
sobrecamada de agar BHI ou BHI-S semissolido inoculado com as culturas
reveladoras.

Em todas as técnicas, as amostras de fezes recentemente coletadas de humanos
saudaveis (amostras padronizadas para um peso aproximado de 0,5 g) foram incluidas no
centro da placa de Petri contendo agar e as placas foram incubadas por 48 h a 4 °C para
difusdo de uma possivel substancia antagonista das fezes. Apds a incubacdo, as células
foram mortas por exposicdo ao cloroférmio por 30 min e as placas foram abertas para
evaporacdo do cloroférmio residual. Foi adicionado o in6culo das culturas reveladoras,
por spread-plate ou adicdo do meio semissélido contendo 10° unidades formadoras de
colénias (UFC)/mL. A seguir, as placas foram incubadas a 37 °C por 24-48 h, em
condicbes aerdbicas ou anaerdbicas, dependendo da bactéria reveladora e, entdo, foi
efetuada a leitura dos testes avaliando-se a presenca ou auséncia de halos de inibi¢do ao
redor das amostras. O didametro dos halos foi medido com paquimetro digital (Digimatic
Calipar, Mitutoyo, Japdo).

Ao final da andlise dos resultados, optou-se por utilizar em todos 0s ensaios a
técnica IV, que apresentou os melhores resultados.

4.7  Isolamento, caracterizacdo e conservacdo das amostras bacterianas

dominantes na microbiota fecal humana

Para obtencdo da microbiota fecal dominante humana, uma aliquota da amostra foi
introduzida num tubo vazio esterilizado e previamente pesado. Ap6s uma segunda
pesagem, foi determinado, por diferenca, o peso da amostra fecal. Esse tubo foi
introduzido rapidamente em camara anaerobia. O contetdo foi suspenso e homogeneizado
em funcéo do peso, numa diluicdo 10" em solucdo salina tamponada (PBS) esterilizada e
regenerada (10 min a 100 °C) antes do uso. A partir dessa diluicdo foram feitas novas
diluicdes decimais no mesmo diluente até 10°°. Em seguida, foi realizado o plagueamento,
pela técnica de spread-plate, das diluicées 107 e 10° em &gar sangue base Brucella
suplementado com 0,5% de extrato de levedura, 10 pg/mL de hemina e 1 pug/mL de

menadiona. Apds a incubacdo, a 37 °C, por sete dias, os diferentes morfotipos de coldnias
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foram isolados e submetidos a uma caracterizacdo por testes morfotintorial (coloracdo de
Gram), da catalase e de atmosfera de crescimento. Os isolados de interesse também foram
submetidos a testes bioquimicos e fisiolégicos usando o sistema VITEK2, conforme
metodologia do fabricante (BioMérieux, Marcy-1’Etoile, Franca).

Para a determinacdo da atmosfera de crescimento, as amostras isoladas foram
repicadas em &gar sangue suplementado com hemina e menadiona e incubadas a 37 °C,
por 48 h nas condigdes de anaerobiose (cdmara anaerdbica), microaerofilia (método da
vela em dessecador de vidro) e em aerobiose (estufa bacterioldgica). Considerou-se
anaerobia obrigatoria a amostra que cresceu somente em condi¢cdes de anaerobiose;
microaerofila, a amostra que cresceu em anaerobiose e em condicdes de microaerofilia;
anaerobia facultativa a amostra que cresceu nas trés condices testadas; e aerdbia a
amostra que cresceu apenas em aerobiose.

As linhagens anaerdbias facultativas foram conservadas a -20 °C em caldo BHI, e
as anaerdbias obrigatdrias foram conservadas a -80 °C em caldo BHI-S, todas adicionadas

de 20% de glicerol esterilizado.

4.8  Perfil de colonizacdo dos camundongos isentos de germes com a cultura total

cultivavel da microbiota dominante fecal humana

Os voluntérios 05, 18 e 19 foram inicialmente selecionados para obtencdo da
microbiota dominante fecal cultivavel e posterior colonizagcdo dos camundongos IG, a fim
de ser realizado um novo isolamento a partir das fezes murinas somente das bactérias que
foram capazes de colonizar o T1 dos animais.

Aliquotas de fezes dos voluntarios foram introduzidas em tubos vazios
esterilizados e previamente pesados e, ap6s uma segunda pesagem, foi determinado por
diferenca 0 peso da amostra. Esse tubo foi introduzido em cémara anaerdbia e seu
contetido suspenso e homogeneizado em funcdo do peso, numa diluicdo 10" em PBS
esterilizada e regenerada (10 min a 100 °C) antes do uso. Em seguida, foram realizadas as
diluicBes decimais e o plagueamento, pela técnica de spread-plate, das diluicdes 107 e 10°°
em 4gar sangue suplementado. Apds uma incubacéo a 37 °C por sete dias, 1 mL de uma
solucédo de PBS esterilizada e regenerada foi aplicada na superficie do agar na placa com
cerca de 100 col6nias, que foram raspadas com uma alca de Drigalski para obter uma
suspensdo dos componentes cultivaveis da microbiota fecal dominante do voluntério. Essa

suspensdo foi utilizada imediatamente como indculo para os camundongos IG receptores.
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O experimento foi conduzido utilizando um grupo de dois camundongos IG para
cada voluntario. Um volume de 0,5 mL da suspensdo obtida foi inoculado por via
intragastrica em cada animal e, apos sete dias da associacdo, foram coletadas fezes dos
camundongos receptores para o isolamento da microbiota dominante. Foi realizado o
plagueamento das diluicBes 10° e 107 das amostras fecais em 4gar sangue suplementado,
conforme descrito acima para as fezes humanas. Apos sete dias de incubacéo a 37 °C, em
anaerobiose, foram obtidos diferentes morfotipos nas placas da diluicio 107 que foram

caracterizados como indicado no item 4.7.

4.9  Teste de antagonismo in vitro

O teste de antagonismo in vitro para verificar a producao de substancias inibitorias
difusiveis foi realizado pelo método de difusdo em camada dupla (NARDI et al., 1999).
Para essa etapa foram selecionadas apenas as bactérias isoladas no item 4.7 de voluntarios
que apresentaram halos de inibi¢do contra pelo menos cinco bactérias reveladoras no teste
de antagonismo ex vivo descrito no item 4.6.

Uma micro-gota de 5,0 uL da cultura de cada isolado cultivado em caldo BHI-S ou
MRS por 24-48 h, a 37 °C, em anaerobiose ou aerobiose, foi colocada no centro da placa
contendo &gar MRS. Apds incubacdo a 37 °C, por 48 h, em anaerobiose ou aerobiose, foi
colocado 1,0 mL de cloroférmio em cada tampa com as placas em posicao invertida. Apos
30 min, as placas foram abertas para evaporacdo do cloroférmio residual e uma
sobrecamada de 4,0 mL de agar BHI (para reveladores anaerdbios facultativos) ou BHI-S
(para reveladores anaerébicos obrigatérios) semissélido, inoculado com 10° UFC/mL da
linhagem reveladora foi colocada sobre o &gar MRS. Apds incubacdo a 37 °C, por 24-48 h,
foi efetuada a leitura dos testes, avaliando-se a presenca ou auséncia de halos de inibicdo
ao redor do spot, independentemente do seu tamanho. Os experimentos foram realizados
em duplicata, sendo feitas duas repeticdes, e o didmetro dos halos foi medido com

paquimetro digital.

4.10 Atividade antagonista do sobrenadante

A atividade antagonista do sobrenadante ndo-concentrado das culturas testadas no
item 4.9 foi avaliada pelo método proposto por Hutt et al. (2006), a fim de verificar a

importancia das substancias inibitorias secretadas no antagonismo contra S. Typhimurium.
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As bactérias produtoras foram cultivadas em caldo BHI-S e em caldo MRS por 24-
48 h, a 37 °C, em condicdes de anaerobiose. Apos centrifugacdo das culturas a 5000 rpm
por 10 min, os sobrenadantes foram coletados e filtrados em filtros com poros de 22 pm
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Um in6culo de 1% da bactéria reveladora, S.
Typhimurium, crescida em caldo BHI a 37 °C por 24 h, foi adicionado aos microtubos
contendo o sobrenadante das culturas bacterianas. Como controle positivo, S.
Typhimurium também foi adicionada aos caldos BHI-S e MRS. Apo6s 18 h de incubacéo, a
37 °C, em aerobiose, foi realizado o plagueamento em &gar BHI, pela técnica de
microgotas (MORTON, 2001), para determinacdo do numero de células viaveis da
bactéria reveladora. Além disso, foi realizada a leitura do pH do sobrenadante de MRS e
de BHI-S antes (controle) e apds o crescimento das culturas produtoras. O experimento foi
realizado em triplicatas e com, pelo menos, duas repetigoes.

4.11 Teste de antagonismo in vivo

Para essa etapa foram selecionadas apenas as bactérias que apresentaram halos de
inibicdo contra pelo menos cinco bactérias reveladoras, conforme determinado no teste de
antagonismo in vitro descrito no item 4.9. A bactéria Salmonella Typhimurium foi
utilizada como reveladora por ja ser um modelo padronizado in vivo pelo nosso grupo. O
experimento foi conduzido utilizando grupos de dois a trés camundongos IG para cada
bactéria isolada. Cada grupo de animais recebeu, por gavagem, uma dose Unica de 0,1 mL
contendo 10° UFC/mL da bactéria. O sucesso da monoassociacdo foi avaliado pela
determinacdo dos niveis populacionais das bactérias monoassociadas nas fezes dos
camundongos apos 5 e 7 dias da gavagem, pelo plagueamento por spread-plate em agar
BHI-S e incubagdo a 37 °C em anaerobiose.

Apos sete dias de associagdo, 0s grupos de animais GN receberam 0,1 mL de uma
suspensdo contendo 10* UFC da bactéria reveladora S. Typhimurium por gavagem. Como
grupo controle, animais IG que ndo foram monoassociados, receberam o inéculo com o
patdgeno. Logo apos a inoculagdo e nos dias 1, 3, 5, 7, 9 e 10, fezes foram colhidas por
estimulacdo anal, sendo, entdo, pesadas e suspensas em solucdo salina 0,9% (numa
diluicdo 10™) e homogeneizadas. A partir dessa diluicdo foram feitas novas diluicées
decimais no mesmo diluente. Aliquotas de 0,1 mL das diluicbes adequadas foram
plagueadas por spread-plate em &gar Mac Conkey (Acumedia, Lasing, EUA), para

enumeracdo da bactéria patogénica reveladora, e em agar MRS acrescido de gentamicina
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(32 pg/mL), para enumeracdo da bactéria monoassociada, quando esta era resistente ao
antibidtico. As placas foram incubadas a 37 °C durante dois dias, em aerobiose ou
anaerobiose. Os resultados foram expressos como média do logip do nimero de UFC por
grama de fezes (MARTINS et al., 2010).

Além disso, antes e ap0s a monoassociacdo com as bactérias selecionadas,
amostras fecais (10 mg) dos animais GN foram colhidas para o teste de antagonismo ex

vivo contra S. Typhimurium, conforme descrito no item 4.6 (técnica V).
4.12 Desafio

Os grupos que apresentaram reducdes significativas (p < 0,05) nos niveis
populacionais do patégeno nas amostras fecais (item 4.11), foram selecionados para
avaliacOes histoldgicas e determinacdo da translocacéo.

Grupos de quatro a cinco animais monoassociados por sete dias com as bactérias
selecionadas e o grupo controle sem monoassociacdo receberam no dia do desafio um
inéculo de 0,1 mL contendo 10* UFC de S. Typhimurium crescida por 18 h, a 37 °C, por
via intragastrica. A confirmacdo da viabilidade do in6culo foi feita em dgar MacConkey
apos 24 h de incubacdo a 37 °C, em aerobiose (MARTINS et al., 2010). Apds cinco dias

de desafio com o patdgeno, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

4.12.1 Determinacdo da translocacdo de S. Typhimurium em animais isentos de

germes monoassociados

Amostras de baco e figado foram pesadas e submetidas a dilui¢des decimais em
salina peptonada esterilizada. Aliquotas de 0,1 mL das diluicBes selecionadas foram
plagueadas em agar MacConkey e incubadas por 24 h a 37 °C, em aerobiose, para
enumeracdo de S. Typhimurium. Os resultados foram expressos como média do log; do
nimero de UFC por grama de Orgdo de quatro animais de cada grupo experimental
(MARTINS et al., 2007).
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4.12.2 Avaliagdes histopatologicas em animais isentos de germes monoassociados e

desafiados com S. Typhimurium

Os 6rgaos (ileo e figado) foram retirados apds abertura da cavidade abdominal e
lavados em PBS. O processamento do ileo foi realizado de acordo com o método descrito
por Calvert et al. (1989) e modificado por Arantes & Nogueira (1997). Seguindo essa
metodologia, o ileo foi isolado e estendido com a serosa em contato com papel de filtro e
aberto pela borda ante-mesentérica, removendo-se todo o seu conteudo sem danos a
mucosa. Os Orgdos foram transferidos para um recipiente contendo a solugédo
de Bouin com 2% de acido acético glacial por um periodo de 10 min para pré-fixacdo. Os
orgdos, pré-fixados, foram colocados sobre uma superficie plana e enrolados em uma
espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a formar rolos (rocamboles), com a
parte distal disposta na regido central do rolo. Os rolos amarrados com linha e o figado
foram fixados por imersdo em solugdo de formol a 4% por 24 h.

As amostras foram processadas rotineiramente para inclusdo em parafina e
submetidos a microtomia para obtengdo de cortes histologicos de 4 um de espessura. As
laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) no Laboratério de Neuro-Imuno-
Patologia Experimental, onde foram examinadas e documentadas. Os cortes histologicos
de figado e ileo foram examinados em microscopio de luz direta Olympus BX51 e as
imagens das regifes de interesse foram obtidas por cémera CoolSNAP-Procf
(Megacybernetics) em aumentos de 4 e 10x, por meio de um software de aquisicdo de

imagem Image Pro-Express.

4.13 Identificacdo molecular dos isolados

Os isolados selecionados para o teste de antagonismo in vivo foram identificados
por técnicas moleculares. As amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 10 min, lavadas
com 1 mL de agua deionizada, suspendidas em 1 mL de LiCl 5M e mantidas sob agitacdo
durante uma hora. Em seguida, o material foi novamente centrifugado, o precipitado foi
lavado com 1 mL de agua deionizada e suspendido em tampé&o protoplasmatico (50mM de
Tris-HCI pH 8.0, 10mM de EDTA e 25mM de sacarose) adicionado de lisozima (10
mg/mL) e mantido a 37°C durante uma hora. A amostra foi mais uma vez centrifugada e o

DNA gendmico foi obtido utilizando-se o kit Wizard SV Genomic DNA Purification
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System (Promega Corporation, Madison, EUA) de acordo com as recomendacfes do
fabricante.

O meétodo de identificagdo baseou-se na analise de similaridade de sequéncias do
DNA ribossomal 16S. A regido das amostras foi amplificada utilizando 10 pmols dos
iniciadores 27F (5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3') e 1492R (5' GGT TAC CTT
GTT ACG ACT T 3') descritos por Lane (1991), PCR Master Mix (Promega Corporation)
com 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCl,, 1,5 unidades
(U) de Tag DNA polimerase e 10 ng de DNA. A amplificagdo se deu ao longo de 35
ciclos (95°C por 30 seg, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min) apds a desnaturacéo inicial
(95°C por 2 min) e finalizada pela extensédo final (72°C por 5 min). Os amplicons foram
purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega
Corporation) e sequenciados no Laboratério de Genética da Escola de Veterinaria, UFMG,
usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Life Technologies, Carlsbad,
EUA) para o sistema de sequenciamento automatico ABI3130 (Life Technologies). As
sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas pertencentes a linhagens tipo
depositadas no GenBank e no RDP (Ribosomal Database project Il -

http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/segmatch_intro.jsp).

414 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad
Prism versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, EUA), utilizando nivel
de significancia de 5%.

Os testes aplicados foram:

1 — Teste One-way ANOVA, pols-teste Dunnett: para analises da atividade
antagonista do sobrenadante.

2 — Teste t pareado: para analises do antagonismo in vivo.

3 — Teste One-way ANOVA, p0s-teste Tukey: para analises da translocacdo de S.

Typhimurium para baco e figado.

48



S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Crescimento dos micro-organismos reveladores

Apbs o cultivo das bactérias reveladoras por 24 h, a 37 ©C, em aerobiose ou em
anaerobiose, observou-se uma contagem média de 10° a 10° UFC/mL. A curva de
crescimento das bactérias anaerobias facultativas mostra que apds 18 h as culturas se
encontram em fase estacionaria (Figura 3). Dessa forma, padronizou-se usar as culturas

reveladoras nessas condigoes.
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Figura 3: Cinética de crescimento dos micro-organismos anaerobios facultativos.
Legenda: LM = Listeria monocytogenes ATCC 15313, ST = Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, SF = Shigella flexneri*, VC = Vibrio cholerae*, EP = Escherichia coli
enteropatogénica CDC 0126. ~ Linhagens de origem humana pertencentes & colecdo de
culturas do LEFM.

5.2  Padronizacao do teste de antagonismo ex vivo

Para a padronizagéo do ensaio, foram utilizadas as amostras de fezes de seis dos 15
voluntérios. Utilizando as técnicas | e Il, ndo houve caso de inibicdo. As tabelas 1 e 2
mostram a expressao de halos de inibicdo observados com o uso das técnicas Il e 1V,

respectivamente. Um exemplo deste antagonismo pela técnica IV é ilustrado na figura 4.
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Figura 4: Teste de antagonismo ex vivo em MRS com fezes de um voluntério.

Apenas a técnica IV evidenciou a presenca de halos de inibicdo para todas as
bactérias reveladoras e, por isso, foi utilizada para o restante dos voluntarios (Tabela 2).
Como esperado, os dados mostram uma grande variabilidade na provavel capacidade de
RC nas fezes dos voluntarios testados, com alguns mostrando atividade contra todas as
reveladoras (voluntarios 8, 15, 16 e 22), enquanto este antagonismo é observado contra
somente uma reveladora para outros voluntarios (7, 10 e 21). De acordo com a tabela 2,
27% das amostras mostraram atividade antagonista contra as sete bactérias reveladoras,
20% contra seis, 13% contra cinco, 13% contra quatro, 7% contra duas e 20% contra
somente uma. A figura 5, baseada nos dados da tabela 2, mostra que, em relacdo a cada
bactéria reveladora, L. monocytogenes e E. coli enteropatogénica foram inibidas por 80%
das amostras, S. Typhimurium e S. flexneri por 73%, V. cholerae por 67%, C. perfringens
por 47% e C. difficile por 40% das amostras.

Sendo assim, padronizou-se usar 0 agar MRS como meio de difusdo das
substancias antagonistas nos testes ex vivo. Esse meio tem a propriedade de acidificar-se
devido & presenca dos acidos orgéanicos produzidos pelos micro-organismos da amostra, o

que pode explicar os melhores efeitos inibitdrios. Além disso, nos ensaios de antagonismo
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in vitro com micro-organismos isolados, essa técnica ja € bem definida e amplamente
utilizada.

Para as etapas seguintes de testes in vitro, nove voluntarios foram selecionados por
apresentarem halos de inibicdo contra pelo menos cinco bactérias reveladoras. Estes
foram: 3, 8, 9, 15, 16, 17, 18, 19 e 22 (Tabela 2).

Tabela 1: Teste de antagonismo ex vivo pelo método de difusdo em camada de meio
seletivo e spread-plate com as culturas reveladoras (10° UFC/mL)

Amostra LM ST SF VC EP CD CP
(MRS) (BGA) (SS) (TCBS) (MC)  (BHI-S) (BHI-S)

01 + ¥ - - - - -

03 + - - - + - -
05 + + - - - - -
07 + - - - - - -
18 + + - - - - -
19 + + - - + - -

Legenda: (+) = presenca de halo de inibigéo, (-) = auséncia de halo de inibig&o.

LM = Listeria monocytogenes ATCC 15313, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 14028, SF = Shigella
flexneri*, VC = Vibrio cholerae*, EP = Escherichia coli enteropatogénica CDC 0126, CD = Clostridium
difficile ATCC 9689, CP = Clostridium perfringens tipo A ATCC 25723. * Linhagens de origem humana

pertencentes a colecéo de culturas do LEFM.
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Tabela 2: Teste de antagonismo ex vivo pelo método de difusdo em agar MRS com

sobrecamada de BHI ou BHI-S semissélido com as culturas reveladoras (10°

UFC/mL)

Amostra LM ST SF VC EP CD CP
01 + + + - + - -
03 + + + + + + -
05 + + + - - - +
07 + - - - - - -
08 + + + + + + +
09 + + + + + - +
10 - - - - - - +
12 - - - + + - -
15 + + + + + + +
16 + + + + + + +
17 + + + + + - -
18 + + + + + + -
19 + + + + + - -
21 - - - - + - -
22 + + + + + + +

Legenda: (+) = presenca de halo de inibicéo, (-) = auséncia de halo de inibigdo.

LM = Listeria monocytogenes ATCC 15313, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 14028, SF = Shigella
flexneri*, VC = Vibrio cholerae*, EP = Escherichia coli enteropatogénica CDC 0126, CD = Clostridium
difficile ATCC 9689, CP = Clostridium perfringens tipo A ATCC 25723. * Linhagens de origem humana

pertencentes a cole¢do de culturas do LEFM.
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Figura 5: Frequéncia de antagonismo ex vivo da microbiota fecal humana contra
cada bactéria reveladora. Legenda: LM = Listeria monocytogenes ATCC 15313, ST =
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, SF = Shigella flexneri*, VC = Vibrio cholerae¥*,
EP = Escherichia coli enteropatogénica CDC 0126, CD = Clostridium difficile ATCC
9689, CP = Clostridium perfringens tipo A ATCC 25723. " Linhagens de origem humana

pertencentes a colecdo de culturas do LEFM.

5.3  Isolamento, caracterizacdo e conservacdo dos isolados dominantes na

microbiota fecal humana

A tabela 3 mostra a classificacdo dos isolados dominantes na microbiota fecal
humana quanto aos testes de atmosfera de crescimento, de coloracdo de Gram e da
catalase. Algumas bactérias por serem muito sensiveis ao oxigénio ndo conseguem crescer
em meio solido, portanto, nesse caso, ndo foi possivel realizar o teste da catalase. Para
algumas bactérias de interesse foi realizada uma caracteriza¢do por testes bioquimicos e
fisiologicos pelo sistema VITEK2 (a identificacdo presuntiva de cada isolado estd na
tabela em anexo).

A partir das amostras fecais de 15 voluntarios, foram obtidos entre quatro a oito
morfotipos diferentes de colbnias para cada, totalizando 97 isolados, dos quais 3% foram
perdidos depois de isolados das placas, provavelmente por serem mais exigentes e nao

sobreviverem as condigdes in vitro. Em relacdo a atmosfera de crescimento, 68% dos
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isolados foram classificados como anaerdbios obrigatorios, 17% microaerofilos e 15%
anaerobios facultativos; quanto a coloracdo de Gram, 66% foram Gram-positivos e 34%

Gram-negativos; e quanto ao teste da catalase, 21% foram positivos e 79% negativos.

Tabela 3: Classificacédo dos isolados dominantes na microbiota fecal humana

Teste Classificacao NuUmero de isolados
Anaerdbio obrigatério 64
Atmosfera de crescimento  Microaerofilo 16
Anaerobio facultativo 14
Coloragédo de Gram Posm\-/o o2
Negativo 32
Positivo 17
Catalase Negativo 65
ND 12

ND: Nao determinado

Os resultados aqui apresentados confirmam que a microbiota fecal humana
apresenta dois niveis populacionais, similar ao observado nas Gltimas porcGes do TI, no
qual a microbiota dominante é composta de bactérias anaerdbias obrigatorias e a
microbiota subdominante contém, predominantemente, bactérias microaerdfilas e
anaerobias facultativas (MACFARLAND, 2000; GUARNER, 2012). Em relacdo a
microbiota fecal dominante, sabe-se que bactérias Gram-negativas sdo representadas
essencialmente pelos géneros Bacteroides e Fusobacterium, enquanto Bifidobacterium,
Eubacterium, Peptostreptococcus e Clostridium sdo os principais representantes do grupo
de bactérias Gram-positivas (GOMES et al., 2006).

5.4  Perfil de colonizagdo dos camundongos isentos de germes com a cultura total

cultivavel da microbiota dominante fecal humana

Apo0s 0 novo isolamento da microbiota dominante das fezes dos camundongos 1G
receptores, s6 foram recuperadas bactérias anaerdbias facultativas, identificadas pelo
sistema VITEK2 como Escherichia coli ou Enterococcus faecium. Durante a passagem da
microbiota dominante fecal humana cultivavel nos camundongos IG, 0s micro-organismos

anaerobios facultativos se adaptaram melhor as condi¢Ges no trato gastrointestinal e
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prevaleceram sobre 0s micro-organismos anaerdbios obrigatorios, provavelmente devido a
alta concentracdo de oxigénio num ambiente livre de colonizacdo microbiana. Portanto,
decidiu-se utilizar as bactérias que foram isoladas diretamente da amostra fecal humana,
sem passar pelos camundongos IG, a fim de estudar uma microbiota dominante mais

representativa, como mostrado no item 5.3.

55  Teste de antagonismo in vitro

A partir dos nove voluntarios selecionados (item 5.2), obteve-se um total de 51
bactérias para os testes in vitro. Contudo, algumas eram extremamente sensiveis ao
oxigénio e/ou ndo estavam adaptadas para crescer em agar MRS, assim, nesses casos, nao
foi possivel realizar o teste de antagonismo in vitro pelo método de difusdo em camada
dupla. Tais amostras foram: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 9.1, 9.2, 9.6, 9.7, 9.8, 9.9, 15.1, 15.2,
15.3,15.4,155, 16.6,17.2,17.3,17.4,17.7, 18.6 € 19.2.

A tabela 4 mostra a presenca dos halos de inibicdo contra os sete patdgenos
reveladores, evidenciando, assim, a producdo de substancia(s) inibitéria(s) pelas 28
bactérias avaliadas. Dos 20 isolados (71%) que apresentaram atividade antagonista in vitro
contra quatro patdégenos ou mais, 16 sdo bactérias Gram-positivas e apenas quatro sao
Gram-negativas (16.2, 16.3, 16.5 e 18.3). Entre os oito isolados (29%) que inibiram trés
patdgenos ou menos, seis sdo bactérias Gram-negativas (8.6, 17.1, 17.6, 19.1, 19.4, 22.3).
Curiosamente, os patdgenos inibidos por essas seis bactérias Gram-negativas sdo também
Gram-negativos (ST, SF e EP), com excecdo do isolado 22.3 que também inibiu CD.
Conforme pode ser observado na figura 5, S. Typhimurium e S. flexneri foram inibidas por
89% dos isolados, E. coli enteropatogénica por 82%, L. monocytogenes e V. cholerae por

46%, C. difficile por 50% e C. perfringens por 32% dos isolados.
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Tabela 4: Testes in vitro de producdo de substéncias antagonistas por bactérias

isoladas da microbiota dominante fecal humana

Isolado (Gram) LM ST SF VC EP CD CP
8.1(+) - + + - + + -
8.2 (+) + + + + + + +
8.3 (+) - - - - - - -
8.4 (+) - + + - + + -
8.5 (+) + + + - + - -
8.6 (-) - + + - + - -
8.7 (+) + + + + + - -
15.6 (+) + + + + + + +
16.1 (+) + + + + + + +
16.2 (-) + + + + + - -
16.3 () + + + + + - -
16.4 (+) - + + + + - -
16.5 (-) + + + + + - -
16.7 (+) - + + - + + -
171 (-) - + + - - - -
175 (+) - + + - + + +
17.6 (-) - - + - - - -
18.1 (+) + + + + + + +
18.3 (-) + + + - + + +
18.4 (+) + + + + + + +
18.5 (+) - + + - - - -
19.1 (-) - - - - - - -
194 (-) - + + - + - -
22.1 (+) - + + + + + +
22.3 () - + - - + + -
22.4 (+) + + + + + + -
22.7 (+) + + + + + + -
22.8 (+) - + + - + - +

Legenda: (+) = presenca de halo de inibicéo, (-) = auséncia de halo de inibicdo
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Figura 6: Frequéncia de antagonismo in vitro dos isolados dominantes na microbiota
fecal humana contra cada bactéria reveladora. Legenda: LM = Listeria monocytogenes
ATCC 15313, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 14028, SF = Shigella flexneri*, VC
= Vibrio cholerae*, EP = Escherichia coli enteropatogénica CDC 0126, CD =
Clostridium difficile ATCC 9689, CP = Clostridium perfringens tipo A ATCC 25723. ~

Linhagens de origem humana pertencentes a cole¢do de culturas do LEFM.

Os isolados 8.2, 15.6, 16.1, 18.1 e 18.4 apresentaram 0 maior espectro inibitorio,
inibindo 100% dos patégenos, enquanto que os isolados 8.3 e 19.1 ndo inibiram nenhum
patdégeno. Pode ser observado também que num mesmo voluntario pode existir mais de
uma bactéria tendo o mesmo alvo patogénico (por exemplo, no voluntario 18 todas as
quatro bactérias 18.1, 18.3, 18.4 e 18.5 inibiram o crescimento de ST e SF). Isto poderia
confirmar o conceito ecoldgico de redundancia que no caso de desaparecimento de uma
das bactérias protetoras seria compensado pela presenca das outras. Interessantemente, trés
dos isolados bacterianos apresentando a maior capacidade antagonista (8.2, 15.6 e 16.1)
correspondem aos voluntarios que apresentaram também a melhor capacidade inibit6ria no
teste ex vivo (8, 15 e 16). No caso do voluntario 22, a sua capacidade antagonista total
poderia ser explicada pela acdo complementar dos seus isolados fecais. Contudo, a
primeira hipotese ndo é confirmada no caso do voluntario 18 (que alberga duas bactérias
com 100% de capacidade de inibi¢do in vitro, mas com 86% de antagonismo ex Vivo).

Mas, isto poderia ser explicado pelo fato de um ensaio positivo in vitro, ndo ser
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confirmado ex vivo ou in vivo, como salientado na introducéo dessa dissertacdo. Uma das
explicacbes € que a producdo de compostos antagonistas poderia ocorrer em regides
proximais do TI, com subsequente inativacdo por enzimas proteoliticas ou substancias
inibitérias (MARTINS et al., 2010). A limitacdo da extrapolagéo de dados in vitro para in
vivo vale também para o sentido inverso, como comprovado no trabalho de Ramaré et al.
(1993). Isto poderia também explicar alguns dados contraditérios no voluntario 19 que
apresentou um teste positivo ex vivo contra LM e VC, mas ndo pelas suas bactérias fecais
in vitro. Enfim, bactérias responsaveis pelo efeito inibitério ex vivo contra LM e VC no
voluntario 19 podem néo ter sido isoladas para poderem ser testadas no ensaio in vitro.

A técnica utilizada no presente trabalho permite concluir que as substancias
antimicrobianas produzidas sdo difusiveis e extracelulares, uma vez que as mesmas
difundiram-se no &gar para exercerem seus efeitos sobre as bactérias reveladoras.
Entretanto, ndo foi possivel identificar a natureza das substancias que estariam envolvidas
no antagonismo. Assim, 0s resultados obtidos podem representar a atividade antagonista
de uma série de substancias, atuando separadamente ou em conjunto.

Em um estudo de Gomes et al. (2006), bactérias Gram-positivas, isoladas da
microbiota fecal dominante de humanos saudaveis, mostraram uma alta frequéncia de
antagonismo in vitro contra os enteropatégenos Salmonella enterica e Shigella sonnei,
mas com bastante variacao entre os voluntéarios. Em relacdo as bactérias Gram-negativas,
apenas trés, em um total de 143 isolados testados, mostraram atividade antagonista. Esse
estudo corrobora com nossos resultados, mostrando que, pelo menos in vitro, 0s
componentes Gram-positivos da microbiota fecal dominante apresentam um maior
potencial para o antagonismo do que os Gram-negativos.

Um estudo comparativo das propriedades de quatro probidticos mostrou que
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus casei produziram substancias antagonistas
contra B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S. flexneri, S. sonnei e S. Typhimurium, sendo
que B. animalis ainda antagonizou C. difficile e Pseudomonas aeruginosa. Ja E. coli EMO
e S. boulardii ndo apresentaram atividade antagonista contra nenhum dos patogenos
testados (MARTINS et al., 2009). Esses resultados mostram como o tipo de micro-
organismo, ou seja, se € eucariético ou procariotico, Gram-positivo ou Gram-negativo,
pode influenciar nos seus mecanismos benéficos de acdo, sendo que, em alguns casos, 0
fato de ndo produzir substancias antagonistas in vitro ndo significa que este micro-

organismo n&o tenha outro mecanismo de acao e possa ser utilizado como um probiotico.
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Apesar de existirem dados na literatura mostrando que os resultados de
antagonismo in vitro ndo podem ser extrapolados para o antagonismo in vivo, estes testes
sdo reconhecidamente Gteis quando se deseja fazer uma triagem de possiveis linhagens
com potencial uso como probidtico. Além disso, o0 antagonismo in vitro é um dos testes
preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude e da Organizacdo de Agricultura e
Alimentos nas Diretrizes para Avaliacdo dos Probioticos (FAO/WHO, 2002).

5.6  Atividade antagonista do sobrenadante

De acordo com as figuras 7 a 15, a maioria dos sobrenadantes, tanto de BHI-S
quanto de MRS, apresentaram redugdes sempre significativas (p < 0,05) nos pH, mas com
variacdo de intensidade dependendo da bactéria e sempre com um valor final mais baixo
no MRS (4,0 a 5,0) quando comparado com o BHI-S (5,5 a 6,5) devido a diferenca de pH
inicial do meio (5,8 para MRS e 7,4 para BHI-S). Houve uma clara relacdo entre o pH
final mais &cido e reducgdes significativas (p < 0,05) da viabilidade de S. Typhimurium
(caindo entre 1,0 até 5,0 logip de UFC/mL) apds o cultivo em todos os sobrenadantes de
MRS e em alguns poucos sobrenadantes de BHI-S.

As maiores reducbes (5,0 log;y de UFC/mL) foram obtidas com isolados
bacterianos dos voluntérios 8, 16, 18 e 22, entre os quais trés (8, 16 e 22) apresentaram
justamente as maiores inibicdes ex vivo. Este fato sugere fortemente que os &cidos
organicos produzidos pelo metabolismo fermentativo dos isolados bacterianos seriam
responsaveis pelo fendmeno de inibicdo da Salmonella cuja sensibilidade a acidez é bem
conhecida. Como esperado, os isolados que apresentaram a maior acidificacdo do
sobrenadante foram bactérias do acido lactico (Lactobacillus como 15.6 ou 18.1, por
exemplo) ou produtoras de acido lactico junto com acido acético (Bifidobacterium como
16.1 ou 22.4, por exemplo). A excecdo foi para alguns isolados dos voluntérios 8 e 16 que
aparentemente ndo pertencem a esses géneros. Nesses voluntarios, as Unicas bactérias que
ndo acidificaram o sobrenadante foram, como esperado, bastonetes Gram-negativos (8.6
ou 22.3). Contudo, este mecanismo ndo poderia ser extrapolado para explicar o
antagonismo ex vivo, ja que o pH do conteddo intestinal dificilmente desceria abaixo de
6,0. Além disso, os mecanismos de inibicdo podem ser outros dependendo da bacteria
reveladora utilizada no ensaio de atividade antagonista do sobrenadante. Os isolados que
conseguiram uma reducdo de 5,0 ciclos log;o em relagéo ao controle foram: 8.1, 8.2, 8.4,
8.5, 8.7, 15.6, 16.1, 16.2, 16.3, 16.4, 16.5, 16.7, 17.5, 17.7, 18.1, 18.3, 18.4, 18.5, 22.4,
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22.7 e 22.8. Dessas 21 bactérias, 16 eram Gram-positivas (seis bifidobacterias, seis
bastonetes ndo identificados, trés lactobacilos e um enterococo) e cinco eram Gram-
negativas (bastonetes nao identificados).

Por outro lado, a maioria dos sobrenadantes de BHI-S n&o foi capaz de inibir o
crescimento de S. Typhimurium, provavelmente porque seus valores de pH variaram entre
5,5 e 7,0. Apenas nos sobrenadantes dos isolados 8.4, 8.6, 8.7, 16.1, 16.2, 16.3, 16.4, 16.5,
16.7, 19.1, 19.4 e 22.4 observaram-se reducdes significativas (p < 0,05) da viabilidade do
patdgeno, apesar de mais discretas em relacdo ao meio MRS, com a maior reducdo sendo
de cerca de 2,0 ciclos log;o no caso do sobrenadante do isolado 16.2.

Em trabalho semelhante, Htt et al. (2006) evidenciaram correlacdo positiva entre
0 antagonismo a enteropatogenos e a producdo de &cido lactico por lactobacilos e
bifidobactérias, assim como correlacdo negativa entre o valor de pH do sobrenadante com
a atividade antagonista, confirmando os resultados aqui demonstrados. Nesse estudo, foi
observado que o sobrenadante das culturas com pH ajustado para 7,0 ndo suprimiram o
crescimento de E. coli, S. enterica e S. sonnei. Quando o sobrenadante com pH né&o-
ajustado foi testado, a inibicdo do crescimento das bactérias alvo diferiram e dependeram
da cultura em particular. A atividade antagonista em meio liquido € favorecida pela rapida
difusdo dos compostos antimicrobianos, com a producdo de acidos organicos resultando
em reducdo no pH. A atividade antimicrobiana desses acidos pode ser explicada pela
eficiente entrada da forma n&o-dissociada pela membrana celular do micro-organismo,
com a subsequente dissociacdo dentro da célula, levando a acidificacdo do citoplasma e
dissipacdo do gradiente de pH, o que interfere com importantes funcdes metabolicas da
célula (SOUZA et al,, 2013).

Os isolados 3.1, 3.2, 8.3, 15.2, 15.3, 16.6, 17.1, 17.6, 18.6, 19.1, 19.2 e 19.4 ndo
cresceram bem no meio MRS e, por isso, a atividade antagonista dos seus sobrenadantes

nédo foi avaliada (setas, figuras 7 a 15).
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Figura 7: Contagem de S. Typhimurium (log;, UFC/mL) apds cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntério 3 (A) e valores de
pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacéo da bactéria reveladora (B).
A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0 sobrenadante
néo foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e experimentais

em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pds-teste Dunnett (n=3).
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Figura 8: Contagem de S. Typhimurium (log;, UFC/mL) apds cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntéario 8 (A) e valores de
pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacéo da bactéria reveladora (B).
A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0 sobrenadante
néo foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e experimentais

em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pds-teste Dunnett (n=3).
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Figura 9: Contagem de S. Typhimurium (log;, UFC/mL) apds cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 9 (A) e valores de
pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacéo da bactéria reveladora (B).
A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0 sobrenadante
néo foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e experimentais

em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pds-teste Dunnett (n=3).
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Figura 10: Contagem de S. Typhimurium (log;o UFC/mL) apo6s cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 15 (A) e valores
de pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacdo da bactéria reveladora
(B). A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0
sobrenadante n&o foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e
experimentais em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Dunnett
(n=3).
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Figura 11: Contagem de S. Typhimurium (log;o UFC/mL) apo6s cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 16 (A) e valores
de pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacdo da bactéria reveladora
(B). A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0
sobrenadante néo foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e
experimentais em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Dunnett
(n=3).
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Figura 12: Contagem de S. Typhimurium (log;o UFC/mL) apos cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 17 (A) e valores
de pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacédo da bactéria reveladora
(B). A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0
sobrenadante n&o foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e
experimentais em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Dunnett
(n=3).
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Figura 13: Contagem de S. Typhimurium (log;o UFC/mL) apo6s cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 18 (A) e valores
de pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacdo da bactéria reveladora
(B). A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0
sobrenadante n&o foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e
experimentais em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Dunnett
(n=3).
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Figura 14: Contagem de S. Typhimurium (log;, UFC/mL) ap6s cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 19 (A) e valores
de pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacdo da bactéria reveladora
(B). A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0
sobrenadante néo foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e
experimentais em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Dunnett
(n=3).
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Figura 15: Contagem de S. Typhimurium (log;; UFC/mL) ap6s cultivo em
sobrenadantes (meios BHI-S e MRS) dos isolados do voluntario 22 (A) e valores
de pH dos respectivos sobrenadantes antes da inoculacdo da bactéria reveladora
(B). A seta indica culturas que ndo cresceram em meio MRS e, por isso, 0
sobrenadante néo foi testado. * Indica diferenca significativa entre o grupo controle e
experimentais em cada meio (p < 0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Dunnett
(n=3).
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5.7  Teste de antagonismo in vivo

A partir dos testes de antagonismo in vitro (item 5.5), 14 bactérias foram
selecionadas por apresentarem halos de inibi¢cdo contra pelo menos cinco reveladoras, e
alta reducdo de UFC/mL de S. Typhimurium no seu sobrenadante de cultura: 8.2, 8.7,
15.6,16.1, 16.2, 16.3, 16.5, 17.5, 18.1, 18.3, 18.4, 22.1, 22.4 ¢ 22.7.

O sequenciamento do gene 16S rDNA dos 14 isolados revelou a presenga de uma
espécie de Enterococcus, duas espécies de Lactobacillus, trés espécies de Bifidobacterium,
quatro espécies de Bacteroides e trés ndo foram identificadas (Tabela 5). Conforme pode
ser observado, em nivel de género, a identificacdo das bactérias 8.2, 15.6, 18.1 e 22.4 foi a
mesma que a do VITEK. Os isolados 8.7, 16.2, 16.3, 16.5, 17.5 e 18.3 ndo haviam sido
identificados no banco de dados do sistema VITEK (Tabela em anexo).

Os resultados dos testes de antagonismo ex vivo das fezes dos camundongos
monoassociados com as bactérias citadas acima estdo expressos na tabela 5. N&o foi
observado nenhum efeito antagonista antes da monoassociagéo, confirmando o papel da
microbiota na presenca dos halos de inibicdo demonstrados no teste. Apds a
monoassociacao, a atividade antagonista ex vivo contra S. Typhimurium foi visualizada
para 0s grupos colonizados com os isolados 8.2, 16.1, 16.2, 16.3, 16.5, 22.1 e 22.7. De
novo, isso corresponde a trés dos quatro voluntarios que apresentaram 100% de
antagonismo ex vivo nas suas fezes contra os enteropatdgenos testados. Todavia, todos 0s
14 isolados haviam apresentado atividade antagonista in vitro contra S. Typhimurium
(Tabela 4), reforcando a limitacdo dos resultados obtidos em ensaios in vitro bem como a
importancia do modelo animal gnotobidtico para confirmar in vivo o efeito antagonista in
vitro. Em estudo semelhante de Martins et al. (2010), essa limitacdo também ficou clara,
no qual duas linhagens de Bifidobacterium, capazes de produzir substancias antagonistas
difusiveis in vitro contra quase todos os dez enteropatdgenos testados, inibiram apenas

dois patdgenos nos ensaios ex Vivo.
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Tabela 5: Identificacdo por sequenciamento do rDNA 16S das bactérias isoladas da
microbiota fecal humana e teste de antagonismo ex vivo apds a monoassociagdo com

camundongos IG, contra a bactéria reveladora Salmonella Typhimurium

Grupos Identificacéo Depois da monoassociacao
Controle - -
8.2 Enterococcus hirae +
8.7 Bifidobacterium bifidum -
15.6 Lactobacillus ruminis -
16.1 ND +
16.2 Bacteroides thetaiotaomicron +
16.3 Bacteroides dorei +
16.5 Bacteroides thetaiotaomicron +
175 Bifidobacterium longum -
18.1 Lactobacillus ruminis -
18.3 Bacteroides dorei -
18.4 ND -
22.1 ND +
22.4 Bifidobacterium longum -
22.7 ND +

Legenda: (+) = presenca de halo de inibigdo, (-) = auséncia de halo de inibi¢&o
ND: nédo determinado

As figuras 16 a 20 mostram os niveis populacionais de S. Typhimurium em
camundongos 1G previamente monoassociados com cada uma das 14 bactérias
selecionadas, além dos niveis populacionais das bactérias monoassociadas. Apos cinco
dias da monoassociacdo, todas as bactérias alcancaram niveis de aproximadamente 9,0
logio UFC/g nas fezes. No grupo controle, apenas desafiado com Salmonella, o patdgeno
atingiu niveis variando de 8,0 a 9,0 logig UFC/g de fezes. Somente os grupos colonizados
com as amostras 8.2 (Enterococcus hirae), 16.2 (Bacteroides thetaiotaomicron) e 18.1
(Lactobacillus ruminis) apresentaram redugfes significativas (p < 0,05) nos niveis
populacionais de Salmonella ao longo do desafio (Figuras 16A, 17B e 18C). Ainda pode
ser observado que 0s grupos monoassociados com os isolados 8.2 e 16.2 apresentaram
antagonismo ex vivo positivo, enquanto que o grupo 18.1 ndo (Tabela 5). Isto poderia ser

explicado pelo fato que o ensaio ex vivo é baseado na difusdo de compostos inibitérios das
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fezes e deve-se salientar que outros mecanismos podem eliminar o patdégeno bacteriano,
como a competicdo por nutrientes e sitios de adeséo.

Da mesma forma, uma atividade antagonista contra S. Typhimurium foi relatada
por Martins et al. (2010) em camundongos IG previamente monoassociados com duas
linhagens de B. animalis subsp. lactis, demonstrada pelas redugées (p < 0,05) nos niveis
populacionais do patogeno entre 1,0 e 2,0 logi de UFC/g de fezes. Essa observagéo estava
de acordo com a atividade antagonista contra 0 mesmo patdgeno encontrada em ambos 0s
testes in vitro e ex vivo. Liévin et al. (2000) estudaram a atividade antimicrobiana de 14
linhagens humanas de Bifidobacterium contra S. Typhimurium e mostraram que apenas
duas delas expressaram atividade antagonista in vitro. Em camundongos IG, essas duas
linhagens colonizaram o trato intestinal e protegeram os animais contra a infeccédo letal
pelo patdgeno. No entanto, os niveis fecais de S. Typhimurium ndo foram determinados e
comparados com 0s animais monoassociados, como fizemos no presente estudo, nédo
sendo possivel, portanto, confirmar se o efeito protetor foi devido a atividade antagonista
in vivo.

Por outro lado, Filho-Lima et al. (2000) observaram que camundongos IG
triassociados com os probioticos L. acidophilus H2B20, S. boulardii e E. coli EMO
apresentaram altos niveis populacionais de S. Typhimurium e S. flexneri, sem diferenca
dos animais controle. Resultados similares foram obtidos por Silva et al. (2004) em que
animais IG colonizados com B. longum permaneceram com os niveis de S. Typhimurium
semelhantes ao grupo controle apenas desafiado, apesar de ter apresentado antagonismo ex
vivo positivo. Todavia, neste estudo, foi proposto que o efeito protetor observado contra o
desafio patogénico teria sido devido a modulagdo da resposta inflamatéria, e ndo pelo
antagonismo direto.

Silva et al. (2001) mostraram que Lactobacillus sp. e Peptostreptococcus sp.,
isolados da microbiota fecal dominante de um humano saudavel, apresentaram atividade
antagonista in vitro, ex vivo e in vivo contra V. cholerae, sendo capazes de eliminar o
patogeno do Tl de camundongos GN apds cinco dias de desafio. Em trabalho semelhante
de Barbosa et al. (2006), C. difficile foi eliminado do TI de camundongos IG
monoassociados com a linhagem de Peptostreptococcus A2 sp., apds quatro dias de
desafio. Nesse estudo, também foi observado halo de inibig&o contra o patdgeno no ensaio
ex vivo, apesar de essa atividade antagonista ndo ter sido demonstrada in vitro. Nesse caso,
a linhagem de Peptostreptococcus € capaz de produzir uma substancia inibitéria contra C.

difficile apenas no trato digestivo dos animais. Este fato j& havia sido descrito por Nicoli et
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al. (1992) para a linhagem de Peptostreptococcus E1 sp., tendo como patogeno revelador
o C. perfringens tipo A.

Interessantemente, nos trés estudos citados acima, V. cholerae, C. difficile e C.
perfringens desapareceram do contetdo fecal dos animais GN em poucos dias, ao passo
que ndo ha relatos desse ocorrido em desafios com S. Typhimurium. Isso poderia ser
explicado pelo fato dos trés patdgenos serem maus competidores e precisarem de uma alta
dose infecciosa para causar doenca, sendo que C. difficile e C. perfringens estéo
relacionados principalmente com a diarreia associada ao uso de antibidticos. Além disso,
0s trés patogenos tém em comum o fato de causar doenca devido a producdo de toxinas
com diferentes modos de acdo, mas que podem resultar em danos teciduais, inflamacédo e
secrecdo de fluidos eletroliticos. Por outro lado, Salmonella € um patdgeno intracelular
facultativo, capaz de invadir as células epiteliais intestinais e de sofrer translocacdo para
0s macrofagos. Nesse sentido, sdo necessarios mais estudos com o objetivo de comparar o
potencial probidtico de um mesmo micro-organismo frente a diferentes patdgenos no
modelo in vivo, uma vez que isso ja tem sido bastante realizado em ensaios in vitro. No
presente estudo, ensaios de antagonismo in vivo com as outras seis bactérias
enteropatogénicas reveladoras, além de S. Typhimurium, ndo foram feitos devido a falta
de tempo num periodo de Mestrado e a disponibilidade limitada de animais IG.

Os grupos 15.6 (Lactobacillus ruminis), 16.3 (Bacteroides dorei) e 17.5
(Bifidobacterium longum) sucumbiram & infec¢do por Salmonella antes de finalizados os
10 dias de desafio. Curiosamente, ja que os isolados testados pertenciam a grupos
bacterianos considerados ndo patogénicos, 0s animais monoassociados com as amostras
18.4 (Lactobacillus sp.) e 18.3 (Bacteroides dorei) morreram ap6s um e trés dias de

desafio, respectivamente, provavelmente devido a colonizacéo inicial e ndo pelo patdgeno.
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Figura 16: Populacéo fecal (logio UFC/g) de S. Typhimurium em camundongos
gnotobiodticos monoassociados com os isolados 8.2 (A), 8.7 (B) e 15.6 (C). A seta indica
0 dia do desafio com o patogeno (dia 7). Circulo fechado (niveis de Salmonella em
animais ndo-monoassociados), triangulo fechado (niveis das bactérias monoassociadas),
quadrado fechado (niveis de Salmonella em animais previamente monoassociados). *
Diferenca significativa (p < 0,05) dos niveis de Salmonella entre o grupo previamente

monoassociado e 0 ndo-monoassociado. Estatistica: Teste t pareado.
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Figura 17: Populacéo fecal (logio UFC/g) de S. Typhimurium em camundongos
gnotobioticos monoassociados com os isolados 16.1 (A), 16.2 (B) e 16.3 (C). A seta
indica o dia do desafio com o patdgeno (dia 7). Circulo fechado (niveis de Salmonella em
animais ndo-monoassociados), tridngulo fechado (niveis das bactérias monoassociadas),
quadrado fechado (niveis de Salmonella em animais previamente monoassociados). *
Diferenca significativa (p < 0,05) dos niveis de Salmonella entre o grupo previamente

monoassociado e 0 ndo-monoassociado. Estatistica: Teste t pareado.
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Figura 18: Populacédo fecal (logigo UFC/g) de S. Typhimurium em camundongos
gnotobiodticos monoassociados com os isolados 16.5 (A), 17.5 (B) e 18.1 (C). A seta
indica o dia do desafio com o patdgeno (dia 7). Circulo fechado (niveis de Salmonella em

animais ndo-monoassociados), triangulo fechado (niveis das bactérias monoassociadas),

quadrado fechado (niveis de Salmonella em animais previamente monoassociados). *
Diferenca significativa (p < 0,05) dos niveis de Salmonella entre o grupo previamente

monoassociado e 0 ndo-monoassociado. Estatistica: Teste t pareado.
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Figura 19: Populacédo fecal (logio UFC/g) de S. Typhimurium em camundongos
gnotobiodticos monoassociados com os isolados 18.3 (A), 18.4 (B) e 22.1 (C). A seta
indica o dia do desafio com o patdgeno (dia 7). Circulo fechado (niveis de Salmonella em
animais ndo-monoassociados), triangulo fechado (niveis das bactérias monoassociadas),

quadrado fechado (niveis de Salmonella em animais previamente monoassociados).

Estatistica: Teste t pareado.
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Figura 20: Populacdo fecal (logio UFC/g) de S. Typhimurium em camundongos
gnotobidticos monoassociados com os isolados 22.4 (A) e 22.7 (B). A seta indica o dia
do desafio com o patégeno (dia 7). Circulo fechado (niveis de Salmonella em animais ndo-
monoassociados), triangulo fechado (niveis das bactérias monoassociadas), quadrado

fechado (niveis de Salmonella em animais previamente monoassociados). Estatistica:

Teste t pareado.

5.8  Determinacdo da translocacdo de S. Typhimurium em animais isentos de

germes monoassociados com isolados fecais humanos selecionados

Baseados nos dados obtidos nos ensaios ex vivo, in vitro e in vivo, os isolados 8.2,
16.2 e 18.1 foram selecionados para determinacdo da translocacdo para bago e figado de
animais IG monoassociados com essas bactérias e desafiados sete dias depois com S.
Typhimurium (figuras 21 e 22). Martins et al. (2007) encontraram niveis similares de

translocacdo de S. Typhimurium para o baco e o figado em camundongos IG apenas
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desafiados com o patogeno, isto &, entre 4,0-5,0 log;p UFC/mL, mostrando que nosso
grupo controle reproduziu o quadro de salmonelose. Em relacdo aos grupos experimentais,
0S animais monoassociados com a amostra 8.2 (E. hirae) apresentaram contagens
inferiores (p < 0,05) de S. Typhimurium no bago quando comparado ao grupo controle,
sendo que o mesmo ndo foi demonstrado no figado. Ja o grupo 18.1 (L. ruminis) mostrou
contagens mais elevadas (p < 0,05) de S. Typhimurium que o controle, no figado. O grupo
16.2 (B. thetaiotaomicron) ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo ao controle
em nenhum dos 6rgdos. Assim, enquanto que o isolado 8.2 foi capaz de exercer uma
pequena protecdo contra a translocacdo do patdgeno, o isolado 18.1 teve acdo contraria,

causando, provavelmente, uma piora no quadro clinico dos animais desafiados.
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Figura 21: Translocacdo (log;o UFC/g) de S. Typhimurium para o baco de
camundongos IG previamente monoassociados com os isolados 8.2 (E. hirae), 16.2 (L.
ruminis) e 18.1 (B. thetaiotaomicron). Controle = animais somente desafiados com S.
Typhimurium. As barras verticais representam 0s desvios-padrdo das médias. * Indica
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e os experimentais (p <
0,05). Teste: One-way ANOVA, poés-teste Tukey (n=4).
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Figura 22: Translocagdo (log;p UFC/g) de S. Typhimurium para o figado de
camundongos IG previamente monoassociados com os isolados 8.2 (E. hirae), 16.2 (L.
ruminis) e 18.1 (B. thetaiotaomicron). Controle = animais somente desafiados com S.
Typhimurium. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. * Indica
diferenga estatisticamente significativa entre o grupo controle e os experimentais (p <
0,05). Teste: One-way ANOVA, pos-teste Tukey (n=4).

59  Auvaliagdes histopatoldgicas em animais 1G monoassociados e desafiados com
S. Typhimurium

Foram observados no ileo e no figado efeitos atribuiveis a infeccdo por S.
Typhimurium semelhantes aos descritos em camundongos Swiss IG por nosso grupo
(SILVA et al., 2004; MARTINS et al., 2005; MARTINS et al., 2007). O grupo controle
desafiado com S. Typhimurium apresentou ileite aguda de grau moderado caracterizado
por aumento da celularidade da lamina propria da submucosa e das vilosidades intestinais,
com presenca de edema do topo das vilosidades, associado a pequenas areas de perda do
revestimento epitelial, fusdo de vilosidades e presenca de focos de infiltrados nodulares de
células mono e polimorfonucleares. As placas de Peyer foram muito exuberantes e
aumentadas em relacdo aos animais IG ndo infectados (Figuras 23C e 23D). O figado
neste grupo apresentou caracteristicamente os focos de infiltrado celular misto, dispersos
de forma difusa e aleatoria no parénquima hepatico, sempre associado com degeneracfes
intensas de hepatocitos ao redor, bem como necrose de pequenos grupos de hepatécitos na

regido inflamada (Figuras 24C e 24D). O célon ndo foi analisado, pois, de acordo com
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Leblanc et al. (2010), Salmonella ataca preferencialmente o ileo terminal, com menor
extensdo de danos sendo observada no célon.

Os camundongos IG monoassociados com as bactérias 8.2 (E. hirae), 16.2 (B.
tethaiotaomicron) e 18.1 (L. ruminis) variaram em termos de resposta, sendo que apenas o
grupo 8.2 apresentou evidentes sinais de protecdo em relacdo aos danos causados pelo
desafio com o patdgeno. Neste grupo, as alteracGes descritas no ileo sdo discretas e, em
alguns casos, o aspecto assemelhou-se em muito ao grupo controle ndo infectado (Figuras
23A e 23B). Houve apenas discretas areas com aumento da celularidade e o volume das
placas de Peyer € menos exuberante. Ndo houve acumulo de polimorfonucleares e apenas
discretas alteracdes degenerativas e presenca de edema de topo de vilosidades (Figuras 23l
e 23J). Os figados dos animais deste grupo apresentaram diminui¢do do nimero, tamanho
e grau de alteracGes degenerativas (Figuras 241 e 24J).

O grupo 18.1 (L. ruminis) mostrou um padrdo de lesdo intestinal de grau e extensao
comparaveis aos do grupo controle apenas desafiado, ndo havendo evidéncias de protecao
(Figuras 23C e 23D). No figado, as lesbes foram significativamente mais intensas que o
controle desafiado, como fica visivel nas figuras, que serdo medidas posteriormente
(Figuras 24C e 24D). Ja no grupo 16.2 (B. thetaiotaomicron) ndo houve evidéncias de
protecdo no figado em relacdo ao grupo controle desafiado (Figuras 24G e 24H). No ileo,
embora haja uma discreta protecdao quanto a integridade do epitélio de superficie, o padrdo
de celularidade ndo mudou e a reatividade das placas de Peyer também foi semelhante
(Figuras 23G e 23H).

L. ruminis tem sido identificado como parte da microbiota intestinal de vérios
mamiferos, incluindo humanos, e é a Unica espécie de Lactobacillus formalmente
reconhecida como movel (flagelada) que faz parte da microbiota intestinal humana
(REUTER, 2001). O filamento do flagelo bacteriano é composto por um polimero de
proteinas chamado flagelina, um PAMP que é reconhecido por receptores do tipo Toll 5
(Toll-like receptor 5 — TLR5) do hospedeiro (HAYASHI et al., 2001). O reconhecimento
da flagelina pelas células epiteliais e imunes inatas leva a uma resposta pro-inflamatoria
tendo como central componente a producdo de Interleucina 8 (IL-8) (GEWIRTZ et al.,
2001). Dessa forma, Neville et al. (2012) mostraram que uma linhagem flagelada de L.
ruminis estimula uma maior producdo de IL-8 por celulas epiteliais do colon humano do
que uma linhagem né&o flagelada, evidenciando que a proteina flagelina, mais do que outro
componente da superficie celular, foi responsavel pela secrecdo de IL-8. Assim, essa

informacdo poderia explicar porque o grupo monoassociado com o isolado 18.1 (L.
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ruminis) apresentou uma piora no quadro da salmonelose, com evidente aumento de focos
inflamatdrios no figado e maior translocacdo da Salmonella. Por outro lado, isso também
explicaria como o grupo 18.1, apesar de néo ter apresentado antagonismo ex vivo positivo
(Tabela 5), mostrou reducdes significativas nos niveis populacionais de Salmonella no
conteudo fecal (Figura 18C), isto €, a imunomodulacdo pode ter sido outro mecanismo de
antagonismo (indireto) utilizado.

Poucos estudos sobre o antagonismo por bactérias anaerobias Gram-negativas tém
sido descritos. Conforme foi citado acima, Gomes et al. (2006) observaram que o
antagonismo in vitro por bactérias Gram-negativas € um evento raro, e apenas trés
isolados apresentaram efeito antagonista contra os patdgenos reveladores: B. vulgatus, B.
thetaiotaomicron e B. eggerthii, todos pertencentes ao grupo B. fragilis. No trabalho de
Farias et al. (1992), nove espécies do grupo B. fragilis foram testadas contra seis linhagens
de referéncia Gram-positivas e 10 Gram-negativas, e mostraram atividade interespecifica
apenas contra Streptococcus sanguis e S. pyogenes. Além disso, em um estudo posterior
(Farias et al., 1994), uma bacteriocina produzida por B. fragilis foi extraida, purificada e
caracterizada. No presente trabalho, o isolado 16.2 (B. thetaiotaomicron) apresentou um
amplo espectro de acdo, inibindo cinco reveladores (LM, ST, SF, VC e EP), além de ter
mostrado a maior atividade antagonista contra S. Typhimurium no sobrenadante de BHI-S.
Assim sendo, tem-se como perspectiva de estudo a amostra 16.2, a fim de identificar a
natureza das substancias que estariam envolvidas no antagonismo.

Os enterococos tém sido utilizados na inddstria de alimentos, sendo encontrados
em grande nimero em carnes fermentadas, laticinios e produtos vegetais (GOMES et al.,
2008). Dentre as espécies, E. faecium € a mais comumente encontrada em produtos
veiculando probi6ticos. Quando comparado com outros micro-organismos probioticos, os
enterococos apresentam algumas vantagens quanto a sua resisténcia e pouca seletividade
para crescimento e multiplicacdo, ndo sendo exclusivamente acidofilo, microaerdfilo e/ou
mesofilo como muitos dos micro-organismos acido-lacticos. Contudo, a utilizacdo desses
micro-organismos como probioticos tem sido questionada devido a fatores de viruléncia
de algumas espécies e devido a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos
transmissiveis a outras bactérias (REDONDO, 2008). Em um estudo de caracterizacdo de
seis linhagens de Enterococcus encontradas em produtos probioticos, foi mostrado que
todas as linhagens eram E. faecium e que nenhuma delas foi resistente a vancomicina.
Além disso, foi observada uma clara diferenca genética entre essas linhagens probidticas e

isolados clinicos, sendo que nenhum gene de viruléncia foi relatado (NOGUSHI et al.,
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2011). Nueno-Palop & Narbad (2011) isolaram 70 bactérias da microbiota de humanos
saudaveis e relataram que uma linhagem de E. faecalis se mostrou como candidato a um
potencial probiotico, por ser a mais resistente as condi¢cdes da digestdo e a melhor na
adesdo as células Caco-2. Contudo, apresentou alguns genes de viruléncia que sdo
comumente encontrados em enterococos comensais do TIl. Dessa forma, sdo necessarios
mais estudos a cerca da presenca e capacidade de transmissdo de genes de viruléncia e de
resisténcia a antimicrobianos (principalmente os genes relacionados a resisténcia a
vancomicina) para garantir a seguranca do isolado 8.2 (E. hirae) como um potencial
probidtico.

Muitos estudos tém indicado que desordens fisioldgicas e doencas infecciosas sao
frequentemente associadas com distUrbios da microbiota intestinal caracterizados pela
reducdo da populacdo de bactérias que desempenham um papel essencial no
desenvolvimento e bem-estar do hospedeiro. Nesse sentido, hd uma constante busca por
micro-organismos probioticos que possam conferir beneficios a saude do homem.
Segundo o Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food, publicado em conjunto
pela OMS e FAO, apds a identificacdo e selecdo in vitro de probidticos e antes de ensaios
clinicos, a utilizacdo de modelos animais é recomendada para a avaliacdo das
caracteristicas funcionais e de seguranca (FAO/WHO, 2002; MARTINS et al., 2012).
Assim sendo, com esses resultados pode-se ressaltar novamente a importancia do modelo
animal 1G como um sistema experimental simplificado e excelente para avaliacdo do
potencial probidtico de micro-organismos, permitindo observar as interacdes ecoldgicas

entre 0s micro-organismos inoculados no ecossistema gastrointestinal.
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Figura 23: Aspectos histolégicos dos ileos de camundongos IG, monoassociados
com os isolados 8.2 (E. hirae), 16.2 (L. ruminis) e 18.1 (B. thetaiotaomicron) e
desafiados com S. Typhimurium. Animais IG ndo desafiados (A e B) e apenas
desafiados com o patdgeno (C e D). Intestino delgado (ileo) de animais IG previamente
monoassociados com os isolados 18.1 (E e F), 16.2 (G e H) e 8.2 (1 e J), ap0s cinco dias
de infeccdo por S. Typhimurium. Seta preta indica agregados linféides em placas e areas
com aumento da celularidade da Iamina prépria, o que resulta em alargamento das
vilosidades. Ponta da seta indica edema de topo de vilosidades. Asterisco indica areas
de perda do revestimento epitelial (erosdes superficiais). Representativo de quatro
animais/grupo. Coloracdo H&E. Barra de escala = 10 pum. Objetiva: 4x (12 coluna), 10x

(22 coluna).
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Figura 24: Fotomicrografia dos figados de camundongos 1G, monoassociados com
os isolados 8.2 (E. hirae), 16.2 (L. ruminis) e 18.1 (B. thetaiotaomicron) e desafiados
com S. Typhimurium. Animais IG ndo desafiados (A e B) e apenas desafiados com o
patogeno (C e D). Figados de animais IG previamente monoassociados com os isolados
18.1(EeF), 16.2 (G e H)e8.2(lelJ),apbs cinco dias de infeccdo por S. Typhimurium.
Seta preta indica focos com aumento da celularidade. Note que a frequéncia dos
mesmos Vvaria entre 0s grupos. Asterisco mostra areas com presenca de alteraces
degenerativas dos hepatdcitos. Representativo de quatro animais/grupo. Coloragédo
H&E. Barra de escala = 10 um. Objetiva: 4x (12 coluna), 10x (22 coluna).
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6. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados obtidos podem ser resumidos como a seguir:
- No teste ex vivo apenas a técnica IV, utilizando o meio MRS para difusdo das
substancias antagonistas, evidenciou a presenca de halos de inibicdo para todas as
bactérias reveladoras e, portanto, foi utilizada como técnica padréo (objetivo 1).
- Em 15 voluntarios humanos, os resultados do teste de antagonismo ex vivo sugerem
que existem capacidades diferentes de RC entre individuos, associada a producédo de
substancias antagonistas, indo desde fraca até potente (objetivo 1).
- A partir das amostras fecais dos 15 voluntarios foram obtidos 97 isolados, dos quais
28 foram testados quanto a atividade antagonista in vitro contra sete bactérias
reveladoras e 14 foram selecionados para 0s testes in vivo contra Salmonella
Typhimurium (objetivos 2 e 3).
- As reducdes significativas da viabilidade de S. Typhimurium apds o cultivo em
sobrenadantes de MRS das culturas testadas estdo relacionadas ao pH final mais acido
do meio (objetivo 4).
- Somente os animais GN colonizados com as amostras 8.2 (Enterococcus hirae), 16.2
(Bacteroides thetaiotaomicron) e 18.1 (Lactobacillus ruminis) apresentaram reducées
significativas nos niveis populacionais de Salmonella ao longo do desafio, sendo que foi
observado halo de inibi¢do contra o patdgeno no teste ex vivo apenas nos grupos 8.2 e
16.2 (objetivo 5).
- Os animais GN monoassociados com a amostra 8.2 (E. hirae) apresentaram reducéo (p
< 0,05) na translocacdo de S. Typhimurium no baco, enquanto que os animais GN com
a amostra 18.1 (L. ruminis) tiveram aumento (p < 0,05) da translocacdo no figado
(objetivo 6).
- Apenas os animais GN monoassociados com o isolado 8.2 (E. hirae) mostraram
evidentes sinais de protecdo no ileo e no figado, em relagdo aos danos causados pelo

desafio com S. Typhimurium (objetivo 6).

Esses resultados permitem concluir que um conjunto sequencial de ensaios de
antagonismo ex vivo e in vitro, seguido de teste in vivo utilizando animais IG possibilita
avaliar o fendmeno de RC da microbiota dominante fecal de voluntarios humanos

saudaveis, e selecionar possiveis linhagens bacterianas com potencial probiotico.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, voluntariamente do estudo: Antagonismo
contra bactérias patogénicas pela produgdo de substancias difusiveis por bactérias da
microbiota fecal humana. Trata-se de um estudo em nivel de mestrado vinculado a uma
pesquisa do Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia da UFMG.

O estudo tem por objetivo avaliar por testes ex vivo a capacidade antagonista protetora contra
bactérias enteropatogénicas reveladoras dos micro-organismos presentes na microbiota fecal de
voluntarios humanos sadios.

O participante (a) devera permitir a coleta de amostras fecais, em vasilhame esterilizado
apropriado e com toda respeito a sua intimidade.

Riscos: N&o havera riscos envolvidos para o paciente durante o procedimento de coleta das
amostras microbiologicas ja que o processo de evacuacgdo fecal é natural. N&o havera em
momento algum contato entre o voluntério e as bactérias enteropatogénicas reveladoras ja que
0s testes de antagonismos ex vivo serdo feitos posteriormente e num outro local (Departamento
de Microbiologia da UFMG).

Beneficios: A participa¢do do voluntério neste estudo contribuird para a determinagéo do grau
de resisténcia a colonizagdo contra bactérias enteropatogénicas oferecida pelos componentes da
microbiota intestinal numa amostra populacional de seres humanos sadios. A determinacédo
destas caracteristicas € de importante relevancia para a gastro-enterologia e a ecologia
microbiana do trato digestivo. Além disso, 0s componentes bacterianos isolados das fezes de
voluntérios apresentando elevada capacidade de antagonismo protetor contra bactérias
enteropatogénicas poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de produtos probidticos. Os
probidticos sdo micro-organismos vivos que quando administrados em quantidade adequada
conferem beneficios para a satde do hospedeiro.

As duavidas acerca dos riscos, beneficios, procedimentos serdo esclarecidas sempre que
solicitadas. O participante terd a liberdade de deixar de participar do estudo se o desejar a
qualquer momento, sem quaisquer constrangimentos para si.

As informagdes obtidas neste estudo serdo confidenciais, com preservagdo da identidade e,
serdo utilizadas apenas para fins de pesquisa.

Ciente das informacdes acima, eu ,
aceito participar do estudo “Antagonismo contra bactérias patogénicas pela producdo de
substancias difusiveis por bactérias da microbiota fecal humana”.

Prof. Jacques Robert Nicoli — Professor Titular do Departamento de Microbiologia da UFMG -
Avenida Antbénio Carlos 6627, Pampulha, Belo Horizonte, MG, CEP 31270-901. Telefone:
(31)3409.2757.
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Tabela: ldentificacdo presuntiva das bactérias isoladas da microbiota dominante

fecal de voluntarios humanos

Isolado* Atmosfera de Catalase = Coloragdode Identificagéo (VITEK2)
crescimento Gram

1.2 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Cocos

1.4 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Cocos

1.6 Anaerobio obrigatorio - + ND
Bacilos

3.2 Anaerébio facultativo + + ND
Cocos

3.4 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Cocobacilos

5.1 Anaerdbio obrigatorio - - ND
Cocobacilos

5.3 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Bacilos

55 Anaerdbio obrigatorio + ND
Bacilos

5.7 Anaerobio obrigatdrio - + ND
Bacilos
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7.2 Anaerodbio obrigatdrio - + ND
Bacilos

7.4 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Cocobacilos

7.6 Anaerodbio obrigatdrio - - ND
Bacilos

8.1 Microaeréfilo - + Nao identificado
Bacilos

8.3 Anaerdbio facultativo + + Staphylococcus equorum
Cocobacilos (97%)

8.5 Anaerobio obrigatorio - + Né&o identificado
Bacilos

8.7 Microaeréfilo - + Ndo identificado
Bacilos

9.2 Microaerdéfilo - + Bifidobacterium spp.
Bacilos (94%)

9.6 Microaerdfilo - + Bifidobacterium spp.
Bacilos (94%)

9.8 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Bacilos/cocos

10.1 Anaerobio obrigatdrio + - ND
Bacilos
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10.3 Anaerodbio obrigatdrio - - ND
Bacilos

10.5 Anaerdbio obrigatorio - + ND
Cocos

10.7 Anaerébio facultativo - + ND
Cocos

12.2 Anaerobio facultativo - + ND
Cocos

12.4 Anaerébio facultativo + - ND
Bacilos

12.6 Microaeréfilo + + ND
Cocobacilos

12.8 Anaerdbio obrigatorio ND + ND
Bacilos

15.2 Anaerdbio obrigatorio ND + ND
Bacilos

15.4 Anaerdbio obrigatorio ND + ND
Bacilos

15.6 Microaerofilo - + Lactobacillus
Bacilos acidophilus (94%)

16.2 Microaeréfilo - - Na&o identificado
Bacilos
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16.3

16.4

16.5

16.6

16.7

171

17.2

17.3

17.4

175

17.6

17.7

18.1

18.2
18.3

18.4

185

18.6

19.1

19.2

19.3
194

Anaerobio obrigatdrio
Anaerdbio obrigatorio
Anaerobio obrigatorio
Anaerdbio obrigatdrio
Anaerodbio obrigatdrio
Anaerobio facultativo
Microaerofilo
Microaerofilo
Anaerdbio obrigatdrio
Microaerdfilo
Anaerobio facultativo
Anaerdbio obrigatdrio
Microaerofilo

Perdido
Anaerdbio obrigatdrio

Microaerdfilo
Anaerobio obrigatorio
Anaerdbio obrigatério
Anaerdbio facultativo
Anaerbbio obrigatorio

Perdido
Anaerobio facultativo

ND

Bacilos
+
Bacilos

Bacilos

+
Bacilos

+

Cocobacilos

Bacilos

+
Bacilos

+
Bacilos

Cocobacilos
+
Bacilos

Bacilos

Bacilos
+

Bacilos

Bacilos
+
Bacilos
+
Bacilos
+
Bacilos

Bacilos
+

Bacilos

Bacilos

Nao identificado

Bifidobacterium spp.
(91%)
Nao identificado

ND
N&o identificado
Escherichia coli (97%)
Bifidobacterium spp.
(94%)
Bifidobacterium spp.
(91%)
Bacteroides vulgatus
(97%)
N&o identificado
Escherichia coli (97%)
ND

Lactobacillus
acidophilus (95%)

N&o identificado
Lactobacillus
acidophilus (97%)
Bifidobacterium spp.
(93%)

ND
Escherichia coli (97%)

ND

Escherichia coli (94%)
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21.2 Anaerodbio obrigatdrio ND + ND
Bacilos

21.4 Anaerébio facultativo + - ND
Bacilos

21.6 Anaerodbio obrigatdrio ND + ND
Bacilos

21.8 Anaerobio obrigatdrio ND + ND
Bacilos

22.3 Anaerdbio facultativo + - Escherichia coli (96%)
Bacilos

22.7 Anaerobio obrigatdrio - + Bifidobacterium spp.
Bacilos (95%)

*Q primeiro nimero do isolado corresponde ao cddigo do voluntéario.
ND: ndo determinado
Nao identificado: o sistema VITEK2 nao identificou o isolado no seu banco de dados

(n%): probabilidade da identificacdo pelo sistema VITEK2
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