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RESUMO

A microbiota intestinal humana desempenha papel essencial no organismo
saudavel, pois sintetiza vitaminas, influencia no desenvolvimento e maturagdo do
sistema imune da mucosa intestinal, além de exercer importante funcdo protetora,
competindo por nutrientes e receptores com bactérias patogénicas. A colonizacéo
desta microbiota se inicia na criangca recém-nascida e alcanca estabilidade em torno
do segundo ano de vida, com consequéncia para a saude da crianca e do adulto. As
diferencas na composi¢do da microbiota esté@o relacionadas a diferentes niveis de
contaminagdo ambiental e de diferentes fatores enddégenos. O objetivo do nosso
estudo foi analisar a microbiota fecal de criancas com idade entre 2 dias a 1 ano de
idade, que vivem em baixas condicbes socioecondmicas em Sao Paulo, Brasil.
Foram coletadas amostras de fezes de criancas saudaveis, nos seguintes pontos
pds-nascimento: 2° e 7° dias, 1 més, 3 meses, 6 meses e 1 ano de vida. O DNA
bacteriano foi extraido diretamente a partir das amostras de fezes e as bibliotecas
16S rRNA foram construidas utilizando 2 iniciadores bactéria-especificos. Os clones
foram selecionados aleatoriamente, parcialmente sequenciados e analisados com
base em bibliotecas de gene 16S rRNA. Os principais grupos filogenéticos
identificados foram Escherichia, Clostridium, Streptococcus e Bacteroides, do 1° ao
30° dia de vida. A partir do 3° més, Streptococcus e bactérias ndo cultivaveis, além
do género Escherichia, ganharam relevancia na microbiota. Estes dados, em
conjunto com as informagBes nutricionais, intercorréncias clinicas e ambientais,
sugerem a influéncia da contaminacdo ambiental e interpessoal no aumento da
complexidade na composicdo da microbiota fecal. Essa abordagem molecular
permitiu a analise da microbiota fecal do grupo selecionado, encontrando perfil
bacteriano diferente do que € descrito nos paises desenvolvidos.

Palavras-chave: Microbiota fecal. Biblioteca 16S RNA. Analise Filogenética.
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ABSTRACT

The human intestinal microbiota plays essential role in healthy body since it
synthesizes vitamins, influences on the development and maturation of the immune
system of the intestinal mucosa. Furthermore, it also plays an important protective
function competing for nutrients and receptors with pathogenic bacteria. The
colonization of this microbiota starts in the newborn child and achieves stability
around the second year of life, with consequence for the health of children and
adults. The differences in the microbiota composition are related to different levels of
environmental contamination and different endogenous factors. The aim of our study
was to analyze the fecal microbiota of children ranging from 2° days to 1° year old
living in low socioeconomic status in Sao Paulo, Brazil. We collected fecal samples of
healthy children at the following points after birth: 2° e 7° days, 1 month, 3 months, 6
months and one year of life. Bacterial DNA was extracted directly from stool samples,
and the 16S rRNA libraries were made using 2 bacterium-specific primers. The
clones were randomly selected, and partially sequenced and analyzed based on 16S
rRNA libraries. The main phylogenetic groups identified were Escherichia,
Clostridium, Streptococcus, Bacteroides ranging from the 1° to 30° days of life. From
the third month Streptococcus and uncultured bacteria, and, besides, Escherichia
gender gained relevance in the microbiota. These data together with nutritional
information, environmental and clinical intercurrents suggest the influence of
interpersonal and environmental contamination in the increase of complexity in fecal
microbiota composition. This molecular approach allowed the fecal microbiota
analysis. This bacterial profile is different from described in developed countries.

Keywords: Fecal microbiota. 16S rRNA libraries. Phylogenetic Analysis.
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1. INTRODUGAO
1.1 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal, adquirida no periodo pds-natal, € composta por
grande diversidade de bactérias e desempenha diferentes fungbes no hospedeiro
humano. O contelddo bacteriano intestinal, ainda nao totalmente conhecido, é
influenciado por fatores internos e principalmente externos que modulam sua
composicdo e sua fungdo. Componentes especificos da microbiota intestinal s&o
associados a efeitos benéficos para o hospedeiro, como modulagao imunolégica e
antagonismo contra patdgenos, além de contribuir para o processo de nutricao e
metabolismo.

O processo de instalagdo da microbiota, que se inicia na crian¢ga recém-
nascida, alcanga estabilidade em torno do 2° ano de vida e é prioritério para a
obtencdo de uma microbiota “saudavel” com consequéncia para a saude da crianga
e do aduito (TANNOCK, 2001).

O trato gastrointestinal (TGI) alberga o maior niUmero e a maior diversidade
de espécies bacterianas que colonizam o corpo humano. Embora as bactérias

possam ser encontradas em todo o TGI, o maior niumero de bactérias reside no

célon e no ceco. A populagdo microbiana do TGl varia de 1011 a 1014 UFC/mL no
contetido intestinal. Estirﬁa-se a existéncia de aproximadamente 400 a 1.000
espécies diferentes de micro-organismos, a maioria bactérias (MAGALHAES ef al.,
2007).

Mais de 99% da microbiota fecal cultivavel é representada por apenas 30-40

espécies bacterianas, o que reflete a dificuldade ainda existente em se conhecer a
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diversidade de micro-organismos que residem no TGl. Avangos neste campo de
conhecimento foram obtidos com a utilizaggo dos métodos moleculares, permitindo
a identificagdo de bactérias ndo cultivaveis (SCHIFFRIN & BLUM, 2002).

A microbiota bacteriana intestinal tem papel fundamental na protegéo
ecolbgica do hospedeiro, impedindo o estabelecimento de bactérias patogénicas. As
bactérias da microbiota inibem o crescimento de bactérias patogénicas
(antagonismo), produzindo substéncias antimicrobianas, além de competirem por
nutrientes e sitios de adesdo. Este fendmeno é conhecido como ‘resisténcia a
colonizagdo” (TANNOCK, 2001).

Outra fungdo atribuida & microbiota intestinal esta relacionada a sua
contribuicdo para a nutricdo e o metabolismo do hospedeiro. Esta contribuicdo pode
ser evidenciada pela sua capacidade de interferir no pH e na motilidade intestinal,
favorecendo a absorgéo de ions e agua e na diferenciacado de células da mucosa. A
microbiota ainda exerce atividade bioquimica, produzindo vitaminas do complexo B e
K as quais sao utilizadas pelo hospedeiro (GROLUND et al., 1999). Além disso, a
microbiota degrada carboidratos ingeridos pela alimentagdo, produzindo substratos
absorvidos pela célula intestinal do hospedeiro (HOOPER, 2009). Foi demonstrado
que alguns micro-organismos da microbiota intestinal sdo capazes de produzir
grandes variedades de acidos graxos bioativos e metabdlitos, tais como o acido
linoleico conjugado (CLA), acidos graxos de cadeia curta (AGCC), gama-amino
acido butirico , que tém mostrado grande potencial no tratamento de doencas como
cancer, obesidade e doengas cardiovasculares. Um papel fundamental dos acidos
graxos de cadeia curta na fisiologia do cdlon é o seu efeito tréfico sobre o epitélio
intestinal, além de estimular a proliferagdo e a diferenciagdo das células epiteliais

(WALL et al., 2009).
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Ao nascimento, as mucosas do recém-nascido sao estéreis. A colonizagéo
ocorre progressivamente apés o parto. No intestino, a populagao microbiana inicial é
bastante heterogénea. Mecanismos regulatérios gerados dentro dos habitats (como
imunidade e condigbes fisico-quimicas do meio) e forgas externas (tipos de
nutrientes, contaminagdo ambiental e uso de antimicrobianos) permitem a presenca
continuada de alguns tipos de micro-organismos e a eliminagcdo de outros.
Posteriormente, a composi¢cdo da microbiota se torna mais estavel e a comunidade
bacteriana normal do adulto é alcancada (comunidade climax) (TANNOCK, 2001).
As criangas atingirdo uma microbiota com caracteristicas de adulto ou comunidade
climax em torno dos 2 anos de idade. A partir deste periodo, embora a microbiota
intestinal permanegca em interagdo permanente com micro-organismos do meio
ambiente, sua composicdo se mantém estavel. Alteragbes neste equilibrio poderdo
ser observadas em condigbes patoldgicas, como por ocasido de infec¢des
intestinais, uso de antibidticos e tratamento imunossupressor (TRABULSI et al.,
2004; PENDERS, 2007).

De maneira geral, as bactérias anaerdbias facultativas, como E. coli,
Enterococcus faecalis e E. faecium, s&o as primeiras bactérias a colonizarem o TGl
do recém-nascido, devido ao elevado teor de oxigénio que existe inicialmente. A
medida que estas bactérias consomem o oxigénio, o meio se torna mais adequado
para as bactérias anaerdbias estritas (Bifidobacterium, Bacteroides e Clostridium).
Depois disso, pouco se sabe sobre a identidade e a época de entrada dos outros
componentes do ecossistema digestivo (ADLERBERTH, 1999).

Fatores internos e externos interferem no processo de colonizagdo da
mucosa intestinal (TANNOCK, 1999 e 2001). Os fatores internos estéo relacionados

as condicbes do hospedeiro, tais como desenvolvimento anatémico do TGI,
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movimentos peristalticos, acidos biliares, pH intestinal e resposta imune, assim
como contemplariam as interrelagdes microbianas, quantidade e qualidade dos
receptores de mucosa e terapias medicamentosas. Os fatores externos dependem
do ambiente ao qual este hospedeiro esta inserido e incluem carga de bactérias do
meio ambiente, composicdo da microbiota materna, forma de nascimento e
alimentacado (FANARO et al., 2003).

Para colonizar permanentemente um sitio do intestino, que
caracteristicamente tem elevada atividade peristaltica, a maioria das bactérias
precisa aderir firmemente ao epitélio da mucosa. Os componentes dos
ecossistemas bacterianos competem para ocupar os receptores em diferentes sitios
de adesao (FANARO et al., 2003).

A microbiota intestinal é composta por micro-organismos residentes
chamados indigenas ou autéctones, que convive harmonicamente com o
hospedeiro, tornando-se patogénica somente quando o ecossistema é perturbado
de alguma forma. Bactérias que apenas passam pelo TGl provenientes do meio
ambiente, mas que ndo tém capacidade ou n&o encontram condi¢des apropriadas
para se estabelecerem, sdo chamadas aléctones. As bactérias aléctones, portanto,
nao colonizam o intestino, exceto em algumas circunstancias (LUNDEQUIST et al.,
1985). A estabilidade da microbiota € um processo ativamente mantido pelas
interrelagdes entre bactérias e entre estas e o hospedeiro (PENNA ef al., 2003).

Como descrito anteriormente, a composicdo e atividade da microbiota
intestinal indigena tem enorme importancia nos processos imunoldgicos, nutricionais
e patogénicos no ser humano, com consequéncia na manuten¢do da saulde do
individuo. O conhecimento da microbiota permite a utilizacdo de diferentes

estratégias com o intuito de manipular as populagdes bacterianas e promover a



17

saude. Entretanto, a complexa microbiota do aduito é dificil de ser manipulada.
Sabe-se que as primeiras bactérias que colonizam o TGl parecem ter importante
papel na regulagdo da colonizagdo subsequente (MACKIE ef al., 1999). Essas
bactérias iniciais podem modular a expressdo génica das células epiteliais do
hospedeiro, criando, assim, um ambiente favoravel para elas mesmas e prevenindo
0 crescimento de outras bactérias introduzidas posteriormente. Desta maneira, a
qualidade da colonizagao inicial do intestino teria, possivelmente, papel critico no
processo de selecdo entre os diferentes géneros bacterianos, trazendo
consequéncias para toda a vida (FURRIE, 2007; GUARNER & MALAGELADA,

2003).

1.2 Imunomodulag¢éo

A mucosa intestinal humana é a principal interface entre o sistema
imunologico e o ambiente externo. A microbiota tem efeito estimulante no
desenvolvimento do sistema imunolégico do hospedeiro. Nos animais de
experimentagéo isentos de bactérias, os noédulos linfaticos sdo menores e menos
frequentes. O efeito estimulante da microbiota no tecido imunolégico do hospedeiro
esta envolvido em aspectos da resisténcia que sdo importantes nos estagios iniciais
das infecgbes pelos patogenos. No TGI, existe um estado de modulagédo
imunoldgica constante. Enquanto o sistema imunolégico esta pronto para responder
contra bactérias patogénicas, também é capaz se manter tolerante em relagéo a
microbiota, que € um processo ativamente mantido (MOUNTTZOURIS et al., 2002;

SCHIFFRIN & BLUM, 2002). A microbiota desempenha papel importante no
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desenvolvimento e na expansdo dos tecidos linfoides e na homeostasia da
imunidade intestinal (GASKINS et al., 2008).

A superficie da mucosa intestinal esta em contato continuo com a microbiota,
ambos desempenham o importante papel de exercer um efeito barreira impedindo a
colonizagdo ou a invasdc do hospedeiro por bactérias patogénicas, além de
participarem ativamente da imunidade da mucosa, formando a primeira linha de
defesa do intestino (SCHIFFRIN & BLUM, 2002).

Uma etapa necessaria para a colonizagdo é a capacidade das bactérias de
aderirem a superficies da mucosa. A ligacdo bacteriana a mucosa intestinal é
essencial para que as bactérias resistam ao fluxo de fluido do contetddo fuminal, a
contracao e ao peristaltismo intestinal. O epitélio intestinal é revestido por um gel de
muco protetor composto predominantemente de glicoproteinas, como as mucinas,
que oferecem numerosas vantagens ecoldgicas para as bactérias intestinais. Essas
mucinas representam uma fonte direta de carboidratos, peptideos e nutrientes
exogenos, incluindo vitaminas e minerais (GASKINS et al., 2001).

As mucinas s&o secretadas por células caliciformes, que montam
uma camada de muco protetora que se estende até 150 mM a partir da superficie do
epitélio. As bactérias séo distribuidas por toda a camada de muco exterior, sendo
que a camada interna € resistente a penetragdo de bactérias, definindo uma zona
estéril, protegendo a superficie do epitélio intestinal contra invasdo dos micro-
organismos. Alguns micro-organismos, 0s patogénicos em particular, estdo
equipados com fatores de viruléncia que facilitam a sua penetragdo nas camadas de
muco, permitindo a sua ligagdo especifica a superficie das células epiteliais

(HOOPER, 2009; WINKLER et al., 2007).
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O sistema imune inato possui receptores de reconhecimento de padrbes
(PRR), que tém como alvos estruturas moleculares comuns a grandes grupos de
patdgenos e ndo ao hospedeiro. Essas estruturas s&o denominadas padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMP). Membros de vérias familias de
proteinas funcionam como PRR que sZo expressas em células responséveis pela
primeira linha de defesa do organismo, como as células epiteliais e também as
células apresentadoras de antigeno, representadas por macréfagos e células
dendriticas (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000).

No intestino, duas classes de receptores tém papel crucial no reconhecimento
de patdégenos pelo sistema imune de mucosa: os receptores Toll-like (TLR) e Nod
(NLR).

Os receptores de conhecimento padrao Toll-like receptor (TLR) s&o moléculas
transmembranicas que contém um dominio externo a membrana e uma cauda
intracelular (WINKLER et al., 2007).

O sistema imunolégico inato reconhece um grande numero de estruturas
moleculares de bactérias, como o0s componentes da parede bacteriana
(lipopolissacarideos, peptideoglicanos e acidos lipoteicoicos) e a flagelina,
componente do flagelo bacteriano. Diferentes estruturas ativam diferentes TLR: o
TLR2 reconhece pepitideoglicanos e acido lipoteicoico; o TLR3 reconhece RNA-
dupla-fita, comuns em virus; o TLR4 & o receptor de lipopolissacarideos (LPS), o
principal componente da parede de bactérias Gram-negativas; e o TLR5 reconhece
a flagelina. A ligagdo de componentes dos micro-organismos com esses receptores
induz o recrutamento de proteinas adaptadoras especificas que transduzem o sinal,

ativando quinases e fatores de transcricdo, como NF-kB e STAT-1, com
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subsequente producdo de mediadores inflamatoérios, como citocinas e quimiocinas
(BEDANI & ROSSI, 2009).

As células epiteliais do intestino humano e as células da lamina propria
expressam TLR3 e TLRS5, porém pouco TLR2 e TLR4. Estudos mostraram que TLR2
e TLR4 s30 expressos apenas em células epiteliais das criptas e que esta expressao
foi perdida com amaturagdo das células no Iimen intestinal. A faltade TLR2 de
TLR4 e do co-receptor CD14 (necessario para resposta ao LPS), e outras moléculas
nas células epiteliais, provavelmente explica a auséncia de resposta imunologica ao
LPS das bactérias comensais. Porém, a presenca de TLR5 permitiria ao epitélio
intestinal responder as infecgdes mediadas por bactérias comensais flageladas, bem
como as bactérias enteropatogénicas (WINKLER et al, 2007; FURRIE et al., 2007).
No entanto, foi demonstrado que o receptor TLR5 é expresso apenas na regiao
basolateral das células intestinais, evitando assim o reconhecimento das bactérias
comensais (GEWIRTZ et al., 2001).

Os receptores NOD (NLR), que estao localizados no citosol celular, NOD1 e
NOD2, estdo envolvidos no reconhecimento de pepitideoglicanos, um importante
componente da parede celular bacteriana. O estimulo destas proteinas, de maneira
similar aos TLR, induz a produgéo de mediadores inflamatérios, como citocinas e
quimiocinas (MAGALHAES et al., 2007).

Analises genéticas e bioquimicas tém revelado que as proteinas NLR
participam do reconhecimento da imunidade inata de maneira independente dos
TLR, embora esses dois tipos de receptores possam cooperar para otimizar a
resposta contra produtos microbianos (TANABE, 2004).

Uma vez no microambiente intestinal, a sinalizagdo via TLR parece ser

regulada negativamente para evitar a inflamacéo induzida por bactérias comensais,
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enquanto os receptores NLR parecem desempenhar papel crucial no
reconhecimento apenas de patdégenos especificos com fendtipo invasivo.

Além disso, as células dendriticas tém a capacidade de capturar as bactérias
no limen intestinal e induzir a produgéo de células B e IgAs bactéria especifica, que
limitam a invasdo bacteriana pelo epitélio intestinal. Deste modo, o sistema
imunoloégico inato e adaptativo utiliza mecanismos para a detecgdo de bactérias e
colabora para limitar o acesso ao epitélio intestinal. Embora as bactérias simbibticas
sejam toleradas no lumen intestinal, as mesmas s&o rapidamente fagocitadas e
eliminadas por macréfagos e células dendriticas residentes quando atravessam a
barreira epitelial. Estes mecanismos s&o importantes para manter a simbiose, sem

causar danos a saude do hospedeiro (HOOPER, 2007).

1.3 Leite materno

Algumas caracteristicas fazem com que determinadas bactérias sejam
consideradas benéficas para os seres humanos. As bifidobactérias e os lactobacilos
talvez sejam os principais representantes entre as bactérias benéficas. Sao micro-
organismos que ndo apresentam nenhum fator de patogenicidade para o ser
humano e nunca foram envolvidos em episédios infecciosos no trato
gastrointestinal. Alguns fatores favorecem a implantagao destas bactérias no TGl
dos recém-nascidos, como o “fator bifido” (oligossacarideos), presentes em
quantidade elevada somente nas secreg¢des lacteas humanas.

O fator bifido é utilizado por bactérias bifidas, podendo ser considerado,
portanto, como fator de crescimento que favorece a implantagao especifica dessas

bactérias no trato digestivo do recém-nascido humano. Uma vez instaladas,
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juntamente com a baixa capacidade tamponante do leite humano, permitem também
a melhor atuacdo das bactérias produtoras de acido latico, devido a redugéo do pH
intestinal, tornando o ambiente desfavoravel ao crescimento de microrganismos
patogénicos (MacFARLANE; CUMMINGS, 2000).

Muitos fatores de protecdo néo especificos sdo encontrados no leite humano.
A lactoferrina € uma proteina que age como agente bacteriostatico, privando os
micro-organismos de ferro, além de exercer atividade bactericida, antiviral, anti-
inflamatéria e imunomodulatéria. A lisozima é um componente proteico encontrado
em grande quantidade no leite humano, que promove a lise de bactérias e pode
exercer efeito imunomodulatério pela liberagdo de elementos da parede celular
bacteriana (HAMOSH, 1998).

Evidéncias indicam a existéncia de inUmeros outros fatores de protegcao no
leite materno, como gangliosideos, fator de resisténcia, interferon, fibronectina e
glicosaminoglicanas (LONNERDAL, 2003).

Os fatores imunomodulatérios presentes no leite materno incluem prolactina,
lactoferrina e citocinas, que, em adicdo as suas outras fungdes biolégicas e
antimicrobianas, sdo capazes de regular ativamente a sintese e 0 amadurecimento
do sistema imunolégico do recém-nascido. Essa atividade estimula a proliferagéo de
linfécitos e a producdo de imunoglobulinas, aumentando a atividade celular. Os
fatores anti-inflamatérios incluem antiproteases, interleucinas, prostaglandinas,
acetil-hidrolase de fatores ativantes de plaquetas, IgA secretora e antioxidantes,

como vitaminas e peroxidases (LONNERDAL, 2003).
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1.4 Ferramentas moleculares para a identificacdo da microbiota fecal

A maioria dos estudos da microbiota intestinal fazia uso de métodos
convencionais dependentes de cultivo em meios seletivos. Até o final dos anos
1990, a microbiota intestinal humana era tradicionalmente avaliada pela analise de
isolados a partir de métodos de culturas de anaerdbios estritos e facultativos.
Contudo, bactérias cultivaveis representam 20 a 30% do total de bactérias
encontradas na mucosa intestinal (HAYASHI et al., 2003). Entre os fatores limitantes
desses métodos podem-se citar a baixa sensibilidade e a baixa reprodutibilidade,
além do longo tempo consumido para as analises e a recuperagdo de apenas
espécies cultivaveis. Como resultado do uso desses métodos convencionais, pode
ocorrer a superestimac@o ou a subestimagdo da quantidade de algumas espécies
(FURRIE, 2007).

Com o advento da biologia molecular, varias técnicas de identificacéo
bacteriana tém surgido ao longo das ultimas décadas, permitindo diagndsticos mais
rapidos, precisos e seguros.

As técnicas moleculares tém contribuido para a aplicacdo de métodos rapidos
e independentes de cultivo e revelado grande diversidade da microbiota nas
amostras analisadas. Analises filogenéticas baseadas em PCR (clones estratégicos)
tém sido utilizadas para caracterizar a microbiota de fezes humana. A biblioteca de
16S rRNA (RNA ribossomal) vem demonstrando ser uma 6tima técnica molecular
para evidenciar a composicdo da microbiota intestinal (FURRIE, 2007; TANNOCK,
2001).

Ribossomos procariotos contém duas subunidades, 505 e 30S. A subunidade

50S contém 34 proteinas e as moléculas de rRNA 5S e 23S rRNA. A subunidade
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30S contém 21 proteinas ¢ a molécula de rRNA 16S. O rRNA 16S tem sido a
molécula mais amplamente empregada para desenvolver a filogenia dos procariotos
(BLAUT et al., 2002).

Em particular, a analise da sequéncia de RNA ribossomal fornece uma
ferramenta poderosa para a identificacdo dos micro-organismos. A alta
especificidade e a natureza cumulativa dos bancos de dados de sequéncias de RNA
ribossémicos tém incentivado a descoberta e o reconhecimento desta biodiversidade

(FURRIE, 2007).

O gene rRNA tem regides de consenso, que sao identificadas por todas as
bactérias, e regides de variabilidade, que sdo especificas de grupos e espeécies
particulares. Dentro destas regibes varidveis ha também pequenas areas de
hipervariabilidade que podem ser Unicas para diferentes cepas de um mesmo
organismo. Portanto, a sequéncia do gene que codifica 0 rRNA pode ser usada para
identificar espécies diferentes e cepas de espécie particular dentro de uma
comunidade bacteriana mista complexa usando tecnologia em série (FURRIE,
2007).

Por utilizagdo dos acidos nucleicos derivados diretamente da comunidade
microbiana, combinado com reagao de polimerase em cadeia (PCR) e clonagem,
inimeros micro-organismos, inclusive os néo cultivaveis, tornam-se acessiveis para
caracterizagdo e identificagdo (FURRIE, 2007; HAYASHI et al., 2003). Com o0 uso
destas técnicas moleculares avangadas, nas quais se podem examinar multiplos
organismos de multiplos doadores, uma descricdo exata da complexidade destas
comunidades bacterianas pode ser obtida (FURRIE, 2007; TANNOCK, 2001).

Além da técnica de construgdo de biblioteca do gene 76S rRNA, algumas

variagbes das técnicas moleculares foram introduzidas com o objetivo de melhor
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entender a dinamica da microbiota intestinal, como o método de eletroforese em gel
com gradiente de desnaturante (DGGE). A técnica de DGGE, quando combinada
com o sequenciamento de clones de 76S rRNA, permite a determinagdo da
taxonomia dos membros de uma comunidade microbiana (FAVIER, 2002). A
metodologia de DGGE é baseada na separacdo dos produtos de PCR por
desnaturacdo da dupla fita dos fragmentos em gel de poliacrilamida contendo
gradiente de ureia e formamida. A separagao por eletroforese em gel de agarose
convencional resulta em uma Unica banda n&o descritiva. Com a técnica de DGGE
tém-se a separagdo dos produtos de PCR de acordo com as diferencas nas
sequéncias do fragmento, permitindo a distingdo de duas moléculas de DNA
bacteriano que possuam apenas uma base diferente (MUYZER, et al. 1998).

O método de FISH (Hibridizagao Fluorescente In-Sito) é baseado na reacgéo
em cadeia (PCR) e utiliza sondas de oligonucleotideos ligadas a um componente
fluorescente que hibridiza regides especificas do 716S rRNA, podendo ser
evidenciadas pela fluorescéncia. A enumeragdo desses micro-organismos
fluorescentes pode ser feita microscopicamente pela contagem visual ou por analise
de imagem (LEVSKY & SINGE, 2003).

Alguns autores utilizam a metodologia de PCR em tempo real (qPCR), com
iniciadores especificos, para a detecgdo de géneros especificos de bactérias
(PENDERS, 2006). Esta técnica tem se mostrado mais sensivel que o PCR cléssico,
inclusive por seu limite de detecgao de células bacterianas por grama de amostra
fecal ser mais baixo que na técnica convencional (MATHYS ef al., 2008).

O conhecimento sobre a formagado, a composi¢cdo e o desenvolvimento da
microbiota indigena é ainda bastante incompleto, tanto em ambito nacional quanto

internacional.
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A otimizagdo da microbiota intestinal com o uso de pré e probidticos durante
o periodo de colonizagdo intestinal tem sido sugerida; entretanto, ressalta-se a
importancia de se conhecer mais profundamente como ocorre a instalacdo da
microbiota e quais as consequéncias em longo prazo de possiveis intervengbes
neste processo (FANARO, 2003).

A construgdo de biblioteca 76S rRNA foi escolhida como metodologia de
estudo e é justificada pelo objetivo de analisar a biodiversidade dos constituintes
bacterianos das amostras.

Neste estudo, foi comparada a evolugéo da diversidade bacteriana de um
grupo de 10 criangas ao longo de seu primeiro ano de vida, pertencentes a uma
mesma comunidade e expostas a condi¢des ambientais diversas.

A importancia do tema escolhido para este estudo apoia-se na relevancia da
microbiota intestinal para a salde do individuo assim como as lacunas no

conhecimento do tema.



27

2. OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo geral

Avaliar a diversidade da microbiota fecal de lactantes em estudo longitudinal

no primeiro ano de vida.

Objetivos especificos

Acompanhar a instalacdo da microbiota intestinal no recém-nascido desde o
nascimento até um ano de idade, analisando a composi¢do e a evolugdo
temporal da mesma

Apontar habitos e mudancgas alimentares — tempo do aleitamento materno,
uso de formulas artificiais, dieta de desmame (conteido e época de
introducéo da mesma) — e sua possivel relagdo com a colonizagéo intestinal
Apontar mudancas e fatores ambientais — condi¢cbes socioecondémicas,
intercorréncias infecciosas, uso de medicacbes — que possam interferir na

instalagdo ou estabilidade da microbiota
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Apds o recebimento das fezes, estas foram fracionadas em aliquotas de 0,2
mg em microtubos e entéo congeladas em freezer -80 °C até o momento do uso.

A obtengéo do DNA do material fecal foi obtido com duas metodologias, as
amostras que estavam acondicionadas em tampao TE foram submetidas ao
procedimento de extracdo com protocolo de acordo com Ausubel ef al. (1999), com
algumas modificacbes. As amostras que foram coletas e congeladas sem
acondicionamento em tampéo TE foram submetidas ao procedimento de extragdo
utilizando o kit QIAmp DNA Stool Mini (Quiagem), de acordo com as recomendag¢des
do fabricante.

Apds o procedimento de extracdo, o DNA obtido foi utilizado como molde
para a reagdo em cadeia da polimerase para amplificacdo da regido génica 16S
rRNA. Para confirmar se a regido 16S amplificou-se corretamente, os amplicons
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.

O amplicon foi purificado e cada amplificagao foi clonada em plasmideo vetor
pCR®2.1 TOPO (Invitrogen). Aproximadamente 96 clones de cada ponto de andlise
de cada crianga foram selecionados e lisados. O lisado, entdo, foi utilizado como
fonte de DNA molde para reag¢do de amplificagdo com iniciadores M13. O DNA dos
amplicons obtidos foi purificado, quantificado e enviado para sequenciamento no
Centro de Estudos do Genoma da Universidade de Sao Paulo.

No ponto de analise 1, correspondente ao 2° dia de vida, foram analisados 712

clones, com o total de 10 criangas; no ponto de analise 2, correspondente ao 7° dia
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de vida, foram analisados 478 clones, com o total de 9 criangas; no ponto de analise
3, correspondente ao 1° més de vida, foram analisados 575 clones, com o total de
10 criangas; no ponto de analise 4, correspondente ao 3° més de vida, foram
analisados 614 clones, com o total de 8 criangas; no ponto de analise 5,
correspondente ao 6° més de vida, foram analisados 766 clones, com o total de 8
criangas, e, finalmente, no ponto de analise 6, correspondente ao 12° més de vida,
foram analisados 845, clones com o total de 9 criangas.

As sequéncias obtidas foram examinadas por meio de ferramentas de
bioinformatica e as sequéncias com 95% ou mais de similaridade foram designadas

como sendo do mesmo género (STACKEBRANDT e GOEBEL, 1994).



30

3.2 Consideragobes éticas

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP e pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Universitario (Anexo 1 e 2). As mées foram informadas, através de linguagem clara,
sobre 0s objetivos da pesquisa, os métodos de investigagdo empregados e da
necessidade de acompanhamento periédico de suas criangas. Apds esclarecimento
verbal realizado pela pesquisadora executante da pesquisa, todas as mées
assinaram os termos de consentimento livre e esclarecido para a participagdo na
pesquisa (Anexo 3).

Todas as necessidades da crianga durante o periodo do estudo, no que se
refere ao uso de drogas e eventuais mudangas dietéticas, foram respeitadas, sendo

este um estudo de observagdo e ndo de intervengao.

3.3 Origem das amostras

Este trabalho constitui-se da continuagdo do Projeto FAPESP n. 06/50298-2,
intitulado “Instalagdo da microbiota intestinal em um grupo de criangas saudaveis:
analise do nascimento até um més de idade”. Neste estudo inicial, foram definidas
as criangas a serem analisadas, as técnicas laboratoriais foram padronizadas e os
primeiros resultados obtidos de 10 criangas nos periodos de 2, 7 e 30 dias de vida
foram analisados, uma vez que este estudo, utilizando metodologia molecular, ainda
era inédito no pais. Os resultados obtidos com estas 10 criangas justificaram a

continuagao do estudo.
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Os resultados do trabalho citado acima mostraram que as sequéncias
identificadas nao obtiveram a representatividade satisfatoria dos pontos de analise
1, 2 e 3. Desta forma, aumentamos os clones estudados por crianga e realizamos as
andlises de bioinformatica e os testes estatisticos, completando a analise da
evolugdo do estabelecimento da microbiota fecal em criancas até 1 ano de vida.

Portanto, os mesmos estao incluidos e discutidos neste trabalho atual.

3.4 Local do estudo

Foram acompanhados 10 lactentes nascidos no Hospital Universitario (HU-
USP), durante o periodo de julho de 2008 a julho de 2009, nascidos por parto
natural a termo, com peso entre 2,5 a8 4 kg, saudaveis, cujas maes tiveram o exame
pré-natal realizado no Hospital Universitario (HU), sem anormalidades.

As analises microbiologicas com ferramentas moleculares foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo.

3.5 Acompanhamento dos individuos e registro de informagdes

Os lactentes foram acompanhados mensalmente no Ambulatério de Pediatria
pela Dra. Filumena Maria da Silva Gomes, no Centro de Saude-Escola Butantan
(CSEB), até os 12 primeiros meses de idade.

O aleitamento natural nos primeiros 6 meses de vida foi estimulado, assim
como as mées foram orientadas sobre dieta de transicdo e preparo de alimentos,

conforme € preconizado pela Sociedade Brasileira de Pediatria. Durante estas
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consultas mensais, foram coletadas informagdes concernentes ao desenvolvimento
da crianga, as intercorréncias de saude, as mudangas alimentares e as alteracdes
na rotina da casa (como aquisi¢do de animal de estimagio e piora ou melhora de

condi¢des sanitarias da residéncia).

3.6 Meétodos

3.6.1 Coleta do material clinico

As respectivas mées ou responsaveis foram orientadas a realizar a coleta das
fezes recém-emitidas no dia marcado para o retorno no CSEB e acondiciona-las nos
frascos coletores. Apds a coleta, os frascos coletores eram mantidos sob
refrigeracdo até o momento da consulta. Cada mae recebia nas consultas os
frascos coletores para a proxima coleta, bem como um recipiente de poliestireno
expandido (isopor) para acondicionar os frascos em gelo durante o trajeto até o
CSEB.

As amostras de fezes foram obtidas com duas metodologias. Amostras de 2
dias a 3 meses foram obtidas a partir de coletas pds-evacuacéo e suspensas em
solugéo TE (10 mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,6), enquanto as amostras de fezes
de 4 a 12 meses foram obtidas a partir de coleta p6s-evacuagéo e mantidas a seco
sob refrigeracdo até o momento da entrega no CSEB.

Apbs a entrega do material, as fezes foram mantidas a -20°C e, entao,
enviadas ao Laboratério de Microbiologia Clinica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, onde foram mantidas a -80°C até o

momento do uso.
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3.6.2 Extracéo de DNA

A obtengéo do DNA do material fecal, que foi suspenso em solugao de TE, foi
feita de acordo com Ausubel et al. (1999), com algumas modificagbes. Essas
amostras de fezes foram fracionadas em aliquotas de 560 uL e acrescidas de 30 uL
de duodecilsulfato de sédio (SDS), a 10%, e 6 uL de proteinase K (20mg/mL). Apés
homogeneizacdo em vortex, as amostras foram incubadas a 37 °C, por 1h. Apds a
incubacgdo, foram adicionados 100 uL de NaCl (5M) e o tubo foi levemente
homogeneizado com as maos. Adicionaram-se 80 uL de (10% CTAB/ 0,7 M NaCl) e
as amostras foram incubadas a 65 °C, por 10 minutos. Ap6és o periodo de
incubagao, foram adicionados 720 plL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e as
amostras foram centrifugadas a 200 g, por 5 minutos, a 4 °C.

Apéds a centrifugacéo, 650 uL do sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e foi adicionado 0 mesmo volume de solugdo contendo cloroférmio/alcool
isoamilico. Apds a homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas nas mesmas
condi¢des acima. Este procedimento foi repetido por 4 vezes. O sobrenadante total
foi coletado e adicionaram-se 390 uL de isopropanol, o tubo foi levemente
homogeneizado e centrifugado a 200 g, por 30 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol
70% gelado e as amostras centrifugadas nas mesmas condi¢bes acima por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado o sedimento ressuspenso em 100 uL de
H-O MilliQ estéril, incubados a 37 °C, por 1 hora, para completa homogeneizagao,

e mantidas a -20 °C até o momento do uso.



34

O DNA das amostras coletadas a seco foi obtido utilizando-se o kit QIAmp
DNA Stool Mini (Quiagem) para o isolamento de DNA gendmico bacteriano das

amostras de fezes, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

3.6.3 Amplificacdo da regigo 16S rRNA pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA extraido das amostras foi utilizado como molde na reagdo em cadeia
da polimerase para amplificacdo da regido codificadora 76S rRNA. Para tanto, foram
utilizados iniciadores universais para organismos procariotos do dominio bactéria
propostos por Hayashi et al. (2003). As sequéncias dos oligonucleotideos e as

condigdes da reagao estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores e condi¢des utilizados nos ensaios de PCR para amplificacdc das regides 168S.

Iniciador Sequéncia 5" - 3~ Tamanho Ciclo de amplificagdo

168 D1 5-AGAGTT TGATCC TGG CTC AG-3 1380pb 5 min 94°, 1 min 94°

168 -rP1 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3 50s 57°,1min e 30s
(30 ciclos)

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em volume final de 100 uL,
contendo 180 ng de DNA extraido das amostras fecais. As condi¢cdes de reagdo
foram as mesmas propostas por Hayashi et al. (2003). Os amplicons 16S foram
purificados utilizando kit UltraClean PCR (Invitrogen), de acordo com o fabricante, e

estocados a -20°C até o momento do uso.
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3.6.4 Biblioteca 76S rRNA

Os amplicons purificados de cada amplificagdo foram clonados em plasmideo
vetor pCR®2.1 TOPO (Invitrogen) (Figura 1). Bactérias competentes E. coli DH5a
foram transformadas com este vetor utilizando-se o Kit Original TA Cloning
(Invifrogen). Os clones de cada amplificagdo foram selecionados em agar LB
contendo kanamicina, na concentragao final de 50 ug/mL. Aproximadamente 200
clones de cada ponto de analise de cada crianga foram selecionados e cultivados
em meio TSB caldo com kanamicina por 18 h, acrescidos de glicerol e congelados a
-80 °C. Para as reag¢gdes de sequenciamento, 96 clones de cada ponto de analise de
cada crianga foram cultivados em LB caldo e 1 pL desta cultura foi lisado em agua
MilliQ, sob fervura, a 15 min, e utilizado como DNA molde em reagdo de
amplificacdo com iniciadores M13 (Figura 1). Os amplicons obtidos a partir desta
reacao foram purificados, o DNA quantificado e aliquotado 5 UL em microtubo de 0,2
mL na concentragdo minima de 40 ng/uL. Cada preparagéo foi acrescida de 2,5 pL
do primer T7 (Figura 1) na concentragdo de 5 mM, para a geragdo de uma
sequéncia consenso, e enviada para sequenciamento no Centro de Estudos do
Genoma da Universidade de Sdo Paulo. O sequenciamento foi realizado utilizando-

se o sistema ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems).
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Figura 1. Representacdo esquemitica do vetor de clonagem pCR®2.1 TOPO empregado para
construgdo da biblioteca 16s rRNA (adaptado de manual TOPO TA Cloning).

3.6.5. Analises estatisticas utilizando ferramentas de bioinformatica

Para a analise dos resultados das bibliotecas 16S geradas por
sequenciamento, as sequéncias foram submetidas a um pré-tratamento. Duas
abordagens foram utilizadas neste estudo, método baseados em OTU (Unidade
Taxonémica Operacional) e teste de hipdteses.

As sequéncias de 716S RNA geradas por sequenciamento foram examinadas
pela ferramenta Phred, disponivel oniine no software Eletropherogram Qualiy
Analysis (PhPh) da EMBRAPA, para a verificagdo de qualidade dos esferogramas
obtidos. As sequéncias qualificadas foram editadas manualmente no software
BioEdit v7.0.5.3 (HALL,1999) para remover as sequéncias do vetor e do primer. Em
seguida, as sequéncias foram divididas em dois grupos (Forward e Reverse) e

renomeadas; somente as sequéncias no sentido de leitura 53" foram analisadas.
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Com o auxilio do programa BioEdit, as sequéncias foram conferidas quanto
ao tamanho (numero de nucleotideos), sendo que as sequéncias muito curtas foram
excluidas e as muito compridas foram reduzidas a um numero de nucleotideos
comum.

Os artefatos quiméricos foram analisados pelo Chimera Slayer no software
Mothur v1.13.0 e os mesmos foram excluidos das analises subsequentes. O Mothur
também foi utilizado para realizar o alinhamento das sequéncias, a construgdo da
matriz de distancia, o agrupamento das OTU, o caiculo dos indices de diversidade e
os testes de hipétese (SCHLOSS et al., 2009).

As sequéncias das bibliotecas foram alinhadas contra o banco de dados Silva,
que contém cerca de 370.000 sequéncias de bactérias e Archaea pré-alinhadas;
depois de alinhadas, foram removidos os gaps comuns das sequéncias.

O método baseado em OTU permite analisar os indices de riqueza e a
diversidade de uma comunidade bacteriana por uma matriz de distancia.

A andlise da diversidade calculada pelos indices de Simpson, Shannon e
Rarefagéo se refere a variedade e a complexidade de espécies de uma comunidade.
Os indices de diversidade de Simpson, Shannon e Rarefagdo foram calculados para
cada biblioteca. Para o calculo dos indices foram utilizados como limites de corte os
valores de 75%, para o nivel taxonémico de filo; 85%, para classe,;95%, para
género; e 97%, para espécie (STACKEBRANDT e GOEBEL, 1994).

A analise de riqueza compartilhada de Ace e Chao1 avalia a abundancia
numérica baseada no numero de OTU de uma comunidade. Entre os pontos de
analise foram calculados os indices de riqueza compartilhada, baseando-se no

numero de OTU.
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Baseada na matriz de distancia construida no soffware Mothur, a estrutura da
comunidade bacteriana foi comparada entre as bibliotecas dos pontos de anélise e
ilustradas por diagramas de Venn.

Para estimar as diferengas entre as comunidades, foram realizados os testes
de hipotese Libshuff e UniFrac para testar a beta diversidade entre as amostras
(SCHLOSS e HANDELSMAN, 2006). O indice de Libshuff foi calculado a fim de
testar estatisticamente se duas ou mais comunidades possuem a mesma estrutura.

A distancia UniFrac é baseada no comprimento dos ramos de uma arvore
flogenética compartilhada entre duas ou mais comunidades; uma pequena distancia
entre os ramos mostra se as comunidades estudadas sdo composicionalmente
similares, abrigando linhagens que compartilham uma histéria evolutiva comum. O
teste UniFrac foi realizado para avaliar estatisticamente as diferengas na estrutura
das comunidades bacterianas entre os pontos de analise.

Foram separadas as sequéncias de cada biblioteca; e as sequéncias de
referéncia correspondentes foram selecionadas para a construgdo de uma arvore
filogenética utilizando o software ARB. Para a construgdo da arvore foi estabelecido
um filtro de posi¢des, a partir das sequéncias alinhadas, no qual foi estabelecido um
limiar minimo de 50% de bases por coluna de alinhamento. O método empregado na
construgcao da arvore foi 0 Neighbor Joining, com a corre¢do de Felsenstein no
software ARB com 1.000 repeticbes (apenas valores = 50% para as regides
ultraperiféricas foram utilizados) (KIMURA, M. 1980).

O resultado do sequenciamento foi comparado com as sequéncias 76S rRNA
existentes no banco de genes GenBank do NCBI (PEARSON, 1988). As sequéncias
com 97% ou mais de similaridade foram designadas como sendo do mesmo género

(STACKEBRANDT e GOEBEL, 1994).
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4. RESULTADOS

41 Construcao das bibliotecas 16S rRNA

O perfil da microbiota fecal do primeiro ano de vida do grupo de criangas
incluidas neste estudo foi analisado com os resultados da identificagdo de 3.990
sequéncias do gene 76S rRNA. Estas sequéncias foram utilizadas para a construgao
das bibliotecas de cada ponto de analise e para a determinagdo da abundéncia
relativa e da frequéncia de colonizagdo dos géneros bacterianos obtidos.
Aproximadamente 700 clones foram obtidos em cada ponto de analise.

A analise filogenética das sequéncias identificou 6 filos: Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia. A
identificagcdo das sequéncias obtidas foi realizada a partir do alinhamento destas
sequéncias juntamente com as sequéncias de referéncia extraidas dos bancos de
dados RDP e BLAST. Para a analise das sequéncias obtidas no periodo de 2 dias a
1 més foram utilizadas 30 sequéncias de referéncia. Para o periodo de 3 meses a 1
ano foram utilizadas 70 sequéncias de referéncia. O género Escherichia foi o mais
frequente, com 518 clones no periodo de 2 a 30 dias e 401 clones no periodo de 3 a
12 meses (Figura 11 e 12).

As sequéncias obtidas foram agrupadas por pontos de analise, com numero de
amostras diferentes em cada um deles. O ponto de anélise 1 corresponde ao 2° dia
de vida, o ponto 2 ao 7°, o ponto 3 ao 30°, o ponto 4 ao 3° més de vida, o ponto 5 ao

6° e, finalmente, 0 ponto 6 ao 12° (Tabela 2).
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Tabela 2. Relacio dos pontos de andlise com 0 seu perfodo correspondente, niimero de criangas
estudadas e quantidade de clones sequenciados por ponto de analise

Ponto de analise Peﬁodo Fila r?;nc;:\ L N° de Clones
1 2 dias 10 criangas 712
2 7 dias 9 criangas 478
3 30 dias 10 criangas 575
4 3 meses 7 criancas 615
5 6 meses 9 criangas 766
6 12 meses 9 criangas 854
Total 3.990

O percentual de sequéncias obtidas, para um determinado género bacteriano,
em relagdo ao numero total de sequéncias obtidas em cada ponto de tempo
estudado, representa a abundancia relativa de cada género bacteriano identificado,
enquanto que a frequéncia de colonizagéo € o percentual de criangas nas quais foi
detectado o género bacteriano especifico. Os resultados obtidos foram agrupados
para analise da abundancia relativa e da frequéncia de colonizagdo e encontram-se
representados nas Figuras 2, 3 e 4 e nas Tabelas 5 e 6.

A Tabela 3 mostra o percentual de frequéncia de colonizacdo e de
abundancia relativa referente aos 3.990 clones identificados em todos os pontos de
analise. O género bacteriano mais abundante & o Escherichia (40%), seguido de
bactérias nao cultivaveis (20%) e Streptococcus, com 10% de abundancia relativa, e
estdo presentes em 100% das criangas. Os demais géneros apresentam

abundancia relativa inferior a 10%.



Tabela 3. Abundancia relativa e frequéncia de colonizagao total de géneros bacterianos dos 3.990
clones analisados

Género bacteriano

Abundancia relativa

Frequéncia de colonizagdo

Bacteroides
Clostridium
Escherichia
Klebsiella
Lactobacillus
Nao cultivavel
Staphylococcus
Streptococcus
Veillonella
Raros *

5%
8%
40%
3%
3%
20%
1%
10%
3%
6%

80%
90%
100%
90%
80%
100%
40%
100%
80%
100%
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Os géneros identificados com a frequéncia de colonizagao inferior a 10% em

todos os pontos de analise foram agrupados e denominados como “raros”, estando

representados na Tabela 4.

Tabela 4. Abundancia relativa e frequéncia de colonizagao total de géneros bacterianos classificados

como “raros” dos 3.990 clones analisados

Abundéncia

Frequéncia de

Raros relativa colonizagédo
Acinetobacter 3% 30%
Akkermansia 12% 50%
Bifidobacterium 2% 10%
Citrobacter 5% 40%
Cronobacter 1% 10%
Megasphaera 1% 40%
Enterococcus 10% 40%
Eubacterium 2% 80%
Gemella 1% 10%
Lactococcus 0,5% 10%
Leclercia 1% 30%
Leuconostoc 1% 20%
Parabacteroides 1% 20%
Prevotella 5% 30%
Rahnella 3% 10%
Ruminococcus 0.5% 10%
Pectobacterium 0,5% 10%
Pantoea 4% 30%
Dialister 2% 30%
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Figura 2. Analise da distribuicdo dos géneros bacterianos identificados nas bibliotecas 76S rRNA
das amostras fecais das criangas em cada ponto de tempo estudado, em abundancia relativa. 1 (2
dias de vida); 2 (7 dias de vida); 3 (30 dias de vida); 4 (3 meses de vida); 5 (6 meses de vida);

6 (12 meses de vida).
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Figura 3. Variagdo da abundéancia relativa observada entre os diferentes pontos de tempo estudados.
1 (2 dias de vida); 2 (7 dias de vida); 3 (30 dias de vida); 4 (3 meses de vida); 5 (6 meses de vida);
6 (12 meses de vida).
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Figura 4. Variagdo da frequéncia de colonizac&o observada entre os diferentes pontos de tempo
estudados. 1 (2 dias de vida); 2 (7 dias de vida); 3 (30 dias de vida); 4 (3 meses de vida); 5 (6 meses
de vida); 6 (12 meses de vida).

Tabela 5. Abundancia relativa nos pontos de andlise estudados

Bactérias

Pontos de analise

1 2 3 4 5 6

Bacteroides 12% 4% 1% 2% 2% 1%
Clostridium 2% 1% 30% 10% 2% 4%
Escherichia 62% 47% 27% 30% 40% 33%
Klebsiella 1% 2% 5% 5% 6% 2%
Lactobacillus 1% 2% 4% 5% 6% 1%
Néo cultivavel 4% 1% 8% 21% 29% 38%
Staphylococcus 2% 10%

Streptococcus 6% 13% 5% 22% 5% 11%
Veillonella 05% 7% 5% 1% 4% 4%
Raros* 1M1% 3% 4% 3% 8% 7%
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Tabela 6. Frequéncia de colonizagdo nos pontos de andlise estudados

Pontos de analise

Bactérias
1 2 3 4 5 6

Bacteroides 40% 22% 40% 43% 44% 33%
Clostridium 40% 22% 60% 29% 44% 44%
Escherichia 100% 78% 70% 86% 100% 78%
Klebsiella 20% 22% 50% 71% 67% 44%
Lactobacillus 10% 22% 30% 71% 44% 11%
Néo cultivavel 60% 78% 80% 86% 100% 100%
Staphylococcus 20% 33%

Streptococcus 50% 44% 40% 86% 67/% 78%
Veillonella 20% 44% 50% 14% 56% 33%
Raros™ 80% 44% 70% 57% 56% 8%%

4.1.1 Analise da microbiota das criangas com 48 horas de vida

No ponto de anadlise 1, correspondente ao segundo dia de vida, pode-se
observar um perfil inicial de colonizagdo, com predominio do género Escherichia,
representado por 62% das sequéncias obtidas com 100% de frequéncia de
colonizagdo (Figura 2, Tabelas 5 e 6). Outros micro-organismos anaerobios
facultativos também foram identificados, como Enterobacter (abundancia relativa 8%
e frequéncia de colonizagdo 40%) e Citrobacter (1% e 10%). Micro-organismos
Gram-positivos, como Streptococcus (6% e 50%) e Staphylococcus (2% e 20%),
estavam presentes em menores proporgdes. Bactérias anaerdbias estritas como
Bacteroides (12% e 40%) e Clostridium (2% e 40%), também foram identificadas.
Lactobacillus (1% e 10%) e micro-organismos nao cultivaveis (4% e 60%) também
foram encontrados colonizando o trato gastrointestinal neste periodo, embora em

pequenas proporgdes.
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4.1.2 Anélise da microbiota das criangas com 7 dias de vida

No 7° dia de vida (Figura 2, Tabelas 5 e 6), podemos ainda verificar 0
predominio do género Escherichia (47% e 78%), porém, em menor escala do que
demonstrado no 2° dia de vida. Quanto aos demais géneros, exceto Bacteroides
(4% e 22%) e Clostridium (1% e 22%), observa-se o aumento da colonizagdo, em
relacdo ao segundo dia, demonstrado por Veillonella (7% e 44%), Streptococcus
(13% e 44%), Staphylococcus (10% e 33%), Klebsiella (2% e 22%), Lactobacillus

(2% e 22%) e bactérias nao cultivaveis (11% e 78%).

4.1.3 Andlise da microbiota das criangas com um més de vida

Com um més de vida (Figura 2, Tabelas 5 e 6), podemos verificar a
distribuicho mais homogénea dos géneros identificados. Pode-se destacar o
aumento significativo, tanto em abundancia como em frequéncia, de bactérias
anaerodbias pertencentes aos géneros Clostridium (30% e 60%) e Bacteroides (11%
e 40%) em relagado aos outros pontos de analise. O segundo género mais frequente
neste ponto é o Escherichia (27% e 70%). As bactérias pertencentes aos géneros
Klebsiella, Veillonella, Streptococcus e Lactobacillus possuem abundancias relativas
semelhantes (4% em Lactobacillus, 5% nas demais); porém, com frequéncias de
colonizacédo diferentes, 50% Klebsiella e Veillonella, 40% Streptococcus e 30%

Lactobacillus.
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4.1.4 Analise da microbiota das criangas com trés meses de vida

No terceiro més de vida (Figura 2, Tabelas 5 e 6), observa-se ainda presenca
do género Escherichia (30% e 86%) como predominante e o aumento significativo
do género Streptococcus (22% e 86%), que se tornou o segundo género mais
frequente, caracterizando uma contaminagdo na microbiota fecal proveniente do
contato interpessoal e do ambiente externo. Verificamos que neste ponto ocorreu a
reducdo dos micro-organismos anaerobios, em especial dos géneros Clostridium
(10% e 29%) e Bacteroides (2% e 43%). Em oposicdo, € possivel observar 0
aumento das bactérias nao cultivaveis (21% e 86%). Os Lactobacillus (5% e 71%),
assim como o género Klebsiella (5% e 71%), mantiveram crescimento constante até

este ponto de anadlise.

4.1.5 Analise da microbiota das criangas com seis meses de vida

No sexto més de vida (Figura 2, Tabelas 5 e 6), pode-se observar o
predominio do género Escherichia, com 40% de abundancia relativa e 100% de
frequéncia de colonizagao.

Diferentemente do perfil observado no ponto de andlise anterior, ha o
aumento significativo das bactérias nao cultivaveis (29% e 100%), porém, ocorreu a
diminuigéo do género Streptococcus (5% e 67%).

Os microrganismos Klebsiella (6% e 67%), Lactobacillus (6% e 44%),
Veillonella (1% e 50%), Bacteroides (1% e 50%) permaneceram com perfis

semelhantes em relagdo ao terceiro més de vida. Os micro-organismos agrupados
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como “raros” foram identificados com 8% e 56% de abundancia relativa e de

frequéncia de colonizagdo neste ponto, respectivamente.

4.1.6 Analise da microbiota das criangas com doze meses de vida

Com um ano de idade (Figura 2, Tabelas 5 e 6), podemos observar o
aumento na complexidade da composi¢do da microbiota fecal, representada pela
elevada colonizagdo por bactérias ndo cultivaveis (38% e 100%) e dos micro-
organismos classificados como “raros” (7% e 100%). Os géneros mais abundantes e
mais frequentes destes micro-organismos classificados como raros séo:
Akkermancia, Citrobacter e Ruminococcus. E possivel observar novamente a
colonizagao pelo género Clostridium, com 4% de abundancia relativa e 44% de
frequéncia de colonizagdo. O género Lactobacillus apresentou redugcédo acentuada
dos percentuais, com 1% de frequéncia de colonizagcdo e 11% de abundancia
relativa.

O género Klebsiella (2% e 44%) apresentou decréscimo de sua colonizagao;
enquanto houve aumento do género Strepfococcus (11% e 78%).

Conforme demonstrado em praticamente todos os pontos de estudo, o
género Escherichia permaneceu como O micro-organismo mais abundante (34% e

75%).
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4.2 Perfil da microbiota fecal de acordo com a oferta de leite materno

As criangas analisadas foram separadas em dois grupos: as amamentadas
exclusivamente com leite materno até o 5° més de vida e as que receberam leite em
p6 ou artificial e/ou outro tipo de alimento, como iogurtes e papinhas, antes do 5°
més de vida.

As criancas de numeros 3, 12, 13, 14, 16 e 17 foram alimentadas
exclusivamente com leite materno até o 5° més de vida. A figura 5 mostra o perfil da
microbiota fecal dessas criangas até o 1° ano de vida.

A microbiota deste grupo de criangas € composta predominantemente de
Escherichia e bactérias do grupo ndo cultivaveis, apresentando oscilagdes ac longo
dos meses, porém sem mudangas na frequéncia de colonizagdo e, sim, quanto a
abundancia.

As criangas de numeros 3, 12, 16 e 17 foram tratadas com antibidticos orais
ao longo deste primeiro ano de vida, devido a infecgbes do trato respiratério. Nota-se
gue a microbiota fecal no més subsequente a administracdo do antibidtico é
alterada, porém houve a tendéncia ao reestabelecimento nos meses seguintes.

Esse fato foi observado na criang¢a 3 (grafico 5A), que apresentou redugéo da
colonizagao por Escherichia e aumento de Klebsiella no 1° més de idade.

Na crianga 12 (grafico 5B), com 1 més de idade, ha predominio de
Escherichia e Lactobacillus, o qual nao foi identificado no 3° més, apds a
administracao de antibiético no 2° més de idade, voltando a ser identificado no 6°
més. No 9° més, a criang¢a foi tratada novamente com antibiético oral. Observa-se 0
predominio de Escherichia mesmo apds antibioticoterapia, que se mantém até o 1°

ano de vida.
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Nas criangcas de numeros 13 e 14 (graficos 5C e 5D, respectivamente)
observa-se um pico de colonizagdo por Clostridium no 1° més de vida. Essa
contaminagao pode estar associada ao uso de chupeta, relatado pelas respectivas
maes neste periodo.

A crianca 16 (gréafico 5E) foi tratada com antibiotico no 6° més, observa-se o
declinio da colonizagdo de Escherichia e predominio de bactérias ndo cultivaveis e
Veillonella.

A crianca 17 (gréafico 5F) foi tratada com antibiético oral no 6° més de idade.
Nos meses subsequentes observa-se uma tendéncia de aumento na colonizagdo
por Clostridium e Streptococcus e diminuigdo de Escherichia e de bactérias ndo
cultivaveis.

As criangas de numeros 1, 2, 6 e 15 foram alimentadas com leite artificial,
papinhas (com legumes e carne) e iogurtes antes do 5° més de vida. O perfil da
microbiota € mais diverso, diferente do observado no grupo anterior, sugerindo a
interferéncia da alimentagdo no estabelecimento da microbiota nos primeiros meses
de idade. Os dados referentes a microbiota fecal destas criangas estdo dispostos na
Figura 6.

A crianga de namero 1 (grafico 6A) teve a introducao de alimentagédo mista ao
2° més de idade. No més subsequente, ocorreu a redugéo da colonizagdo do género
Escherichia e o Clostridium se tornou o micro-organismo prevalente. No 9° més, a
crianga foi tratada com antibidtico oral e observa-se a diminuicdo de Lactobacillus,
com aumento de bactérias ndo cultivaveis, Escherichia e Akkermancia, género este
que pertence ao grupo “raros’.

O grafico 6B correspondente a crianga n°® 2. A microbiota desta crianga

apresenta o perfil bastante heterogénio. Nos primeiros 3 meses de vida nio foi
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possivel identificar as razbes que justificassem esse perfil. Com a introdugdo de leite
fluido com agua na alimentagdo, no 3° més de vida, observa-se o0 aumento no perfil
de colonizagdo do género Escherichia, o qual nao foi identificado nos meses
subsequentes, onde observa-se o predominio de bactérias nao cultivaveis.

O grafico 6C corresponde a crianga n° 6. Houve o predominio de bactérias
Gram-positivas, como Staphylococcus e Streptococcus, que permanecem CoOmo
micro-organismo mais abundante no 1° més de vida. No 4° més foi introduzida
alimentacdo sélida e a criangca comecgou a frequentar uma creche. No 6° més
observa-se a reducdo quase por completa do género Streptococcus, que €
substituido por Escherichia. Com 1 ano de vida observa-se baixo ganho de peso, a
reducdo dos géneros Escherichia e o aumento de Streptococcus, que é o género
predominante neste periodo, seguido de bactérias ndo cultivaveis.

A crianga de numero 15 (grafico 6D) apresenta um disturbio neurolégico grave
e, consequentemente, foi hospitalizada 9 vezes ao longo do 1° ano. Sua microbiota
fecal mostra-se bastante heretogénea, com predominio de colonizacdo do género
Escherichia, seguido de Bacferoides, o qual se torna o género mais abundante no 1°
més de vida. No 4° més ocorreu a introdugdo de alimentos sdlidos e a crianga foi
hospitalizada pela primeira vez. Observa-se ¢ predominio de bactérias néo

cultivaveis, Escherichia e Klebsiella, até 1 ano de idade.
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Com base nos resultados descritos acima, foram construidas tabelas com
informacOes sobre a prevaléncia e a abundancia dos principais géneros bacterianos
identificados neste estudo, em relagdo a cada ponto de analise. Este resultado
também foi separado em dois grupos: criangas amamentadas com leite materno
exclusivamente até o 5° més de vida (Tabela 7) e criangcas que receberam outro tipo
de alimentagao (alimentagdo mista) antes do 5° més de vida (Tabela 8).

No grupo das criangas amamentadas exclusivamente com leite materno até o
5° més de vida, observa-se a prevaléncia dos géneros Bacteroides, Veillonella e
Lactobacillus no 3° 6° e 12° més. No outro grupo, observa-se a prevaléncia de
Clostridium e Streptococcus. Esses resultados evidenciam o efeito protetor do leite

materno.



Tabela 7.

materno exclusivo até o 5° més de idade
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Prevaléncia e abundancia da microbiota fecal em criangas amamentadas com leite

Pontos de analise

Bactérias 48horas 7dias 1més 3 meses 6meses 1ano
(n=6) (n=5) (n=6) {(n=3) {n=6) {n=5)
Bacteroides +/- +/- 1 2 +/- 1
Clostridium +/- +- 2 0 +/- 1
Escherichia 3 2 1 3 2 2
Klebsiella 0 0 1 2 2 2
Lactobacillus +- +- +/- 2 1 +-
Néo Cultivaveis 2 2 2 2 2 3
Staphylococcus +/- 1 0 0 0 0
Streptococcus +/- 1 1 2 1 2
Veillonella +/- 1 2 1 1 2

(n =) Numero de criangas analisadas por ponto

0
+/-
1
2
3

Género ndo detectado

Irregular (Presenca em 1-39% das criangas)
Regular (Presenga em 40-68% das criangas)

Constante (Presenga em 70% ou mais das criangas)

Constante e abundante (Presenga em 70% ou mais das criangas com no minimo 30% de abundancia)

Tabela 8. Prevaléncia e abundancia da microbiota fecal em criangas com alimentagdo mista antes do
5° més de vida

Pontos de analise

Bactérias 48 horas 7 dias 1més 3 meses 6meses 1ano
(n=4) {(n=4) (n=4) (n=4) {n=3) {n=4)
Bacteroides 1 +/- +/- +/- 2 +-
Clostridium 2 +/- +/- 1 2 1
Escherichia 3 2 2 2 2 2
Klebsiella 1 1 +- 2 2 +/-
Lactobacillus 0 +/- 1 2 0 0
Néo Cultiviveis +- 1 1 2 2 3
Staphylococcus 0] +- 0 0 0 0
Streptococcus 2 +- +/- 2 2 2
Veillonella 0 0 0 0 2 0

(n =) Nimero de criangas analisadas por ponto

+-
1
2
3

Género néo detectado
Irregular (Presenga em 1-39% das criangas)
Regular (Presenga em 40-69% das criangas)
Constante (Presenca em 70% ou mais das criangas)
Constante e abundante (Presenga em 70% ou mais das criangas com no minimo 30% de abundancia)
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4.3 Analises estatisticas

Foram analisados os indices de riqueza e de diversidade comparando os
grupos dos 6 pontos de analise. Desta forma, as bibliotecas 76S rRNA foram
analisadas quanto aos indices descritos no item 3.6.5.

Apés a exclusdo das sequéncias de baixa qualidade e das sequéncias
quiméricas, 3.990 clones foram identificados. Foram separadas 2.242 sequéncias
no sentido de leitura 5°3" e estas sequéncias foram utilizadas nos testes riqueza e
diversidade e analises estatisticas.

Foram calculados para cada ponto de analise os indices baseados em OTU,
que permitem calcular a riqueza e a diversidade das amostras estudadas.

As taxas de cobertura das bibliotecas 16S rRNA dos 6 pontos de analise
apresentaram valores superiores a 90% para um cuttof de 0,05 (género). Embora as
taxas de cobertura das bibliotecas tenham apresentado percentual elevado, apenas
o grupo de 7 dias apresentou percentual de 99%, indicando que o esfor¢o amostral
foi suficiente para representar a diversidade da comunidade neste ponto. Os demais
grupos apresentaram a necessidade de maior amostragem de clones para
representar a real diversidade das amostras nestes pontos de analise (Tabelas 9 e

10).



56

Tabela 9. indices de riqueza (Ace e Chao), de diversidade (Simpson e Shannon) e de cobertura, sob
um cutoff de 95% (Género). Para os grupos de 2,7 e 30 dias

Niimero de Riqueza Diversidade Cobertura
Amostra Sequéncias OTUs
q Ace Chao1 Simpson Shannon (%)
2 dias 421 36 84 56 0,150 2,391 96%
7 dias 304 27 28 28 0,113 2,566 99%
30 dias 352 38 45 41 0,078 2,918 97%

Tabela 10. indices de riqueza (Ace e Chao), de diversidade (Simpson e Shannon) e de cobertura,
sob um cutoff de 95% (Género). Para os grupos de 3, 6 e 12 meses.

Ndmero de Riqueza Diversidade Cobertura
Amostra Sequénci OTUs
equencias Ace Chaol Simpson Shannon (%)
3 meses 387 49 115 70 0,145 2,60 94%
6 meses 386 40 67 57 0,192 2,45 96%
12 meses 392 68 131 95 0,108 3,06 92%

As curvas de rarefagdo (Figura 7 e 8) ilustram o numero de sequéncias
obtidas e o nimero de OTU que estas sequéncias representam em nivel de género
(>95% de similaridade), e indicam se as sequéncias de DNA analisadas
representam a riqueza real de micro-organismos de uma comunidade.

As curvas de rarefagdo dos grupos analisados demonstraram que o esforgo
amostral foi suficiente para cobrir a riqueza de géneros somente no grupo de 7 dias;
apenas este grupo apresentou um platé na curva de rarefagdo indicando que o
esforco amostral foi suficiente para representar a real diversidade da comunidade

(Figura 7).
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A riqueza e a diversidade das amostras foram calculadas a partir de uma
matriz de distancia entre as sequéncias, construida no software Mothur.

Foi construida uma matriz de distancia contendo os grupos de 2, 7 e 30 dias
e outra matriz com os grupos de 3, 6 e 12 meses.

A riqueza observada pelos indices de Ace e Chao para as amostras de 2, 7 e
30 dias, mostraram que o grupo de 2 dias tem a maior riqueza de géneros quando
comparado com as amostras de 7 dias e 1 més (Tabela 9). Os indices de riqueza
(Ace e Chao) mostraram que o grupo de 12 meses apresentou maior riqueza
quando comparado aos grupos de 3 meses e 12 meses. Interessantemente, o grupo
de 6 meses apresentou menor riqueza que o grupo de 3 meses (Tabela 10). Estes
dados confirmam os dados da curva de rarefagcao (Figura 8), no qual o grupo de 6
meses apresentou menor estimativa de riqueza. O grupo de 12 meses apresentou
uma curva mais inclinada indicando maior riqueza de micro-organismos neste ponto
de analise.

Curiosamente, diferente dos resultados obtidos com os indices de riqueza, os
indices de diversidade de Simpson e Shannon, para as amostras de 2, 7 e 30 dias,
mostraram menor diversidade no grupo de 2 dias e maior diversidade no grupo de
30 dias (Tabela 9).

Os indices de diversidade (Simpson e Shannon), para o grupo de 3 meses, 6
meses e 12 meses, mostraram menor diversidade no grupo de 6 meses, enquanto a
maior diversidade foi observada no grupo de 12 meses (Tabela 10).

Para melhor representar os resultados de rigueza compartilhada entre as
amostras, foram construidos diagramas de Venn, que representam, em uma analise
detalhada, o nimero de OTU encontrada em cada ponto de andlise e o nimero de

OTU compartithadas entre os grupos.
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O grupo de 2 dias tem a maioria das sequéncias unicas (14 OTU) seguido por
30 dias (10 OTU) e 7 dias (4 OTU), sugerindo maior diversidade de micro-
organismos nas primeiras horas de vida. No entanto, 6 OTU sdo compartilhadas
entre os 3 pontos, sugerindo que estes micro-organismos permanecem até o 1° més
de nascimento (Figura 9).

O diagrama de Venn ilustrado na Figura 10 mostra que o grupo de 12 meses
tem a maioria das sequéncias Unicas (33 OTU), mostrando maior diversidade neste
periodo, seguido pelo grupo de 6 meses (19 OTU) e 3 meses (14 OTU), 13 OTU

sdo compartilhadas entre os 3 grupos.

Venn Diagram at distance 0.05

Figura 9. Diagrama de Venn representando o nimero de OTU compartilhadas entre as amostras de
2, 7e 30 dias. Valor de cutoff utilizado 0,05 (Género).
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- Venn Diagram at distance 0.0

Figura 10. Diagrama de Venn representando o nimero de OTU compartithadas entre as amostras de
3, 6 e 12 meses. Valor de cutoff utilizado 0,05 (Género).

Testes de hipdtese (beta diversidade) foram realizados com os grupos
estudados para mostrar a probabilidade de duas ou mais comunidades
compartilharem a mesma estrutura. O teste de Libshuff revelou que a composigao
das comunidades de cada ponto de analise € significativamente diferente,
mostrando que cada grupo possui uma comunidade com estrutura particular.

Com o uso do método UniFrac (Qualitativo e Quantitativo) foi possivel avaliar,
com base nas informagdes filogenéticas, que as comunidades estudadas de cada
ponto de analise sdo diferentes. Com base na distancia dos ramos da arvore

filogenética, que contém informacdes de todos os grupos analisados, foi possivel
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determinar que as popula¢des estudadas ndo compartiiham a mesma comunidade,
isto &, nenhuma comunidade € subamostra de outra em todos os grupos analisados.

Para avaliar a composi¢céo geral das bibliotecas, as sequéncias de todos os
pontos de analise foram alinhadas no programa RDP (Ribossomal Database
Project), juntamente com as sequéncias de referéncia correspondentes. Um
representante de cada OTU das amostras foi utilizado para a construgdo da arvore
filogenética. O valor de cutoff utilizado nas arvores foi de 95% de similaridade
(género).

As sequéncias bacterianas da biblioteca dos pontos de analise de 2, 7 e 30
dias estdao divididas em 4 grupos filogenéticos: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria e Actinobacteria. O filo predominante nos 3 pontos de analise foi o
filo Firmicutes (Figura 11).

A arvore filogenética das bibliotecas de 3 meses, 6 meses e 1 ano esta
dividida em 6 filotipos, sendo eles; Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia. Podemos observar que a
comunidade bacteriana neste grupo € dominada pelo filo Proteobacteria, porém,
observamos que a riqueza de micro-organismos (numero de OTU) é muito alta para
o filo Firmicutes, mas a abundéncia relativa (nimero de clones dentro de cada OTU)
€ muito maior para o filo Proteobacteria (Figura 12).

A partir da analise das arvores filogenéticas & possivel observar a filogenia
dos clones identificados. Desta forma, podemos nos aproximar da identificagdo dos
clones classificados como néo cultivaveis. No grupo formado por criangas de 2 dias
a 1 més, 96% das bactérias nao cultivaveis apresentaram similaridade com o filo

Bacteroidetes, 2% Firmicutes e 2% Proteobacteria.
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No grupo de criangas de 3 meses a 1 ano observamos que 82% dos clones

nao cultivaveis apresentaram similaridade com o filo Firmicutes,

similaridade com o filo Bacteroidetes e 4% Proteobacteria.

14%

de
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que o estabelecimento da populagdo microbiana intestinal € um
processo complexo, influenciado pela interagdo entre 0s micro-organismos e 0O
hospedeiro, por fatores externos e internos (FANARO et al., 2003).

A colonizacédo do trato gastrintestinal infantil € um episédio marcante no ciclo
de vida humano. Apés 0 nascimento, um ecossistema rico e dindmico se desenvolve
a partir de um ambiente estéril. A evolugdo e a simbiose entre os primeiros micro-
organismos a colonizarem a mucosa intestinal, até formar uma microbiota residente,
sem duavida, envolvem diversas intera¢gdes reciprocas entre a microbiota e o
hospedeiro, com importantes consequéncias para a saude e a fisiologia humana
(PALMER et al., 2007).

O desenvolvimento da microbiota intestinal € afetado pela regido geografica
em que a crianga nasce e esse fato € descrito até mesmo em paises do mesmo
continente. A formacdo da microbiota parece diferir entre criangas que vivem em
paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento, podendo, este fato, ser
atribuido aos elevados niveis de contaminagdo ambiental que as criangas de paises
em desenvolvimento sdo expostas no inicio da vida (ADLERBERTH, 2009).

De acordo com a hipdtese da higiene, praticas mais rigorosas de higiene
adotadas em paises desenvolvidos podem modificar a exposi¢cdo microbiana inicial,
e, consequentemente, 0 padrdo da microbiota intestinal desses recém-nascidos,
causando impacto negativo sobre a regulacado imunoldgica, possivelmente levando a
maior incidéncia de doencas alérgicas e autoimunes observadas nesses paises

(PENDERS et al., 2006).
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Os primeiros colonizadores intestinais sao frequentemente organismos
aerébios facultativos como, por exemplo, Staphylococcus, Streptococcus e
enterobactérias. Posteriormente, os colonizadores tendem a ser anaerobios estritos,
como Eubacterium e Clostridium (PALMER ef al., 2007).

No ponto de andlise 1 podemos observar o predominio de colonizagido por
bactérias anaerdbias facultativas, como os géneros Escherichia, Streptococcus e
Staphylococcus, que apresentaram elevada frequéncia de colonizagdo. Este
resultado ja era esperado, uma vez que o nivel de oxigénio neste periodo ainda é
muito alto, tornando o ambiente propicio para a colonizagdo destes micro-
organismos (ADLERBERTH et al, 1999). No ponto de analise 1, as bactérias ndo
cultivaveis foram encontradas em 60% das criangas analisadas e com abundéncia
relativa de 4%.

A analise da microbiota fecal por técnicas de cultura independente tem
revelado novas descobertas, uma vez que apenas 20 a 30% dos géneros
bacterianos componentes da microbiota sdo cultivaveis, podendo ser isolados e
identificados. Com a constru¢do de bibliotecas 76S rRNA, uma quantidade
importante de bactérias nunca antes isoladas tem sido detectada, porém, ndo ha
registros prévios de sua composicdo gendmica. Esse fato impossibilita a
identificacdo de todos os clones obtidos na construgdo de bibliotecas, quando
comparamos suas sequéncias do gene 16S com o banco de dados global. Esses
clones séo, entdo, chamados de bactérias nado cultivaveis ou bactérias néo
identificadas (SCHIFFRIN e BLUM, 2002).

A identificagcdo destes clones pode ser realizada com o sequenciamento total

de seu genoma ou, entdo, a identificagdo de filo e/ou género pode ser sugerida com
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a construgdo de arvores filogenéticas procurando identificar a similaridade destes
clones desconhecidos com géneros bacterianos ja identificados.

Os numeros de frequéncia de colonizagdo analisados mostram elevada
colonizagdo pelos géneros Escherichia, Staphylococcus e Streptococcus nos
periodos de 2 e 7 dias de vida (pontos de analise 1 e 2). Estes valores estédo
certamente relacionados a contaminacdo interpessoal e ambiental, além das
precarias condi¢des de moradia e saneamento, as quais as criangas estudadas sdo
expostas ja nos primeiros meses de vida. Todas as criangas incluidas neste estudo
sdo moradoras da favela S&o Remo, localizada nas proximidades do Hospital
Universitario da USP, e s&o sujeitas a precarias condigcdes de saneamento e higiene.

Altas taxas de colonizagdo pelo género Escherichia, principalmente nos
primeiros meses de vida, foram descritas praticamente de forma unénime pelos
primeiros estudos que analisaram a instalagdo da microbiota em recém-nascidos,
tendo sido observados em diferentes paises do mundo (MATA,1972; SIMHON,
1982; YOSHIOKA,1983).

Em paises em desenvolvimento, a exposi¢do acentuada a bactérias do
ambiente pode induzir um padrao de colonizagéo instavel e favorecer a presenga de
bactérias potencialmente patogénicas em numeros relevantes. Em um estudo
realizado com criangas da Guatemala, enterobactérias e Streptococcus puderam ser
identificados em amostras de mecénio nas primeiras 7h de vida. Nessas sociedades
a amamentagdo materna exclusiva é importante para desenvolver uma microbiota
com baixo potencial patogénico (FANARO, 2003).

Em um estudo realizado com criangas do Paquistdo, verificou-se elevada
colonizagao por enterobactérias nos primeiros meses de vida. Bactérias identificadas

no ambiente foram consideradas como principal fonte de contaminagao. Apesar de
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todas as criangas terem nascido em casa, de parto natural, menos de 50% das
linhagens do género Escherichia eram correspondentes a linhagens maternas,
sendo que a maioria das cepas identificadas foi semelhante as identificadas no
ambiente familiar (ADLERBERTH, 1998).

Em um estudo realizado na Suécia Lindberg et al. (2003) evidenciaram a alta
colonizagdo por Staphylococcus nas fezes de recém-nascidos. Neste estudo a fonte
desta contaminagéo foi investigada em 50 familias, as cepas foram isoladas das
maos, narinas € mamilos, maternos, e das maos e narinas paternas. O autor
concluiu que a colonizacdo intestinal por Staphylococcus na fase inicial esteve
fortemente associada a transmissao pela pele dos pais. Estes resultados sugerem
que esses micro-organismos se estabelecem facilmente no intestino infantil, talvez
devido a falta de concorréncia de uma microbiota intestinal estabelecida.

A deteccdo de Staphylococcus e Streptococcus no segundo dia de vida
sugere que a possivel transferéncia deste micro-organismo seja derivada
inicialmente da microbiota vaginal materna, que posteriormente foram substituidas
por bactérias provenientes da pele dos pais e do ambiente (ADLERBERTH et al.,
2008).

No ponto de analise 3, correspondente ao 1° més de vida, houve aumento na
diversidade bacteriana, principalmente entre as bactérias anaerdbias, evidenciando
o fato da microbiota predominantemente aerébia do recém-nascido transformar-se
em predominantemente anaerébia apos a segunda semana de vida, (ADLERBERTH
et al.,1999), mostrada pela redugdo nas taxas de colonizagdo por micro-organismos
anaerobios facultativos e aumento da frequéncia de colonizagdo por micro-

organismos anaerdbios estritos, como Bacteroides e Clostridium.
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Entre os taxons anaerdbios identificados, ocorreu o predominio do género
Clostridium nas amostras de 1 més de vida. Este alto padréo de colonizagcdo pode
ser atribuido a contaminagdo ambiental. Em revisdo de Brazier JS (2005), foi
descrita a capacidade do Clostridium difficile de colonizar superficies comuns no
meio ambiente, como agua, solo, animais e utensilios domésticos.
Interessantemente, nas criangas 13 e 14, apds inicio do uso de chupeta, foi
observado o predominio de clones do género Clostridium, indicando possivel
contaminagdo ambiental, uma vez que a chupeta pode ter sido um veiculo de
contaminagao.

Adlerberth et al. (2008) mostraram que o género Clostridium pode atingir uma
populagéo relativamente alta no intestino sem causar sintomas em criangas até um
ano de vida. Porém, no final do primeiro ano, com a microbiota mais complexa, este
género torna-se menos frequente. Além disso, o género Clostridium é mais
prevalente nas criangcas alimentadas com leite de férmula do que nas que sdo
amamentadas exclusivamente com leite materno, enquanto que Staphylococcus
tendem a ser mais abundantes em criangas amamentadas (ADLERBERTH et al.,
2008). Estes dados concordam com os nossos resultados no qual género
Clostridium foi identificado com menor abundancia no primeiro ano de vida e em
criancas amamentadas exclusivamente até o quinto més pés-nascimento.

Aos 6 e 12 meses, observa-se maior colonizacido por bactérias nao
cultivaveis, isto é, bactérias ainda nao identificadas por métodos de cultura
convencionais e por géneros bacterianos pouco frequentes, agrupados como
“raros”, como, por exemplo, Eubacterium, Megasphaera e Akkermansia. Esses

achados caracterizam o crescimento na diversidade da microbiota nesses pontos de
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analise. Este dado provavelmente se deve ao fato de as criangas terem maior
contato com contamina¢des ambientais, como creches e bercgarios.

Além disso, Escherichia foi 0 género predominante nos pontos de tempos
estudados. Esses resultados estdo de acordo com os achados na literatura, no qual
este género bacteriano é o predominante em criangas nascidas de parto natural em
paises em desenvolvimento (EDWARDS et al., 2002; FANARO et al., 2003).

Bactérias nao cultivaveis apresentaram importante e gradual aumento na
porcentagem de abundancia ao longo do primeiro ano de idade, sendo as
responsaveis por cerca de 40% da colonizagdo das criangas no 1° ano de idade,
evidenciando a complexidade da composigéo da microbiota fecal neste periodo da
vida da crianga. Embora estudos mais aprofundados sejam necessarios, pode-se
sugerir que o estabelecimento desta complexidade no primeiro ano de vida
determine a composi¢do de sua microbiota na idade adulta.

Segundo Palmer et al. (2007), a microbiota de criangas com um ano de vida é
diferente das criangas mais novas e muito similar a dos adultos. Além disso,
observou-se que as populagdes sao desiguais e sdo fortemente dominadas por um
unico grupo taxondémico. Outra caracteristica notavel no desenvolvimento temporal
da microbiota de muitos dos lactentes foi a ocorréncia de uma ou mais mudangas na
estrutura da populagéo; tais mudancgas eram frequentemente estabilizadas dentro de
um intervalo de amostragem. Progressivas mudang¢as ocorrem no ambiente
intestinal, devido ao desenvolvimento intrinseco e as alteragdes que ocorrem na
mucosa intestinal no periodo de transicdo para um adulto, além da dieta, e dos
efeitos da prépria microbiota. O mesmo perfil foi observado no nosso estudo, em que

a partir do 6° més observa-se a alta dominancia dos géneros Escherichia e de
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bactérias n&o cultivaveis compondo a microbiota fecal, além da grande variagéo na
estrutura da populagéo de micro-organismos identificados nas criangas estudadas.

Observamos que as taxas de colonizagao pelo género Bacteroides variavam
muito de crianga para crianga, porém estavam sempre presentes, mesmo em
pequenas propor¢cdes, em quase todos os lactentes até um ano de vida. Varios
outros taxons, incluindo Veillonella e Clostridium, tendem a colonizar apenas
transitoriamente. Estes dados estdo de acordo com o estudo de Palmer et al.
(2007) em que um grupo de 14 lactentes saudaveis foi estudado utilizando-se a
técnica de microarray e biblioteca 16S rRNA. No decorrer do primeiro ano de vida
deste grupo de criangas foi observada grande variacdo no perfil de colonizacéo dos
géneros Prevotella, Acinetobacter, Desulfovibrio, Veillonella e Clostridium.

Entre as bactérias anaerébias encontradas no intestino temos,
principalmente, Bacteroides, Clostridium,  Eubacterium, Bifidobacterium,
Lactobacillus (FINEGOLD, 1977). Depois de instalada a microbiota intestinal, por
volta dos 18 aos 24 meses, as bactérias anaerdbias representam 97% da sua
composicao, sendo considerada saudavel a microbiota que apresente grande
participagdo dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus (MORAIS e JACOB,
2006).

Os lactobacilos e as bifidobactérias auxiliam na manutengdo de um balango
saudavel da microbiota intestinal, por produzirem compostos organicos decorrentes
da atividade fermentativa que inibem a multiplicacdo de bactérias com potencial de
dano ao epitélio intestinal. S&o, também, capazes de contribuir para a redugédo da
alergenicidade das proteinas, minimizando o risco de alergia alimentar, além de
estimular a produgdo de muco, contribuindo para a eficacia do papel de barreira da

mucosa intestinal (MORAIS e JACOB, 2006).
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E importante destacar que em nossos resultados néo houve a detec¢do do
género Bifidobacterium e houve baixa detecgdo de micro-organismos dos géneros
Enterococcus, Eubacterium e Lactococcus. Uma das possiveis explicacbes para a
nédo deteccdo de Bifidobacterium sp, um dos principais anaerdbios encontrados no
trato gastrointestinal, seria a ocorréncia de falha metodoldgica, uma vez que o DNA
deste género bacteriano possui grandes porcentagens de C+G e a desnaturagdo e o
pareamento dos iniciadores na reagdo de PCR sao prejudicados, falhando, desta
forma, a amplificagéo do gene 716S de bifidobactérias (MATSUKI et al, 2004).

A analise das sequéncias dos iniciadores considerados universais para
bactérias mostra que ha pelo menos trés regides de falha de anelamento com o
gene 16S rRNA. Essa pode ser uma segunda explicagdo para a falha em detectar
Bifidobacterium sp. Estudos anteriores mostram a dificuldade de identificagdo de
alguns géneros bacterianos pela técnica de PCR classico, como, por exemplo,
Bifidobacterium sp (MATHYS et al., 2008).

Estudos preliminares com o banco de amostras de fezes do nosso
laboratério, utilizando a técnica de qPCR, detectaram a presencga de bifidobactérias
nas amostras testadas. A quantificagdo revelou contagem média de 10°UFC/g de
fezes, confirmando que este micro-organismo esta de fato presente nas amostras
fecais deste grupo de criangas estudadas.

Os Lactobacillus mantiveram-se presentes em todos os pontos de analise,
variando sua frequéncia entre as criangas, evidenciando o fato de que o leite
materno é uma importante fonte natural deste género bacteriano. Isto pode ser
observado nas criangas que foram amamentadas exclusivamente até os 5 primeiros

meses de idade.
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Para determinar as diferen¢as no perfil de colonizagéo dos grupos de criangas
que foram e as que néo foram amamentadas exclusivamente com leite materno até
0 5° més de idade, foram coletados os dados relacionados a composicao da
microbiota com as intercorréncias clinicas, mudangas de habitos familiares e
domésticos, tipo de amamentagdo, mudangas alimentares e uso de medicamentos.

Podemos observar que as criangas que tiveram uma alimentagdo mista
possuem maior diversidade da microbiota fecal, comparadas ao grupo de criangas
amamentadas exclusivamente com leite materno, como €& possivel observar na
Figura 6. Além disso, podemos observar que as popula¢gdes sdo desiguais, cada
criangca tem um padréo Unico e variavel de colonizacdo; esse fato se explica pelas
condi¢oes diversas em que cada uma foi exposta no decorrer dos meses.

O uso de antibidtico pode afetar o padréo de colonizagdo do TGI na crianga.
Os agentes antimicrobianos tém efeitos especificos em componentes individuais da
microbiota, ao invés de uma supresséo geral e nao especifica e o perfil microbiano
resultante influencia a populagdo que emerge apdés o término do tratamento
(LUNDEQUIST et al., 1985).

No estudo de Sakata ef al.(1986), os autores analisaram o comportamento da
microbiota fecal de 54 criangas apds o uso de antibidticos e observaram que todos
os antibidticos alteram quantitativa e qualitativamente o perfil da microbiota fecal. O
referido trabalho mostra que o padrao caracteristico observado foi de consideravel
supresséo de Bifidobacterias, Streptococcus e Lactobacillus. Foi observada ainda a
redugao significativa do género Escherichia e aumento no padréo de colonizagéo de
Klebsiella.

Esses achados foram observados em algumas criangas, como, por exempilo,

a crianga numero 3, a qual fez uso de antibidtico oral para o tratamento de impetigo.
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Interessantemente, observamos a queda importante da frequéncia de Escherichia e
o aumento de Klebsiella. O mesmo € observado com o perfil da microbiota fecal da
crianga numero 12, em que, antes da administracdo de antibidticos, a microbiota era
predominantemente composta por Escherichia e Lactobacillus e apbés a
administragdo de antibidticos para o tratamento de otite, no 2° més de vida, o
género Lactobacillus foi suprimido sendo reestabelecido no perfil da microbiota do 6°
més de idade.

As criangas amamentadas com leite materno tém mais bifidobactérias e
estafilococos na microbiota intestinal, em relagcdo as que tomam mamadeira, que
tém maior namero de Enterococcus e Clostridium. O leite materno contém fator
bifido, o qual favorece o crescimento de bactérias probidticas, como Bifidobacterium
e Lactobacillus (ADLERBERTH et al., 2008).

A baixa capacidade tamponante do leite humano permite também a melhor
atuagdo das bactérias produtoras de acido latico pela reducdo do pH intestinal
desfavoravel ao crescimento de varios micro-organismos patogénicos. As criangas
amamentadas com leite materno, quando comparadas com as alimentadas
artificialmente, sdo menos colonizadas por bactérias com potencial patogénico,
como Clostridium (EDWARDS e PARRET, 2002).

Em um estudo realizado com crian¢as no Paquistdo, o aleitamento materno a
partir do primeiro dia de vida causou a redugdo efetiva na colonizagcdo por
Klebsiella, Citrobacter e Clostridium. O aleitamento materno pode induzir a presenca
de bactérias comensais e, portanto, poderia reduzir a presenga de micro-
organismos hostis (FANARO, 2003). Estes dados concordam com 0s nossos, uma

vez que observamos a redugdo significativa do género Clostridium nas amostras
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das criangas amamentadas com leite materno exclusivamente, como € o caso das
criangas 13 e 14, ilustrado na Figura 5.

A riqueza e a diversidade das amostras estudadas foram avaliadas para os 6
pontos de analise e as taxas de cobertura foram satisfatérias, pois apresentaram
valores superiores a 90% para um cuttof de 0,05 (Género).

Embora as taxas de cobertura das bibliotecas tenham apresentado
percentual elevado, somente o grupo de 7 dias apresentou 99% de cobertura,
representando a diversidade da comunidade bacteriana neste ponto; os demais
grupos necessitam de mais clones para representarem a real diversidade da
comunidade.

Esses dados concordam com os observados nas curvas de rarefagdo, no
qual somente a curva do grupo de 7 dias atingiu um platd, sugerindo que a
estimativa de riqueza deste ponto foi contemplada. No entanto, a inclinagéo da
curva de 7 dias foi menor do que para as curvas de 2 e 30 dias, sugerindo menor
riqueza no 7° dia de vida.

A curva de rarefacdo da amostra de 6 meses apresentou menor estimativa de
riqueza quando comparada com as sequéncias de 3 meses e de 1 ano. O grupo de
1 ano apresentou claramente uma curva de rarefacdo mais inclinada, sugerindo
maior riqueza taxondmica no 1° ano de vida. Portanto, ainda é necessaria a analise
de mais sequéncias para que a curva de rarefacdo dos demais grupos atinja um
platd representando a real rigueza das amostras.

Assim como ocorreu na estimativa da curva de rarefagdo representada por
uma curva mais inclinada, os indices de Ace e Chao apresentaram maiores indices

de riqueza na amostra de 2 dias, comparado com o grupo de 7 e 30 dias.
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Durante e apdés o nascimento, as criangas s&0 expostas a grandes
guantidades de bactérias que se originam da méae e do ambiente entorno. O 2° dia
de vida representa o primeiro contato com estes micro-organismos, que sao 0s
pioneiros e irdo criar condi¢des para a colonizagdo de outros que eventualmente
formaréo a microbiota intestinal. Os indices de riqueza do 2° dia de vida mostram o
perfil inicial de colonizagdo que posteriormente foi modificado.

A analise estatistica comparando a composi¢do da microbiota do grupo de
criangas que foram alimentadas exclusivamente com leite materno, com a microbiota
do grupo de criangas que receberam alimentagcao mista e/ou alimentos sdélidos, nao
foi possivel devido as diferengas interpessoais da composi¢ao da microbiota de cada
individuo. Desta forma, n2o foi possivel determinar estatisticamente a influéncia da
alimentagdo na composi¢éo da microbiota ao longo do primeiro ano de vida.

A diferenca estatistica do grupo que foi tratado com antibiéticos nado foi
analisada, o baixo numero amostral de criangas que fizeram uso desta medicagéo
nao permitiu aplicar os indices estatisticos com precisao.

Curiosamente, os indices de Simpson e Shannon mostraram menor
diversidade para o grupo de 2 dias. Estes resultados sugerem que o intestino dos
recém-nascidos possui grande variedade de micro-organismos em sua estrutura,
porém algumas populagdes se tornam dominantes. De fato, no segundo dia de vida
houve elevada colonizagdo pelo género Escherichia, sendo este responsavel pela
alta dominancia na colonizag&o neste periodo.

O grupo de 6 meses apresentou baixos indices de riqueza e diversidade. A
baixa riqueza e diversidade observada para o grupo de 6 meses pode ser reflexo do
dominio de um unico grupo taxondmico nesta comunidade. Neste ponto de analise o

género Escherichia € 0 mais abundante, representando 40% da microbiota. Além
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disso, 0 6° més é um periodo de adaptagcdo e reorganizagdo da microbiota,
provocado por mudangas nos habitos alimentares das criangas.

Concordando com a analise da curva de rarefagao, os indices de riqueza (Ace
e Chao) e diversidade (Simpson e Shannon) mostraram que o grupo de 12 meses &
mais homogéneo, ndo possui um género dominante, tem a maior riqueza e
diversidade de micro-organismos, comprovando o aumento da complexidade da
microbiota fecal no primeiro ano de vida.

Os indices de riqueza e diversidade nao foram constantes, considerando o
desenvolvimento da comunidade ao longo do tempo. Essas variagdes sugerem que
a sucessao dos micro-organismos ao longo do desenvolvimento da microbiota seja
um processo dinamico, envolvendo a entrada e a substituicdo de alguns micro-
organismos ao longo do tempo.

As arvores filogenéticas construidas com as bibliotecas de todos os pontos de
analise mostraram o mesmo perfil de colonizagdo e de abundéncia de géneros
apresentados pelos graficos de abundancia relativa.

A comunidade bacteriana fecal identificada nas criangas de 2, 7 e 30 dias,
mostrou ser heterogénea quanto a estrutura amostral, porém, apresentando dominio
do filo Firmicutes, principalmente de bactérias Gram-positivas. Porém, quando
avaliamos a abundancia relativa dos géneros encontrados, 0 numero de clones
correspondentes a Escherichia é alto e, consequentemente, ha homogeneidade
quanto a distribuicdo de bactérias Gram-positivas e negativas, contrariando dados
de microbiota de adultos em paises desenvolvidos, os quais mostram o predominio
de bactérias Gram-positivas compondo a microbiota fecal (ZOETENDAL, 2008).

A analise filogenética do grupo de criangas de 3 meses, 6 meses e 1 ano

gerou uma arvore de distdncia com 6 grupos; dentre eles, o filo que representou a
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maior abundancia de géneros foi 0 Proteobacteria, que constituiu a maioria das
sequéncias identificadas. Dentro deste filo os géneros mais abundantes foram
Escherichia e Klebsiella. O filo Firmicutes apresentou maior riqueza, com a maioria
das sequéncias unicas, mas nao representando o filo dominante.

A andlise filogenética dos clones pertencentes ao grupo dos nao cultivaveis
mostra que este grupo é predominantemente composto por membros do filo
Bacteroidetes até o primeiro més de vida. Ao longo do primeiro ano, 0s micro-
organismos néo cultivaveis apresentaram maior riqueza e diversidade e sao
predominantemente compostos por bactérias do filo Firmicutes, mostrando a
evolugdo da complexidade da microbiota fecal.

A microbiota intestinal possui caracteristicas individuais, porém alguns
filotipos sdo compartilhados entre os individuos. Os seres humanos também
partitham de um nacleo comum de micro-organismos. Deste modo, a composicéao da
microbiota intestinal é diversificada, porém é dominada por espécies bacterianas
limitadas (ZOETENDAL, 2008).

O diagrama de Venn, construido com as amostras de 2, 7 e 30 dias, mostrou
que o grupo de 2 dias tem a maioria das sequéncias unicas, com 14 OTU. No
periodo logo apds o nascimento, as criangas sdo expostas a grande quantidade de
micro-organismos. No entanto, esse perfii muda ao longo do 1° més de vida,
sugerindo que a carga bacteriana a qual o recém-nascido € exposto parece ser
transitoria.

Seis OTU sado compartilhadas entre as amostras de 2, 7 e 30 dias e estas
OTU pertencem aos géneros Streptococcus, Veillonella, Clostridium, Escherichia e
dois géneros de bactérias nao cultivaveis isoladas de fezes e da mucosa intestinal

que pertencem ao filo Bacteroidetes.
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O resultado do diagrama de Venn indica que 13 OTU, que pertencem aos
géneros Escherichia, Bacteroides, Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus,
Veillonella, Enterobacter, Klebsiella, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae e ao filo
Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacterium, foram compartilhadas entre os grupos
de 3 meses, 6 meses e 1 ano, sugerindo que estes micro-organismos tenham papel
importante no desenvolvimento da microbiota. Com esta analise observa-se
claramente 0 aumento da rigueza da microbiota ac longo dos meses, de acordo com
o numero de OTU que pertencem a cada ponto de analise. O grupo de 1 ano possui
a maior quantidade de OTU unica, seguido pelo grupo de 6 meses e, com menor
numero, pelo grupo de 3 meses.

A microbiota intestinal desempenha importantes fungdes para saude do ser
humano, no entanto as bactérias intestinais representam um microbioma complexo e
incompreendido. O uso de técnicas moleculares para o estudo da microbiota fecal
tem contribuido para a aplicagcdo de métodos rapidos e independentes de cultivo e
tem revelado grande diversidade da microbiota nas amostras analisadas. No
entanto, pode-se argumentar que a informagdo obtida a partir da analise da
microbiota das fezes n&o fornece resultados precisos sobre a microbiota de mucosa
intestinal. Porém, alguns estudos demonstraram que a microbiota fecal reflete na
microbiota do colén intestinal (TANNOCK, 2005)

A definicdo exata da microbiota da mucosa intestinal ainda € muito dificil
porque 0s procedimentos de coleta sdo invasivos e as consequéncias deste
procedimento sdo desconhecidas. Além disso, as amostras colhidas por bidpsias do
colon intestinal ndo estdo livres de contaminagio, pois o fluido fecal continua

presente na superficie do intestino. Portanto, ndo esta claro o que exatamente esta
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sendo descrito nos estudos atuais, se € a composi¢cdo de mucosa ou contaminagao
da comunidade fecal (TANNOCK, 2005).

O estabelecimento da microbiota intestinal € influenciado por muitos fatores,
incluindo dieta, etnia, saneamento, higiene, geografia e clima. A composi¢cdo da
microbiota fecal das criancas analisadas neste estudo é semelhante ao perfil
identificado em criancas de paises em desenvolvimento e parece diferir das criangas
de paises desenvolvidos. A elevada quantidade de enterobactérias identificadas ao
longo do 1° ano de vida deste grupo de criangas tambem foi observada em outros
estudos realizados em recém-nascidos saudaveis de paises em desenvolvimento,
como nos trabalhos de Adlerberth (1991) e Fanaro (2003). No entanto, nos ultimos
anos, alguns autores tém afirmado que este predominio de enterobactérias teria
diminuido significativamente em recém-nascidos de paises desenvolvidos (VAEL e
DESAGER, 2009; ADLERBERTH, 2006). Estas modificagdes podem estar
ocorrendo em fungdo do desenvolvimento de melhores préticas de higiene,
alterando a diversidade e a abundancia de micro-organismos a que estes recém-
nascidos sdo expostos (ADLERBERTH, 2006).

A disparidade dos resultados de diferentes estudos ilustra a dificuldade para
definir a composi¢cdo da microbiota intestinal. No entanto, essas abordagens tém
indicado que a microbiota é individual e local especifica, além disso, sua diversidade
€ muito grande, com muitas novas espécies bacterianas a ser pesquisadas
(ZOETENDAL, 2008).

Estudos realizados com as técnicas de clonagem e sequenciamento tém sido
usados para caracterizar a microbiota de fezes humana. A constru¢éo de biblioteca
de 16S rRNA vem demonstrando ser uma otima técnica molecular para evidenciar a

composi¢ao da microbiota intestinal. Porém, muitos problemas surgem quando esta
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técnica € aplicada, como alto custo e viés dos iniciadores e das clonagens. Alguns
estudos com metodologias diferentes de identificacdo da microbiota fecal estdo
sendo desenvolvidos em nosso laboratorio. As amostras fecais deste grupo de
criangcas estdo sendo analisadas utilizando-se a metodologia de DGGE e PCR em
tempo real, a fim de preencher as possiveis falhas metodologicas, sendo possivel
conhecer a real diversidade da microbiota fecal deste grupo de crian¢as ao longo do
primeiro ano de vida.

Os resultados obtidos neste estudo, em conjunto com os demais realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, trazem contribuicdes relevantes acerca da evolugédo
do estabelecimento da microbiota fecal de um grupo de criangas saudaveis no

Brasil.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que:

A abordagem molecular utilizada neste estudo permitiu a analise da

microbiota fecal de um grupo de criancas de Sdo Paulo, Brasil.

e O perfil da microbiota deste grupo de criangas é diferente do que & descrito

nos paises desenvolvidos.

¢ Cada individuo possui uma microbiota particular.

¢ Ariqueza e a diversidade da microbiota fecal aumentam conforme a idade.

e A microbiota fecal deste grupo de criangas é composta predominantemente

pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes.

e A metodologia utilizada nio foi adequada para a identificacdo do género

Bifidobacterium.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Comité de Etica (Hospital Universitario ~ USP)

hoapital universitdrio
universidade de sbio paulo

S#o Panlo, 20 de agosto de 2005.

TP 5,

Profa. Dra. Magda Maria Sales Carneiro-Sampaio
Degpartamento de Imunologia

Instituto de Ciéncias Biomédicas — Edificio ICB IV
UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO.

REFERENTE: Projeto de  Pesquisa “Florda iptestinal normal da crianca:
ﬁesenvolv:memoccaractertsncas“ Reg:stro CEP:.574/05 ;

- Prezado(a) Senhor(a)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério da Universidade
de S#o Paulo, em reunifo ordindria de 19 de agosto de 2005, analisou o projeto de
pesquisa acima citado, considerande-o como APROVYADO, bem como, seu Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido, '

Lembramos que cabe ao pesqmsador glaborar e apmenhr a este Comité,
relatérios anuais (parciais ou final, em fungo da duracdo da pesquisa), de acordo com
a Resolugdo 196/96 do Conseiho Namonat de Satde, item IX.2 letra ¢
; O primeire relatério esté previsto para. 19 de agoste de 2006,

_Atcn_cwsammte,

Dra. Maris ’waa ni da Costa
] Caurxxenadom i
~ Comité de Eﬁca em quuisa~ CEP-HU!USP

cowm‘e DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA :.ssr
Avenidn Professor Lines Prestes, 2565.< (dada Lniversitichs — 0S508.50¢  Sbo Pauln~SP -
L Telns (R1)3039-9457 cm 9479 ~ Forx: (1) MO9-54S2 - Kmait: groiihe s -
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ANEXO 3 - Formulario de Consentimento Livre e Esclarecido

uisa — Flora normal da crianga: desenvolvimento e caracteristicas

3 do Paciente:

Data de nascimento:

onsavel:

reco:

Formulario de consentimento livre e esclarecido.

5 pais ou responsaveis;

Estamos realizando um estudo sobre a flora intestinal das criangas. Flora intestinal
sponde ao conjunto de bactérias que residem em nosso intestino. Essa flora intestinal € muito
tante para a saude das pessoas. Entre outras fungbes ela ajuda a estimular as defesas do
> organismo, ajuda o nosso organismo a se defender de outras bactérias chamadas
|énicas, ou seja, que tém a capacidade de causar doenga e agjudam o intestino a aproveitar
o o alimento.

Através deste estudo esperamos conhecer, por meio de exames de cultura de fezes, as
rias que fazem parte da flora intestinal de um grupo de criangas nascidas neste hospital assim
desejamos investigar os fatores que podem interferir na composicéo desta flora.

Esse conhecimento tem importancia uma vez que ainda ndo se conhece adequadamente
ocorre a formagao da flora intestinal das criangas brasileiras. Acredita-se que, sabendo-se mais
+ a forma de instalagdo da flora e como ela se mantém, seria possivel tomar medidas que
ssem o individuo a constituir uma flora mais saudavel, trazendo beneficios para a saude da
)a até a vida adulta.

Gostarfamos do seu(s) consentimento(s) para coletar amostras de fezes de sua crianga

Jicamente até ela completar dois anos de idade. As coletas estdo programadas para serem
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adas ao nascimento, com 15 dias e com 30 dias. A partir do segundo més coletariamos fezes
almente e no segundo ano de vida, a coleta de fezes seria feita a cada trés meses.

Pretendemos realizar a coleta de fezes através de um "swab anal”, que é uma haste fina de
ira com algoddo na ponta (assemelha-se ao conhecido "cotonete"), que devera ter uma
ana por¢ao introduzida suavemente no anus da crianga para retirada de uma amostra de fezes.
rocedimento ndo devera provocar dor na sua crianga e pode ser comparado a colocagédo de um
sitorio.

Nos dias das coletas sua crianga realizaria acompanhamento médico pediatrico sendo

adas as orientagbes necessarias para o crescimento sauddvel da crianca nas diversas idades.

Precisariamos colher informagdes sobre a familia e sobre o meio no qual a crianga vai morar.
ssitariamos colher continuamente informag¢des sobre os diversos alimentos que a crianga
rer, assim como informagdes sobre fatos importantes ocorridos com a crianga como doencas e
e medicagbes.

Este acompanhamentc nédo acarretar4d nenhum custo para os responsaveis, sendo toda
3sa de transporte ou outro gasto relativo a pesquisa custeado pela verba destinada a pesquisa.

A pesquisadora responsavel pela pesquisa se responsabiliza pelo bem estar das criangas
vidas na pesquisa, garantindo que nao serdo tomadas medidas que possam de alguma forma
licar as criancgas.

Uma vez levantadas as informagdes elas serdo utilizadas para publicagdo em revistas
:as e eventualmente apresentada em eventos médicos, tornando-se (teis para o saber de outros
;08 e pesquisadores.

Apesar do exposto, os responsaveis ndo devem se sentir obrigado a consentir com a
acdo da pesquisa. A crianga cujos responsaveis ndo consentirem com a pesquisa recebera toda
éncia médica e acompanhamento necessario, conforme € padronizado pelo hospital, sem
Im prejuizo. Ressaltamos ainda a crianga podera sair da pesquisa no momento que os

nsaveis julgarem necessario, sem que isso novamente, traga prejuizo para ela.

Declaro que apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que foi

ado, consinto na participacéo do meu filho no presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de 20
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