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Ramos-Carvalho, I. I. Andlise da diversidade da microbiota fecal de criancas de zero a
doze meses de idade usando o método de eletroforese em gel com gradiente
desnaturante

A microbiota intestinal humana é um ecossistema complexo que abriga centenas de
espécies bacterianas e que de um modo geral convive harmonicamente com o hospedeiro.
Essa interacdo promove o desenvolvimento e estimulacdo do sistema imune. A microbiota
tem papel primordial na satde humana por produzir nutrientes, participar no metabolismo de
carboidratos e por competir com bactérias patogénicas na colonizacdo do ambiente
intestinal. Ela alcanca sua estabilidade em torno do segundo ano de vida. O tipo de parto, de
alimentacédo, as condi¢cbes sanitarias, sociais e 0os elementos do hospedeiro, como fatores
genéticos, peristaltismo e pH intestinal, influenciam na sua composicdo. Quando haa
instalagdo de infec¢des intestinais ou uso de antimicrobianos e de imunossupressores
ocorre 0 desequilibrio desse sistema. Esse estudo tem como objetivo avaliar o
estabelecimento e a diversidade da microbiota intestinal em onze criancas a partir do
segundo dia até o décimo segundo més de vida. As amostras fecais das crian¢cas foram
coletadas no segundo e sétimo dias de vida e mensalmente do primeiro ao décimo segundo
meses de vida. As andlises de "fingerprinting" foram realizadas pelo método de eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) usando os iniciadores para a regido V3 do gene
16S rRNA. Os perfis de similaridade foram feitos a partir da construcdo de dendrogramas e
para avaliar as relacdes entre as amostras temporais das criangas e o perfil de bandas
obtido com o DGGE foram feitas analises de correspondéncia. A analise do "fingerprinting"
mostrou que cada crianca apresentou um padrdo de colonizacdo distinto. Apesar de
compartilharem algumas caracteristicas como a forma de nascimento, quadro socio-
econbmico e terem condi¢cdes sanitarias semelhantes, observaram-se diferencas no
processo de estabelecimento da microbiota de cada uma delas, o que pode ser devido aos
fatores individuais e particularidades da alimentacdo, do uso de medicamentos e das
intercorréncias infecciosas. As andlises de correspondéncia mostraram agrupamentos
temporais, onde as amostras mais tardias (a partir de 10 meses até 12 meses de idade)
estdo muito relacionadas entre si indicando o inicio da estabilizacdo da microbiota ao final
do 1° ano de vida. O uso da técnica de "fingerprinting" por DGGE permitiu uma analise

global dos estagios diferentes no estabelecimento da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Microbiota intestinal, recém-nascidos, DGGE



Ramos-Carvalho, I. I. Analysis of the intestinal microbiota of infants from zero to twelve

months years old using the method Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

The human intestinal microbiota is a complex ecosystem that homes hundreds of bacterial
species, which generally live in harmony with the host. This interaction promotes the
development and stimulation of the immune system. The microbiota plays a major role in
human health by producing nutrient involved in carbohydrate metabolism and competes with
pathogenic bacteria in the colonization of the intestinal environment. The stability is achieved
around the second year of life. The type of delivery, food, sanitation, and social elements of
the host, such as genetic factors, peristaltism and intestinal pH, influence their composition.
The imbalance of this system happens due the installation of intestinal infections, in the use
of antibiotics and immunosuppressants. The aim of this study is to evaluate the
establishment and the diversity of the intestinal microbiota of eleven children from the second
day of life until the twelfth month of life. The fecal samples were collected from children in the
second and seventh days of life and monthly from the first month to the twelfth month of life.
Analyses of fingerprinting was performed by the method of denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) using the primers for the V3 region of the 16S rRNA gene. The
similarity profiles were made with the construction of dendrograms and to evaluate the
relationships between the temporal samples of children and the profile obtained from the
DGGE bands were made the correspondence analysis (CA). The fingerprinting analysis
showed that each child had a distinct pattern of bands. Although sharing some
characteristics such as delivery mode, socio-economic context and similar health conditions
were observed differences in the process of establishment of the microbiota of each, which
may be due to individual factors, the use of medicine and infectious complications. The
correspondence analysis showed temporal clusters, where the later samples (from 10
months to 12 months of age) are closely related to each other indicating the beginning of the
stabilization of the microbiota at the end of the first year of life. Using the technique of
fingerprintin by DGGE allowed a comprehensive analysis of different stages in the intestinal

microbiota establishment.

Keywords: Intestinal microbiota, infants, DGGE
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1. Introducao

A microbiota intestinal tem um importante papel na saude humana. Esta
microbiota € composta por uma grande diversidade e desempenha diferentes
funcdes no hospedeiro humano, como a protecdo constituindo uma importante
barreira contra micro-organismos patogénicos além de participar do metabolismo de
carboidratos, produzir nutrientes e ainda esta diretamente envolvida na modulagéo
do sistema imune (PENDERS, 2006).

O inicio da colonizagdo do trato gastrointestinal ocorre logo ap6s o
nascimento. A partir desse momento come¢a uma sucessdo ecoldgica na
composicdo da microbiota intestinal humana (FAVIER, 2002). Os primeiros micro-
organismos que colonizam o trato gastrointestinal (TGI) do recém-nascido sao as
bactérias provenientes da mée e do meio ambiente. Desta forma o primeiro fator
determinante na composi¢cdo da microbiota intestinal é a forma de nascimento.
Criangas nascidas por parto normal sdo colonizadas inicialmente por bactérias da
microbiota vaginal materna. As primeiras bactérias que colonizam o TGl séo as
bactérias anaerdbias facultativas e posteriormente bactérias anaerobias como
Bifidobacterium e Bacteroides. Criangas nascidas por parto cesareo sao colonizadas
primeiramente pelas bactérias presentes no ambiente hospitalar. A microbiota
dessas criancas se apresenta mais heterogénea em relacao as de criancas nascidas
por parto normal (CAMPEOTTO, 2007).

Outros fatores que influenciam inicialmente a composicdo da microbiota
intestinal sdo a prematuridade, enterocolite necrosante, doenca inflamatoria
intestinal, condicbes de higiene e tipo de aleitamento (PENDERS, 2006). Criancas
nascidas prematuramente tem um retardo no processo de colonizacédo da microbiota

intestinal.

A influéncia do aleitamento no recém-nascido influencia na composi¢do da
microbiota. Em recém-nascidos amamentados por formulas foi observada uma maior

densidade de Clostridium sp, Bacteroides, Enterococos e Enterobactérias em



Pagina |16

relacdo aos recém-nascidos amamentados com leite materno (ADLERBERTH,
2008).

O leite materno contém os nutrientes necessarios ao crescimento do recém-
nascido e também contém uma grande variedade de fatores protetores como
imunoglobulinas (IgA), acidos graxos, oligossacarideos, lisozima e lactoferrina.
Esses fatores protegem o recém-nascido de infeccdes (MATIN, 2007). Os grupos
bacterianos mais frequentemente encontrados no leite materno séo estafilicocos,
estreptococos, corynebacterias, lactobacilos, micrococos, propionibacterias e
bifidobactérias. A origem dessas bactérias € a microbiota existente na pele e no
mamilo (MORELLI, 2008). O predominio de bifidobactérias em recém-nascidos
amamentados com leite materno se da pelo fato do leite materno conter
galactoligossacarideos que atuam como prebidticos para as bifidobactérias
(GRONLUND, 2007).

Ao longo do trato gastrointestinal existem diferentes ambientes que variam em
potencial de 6xi-reducéo, pH, disponibilidade de nutrientes e velocidade de fluxo.
Essas diferencas nos ambientes refletem na composicdo da sua microbiota
(OUWEHAND; ISOLAURI; SALMINEN, 2002). Na cavidade oral encontram-se mais
de 400 espécies bacterianas, sendo os géneros mais comumente encontrados:
Streptococcus, Veillonella e Actinomyces. O es6fago ndo apresenta uma microbiota
residente. Devido ao baixo pH do estdmago a concentracdo da microbiota nesse
ambiente é muito baixa varia de 0 a 10 2 UFC/ mL de suco gastrico. Os micro-
organismos encontrados no estomago sdo Candida, Lactobacillus, Streptococcus,
Helicobacter pylori e Peptostreptococcus (OUWEHAND; ISOLAURI; SALMINEN,,
2002).

No duodeno a composicdo da microbiota, composta principalmente por
Lactobacillus e Streptococcus, relembra a composi¢cdo da microbiota do estdmago
devido ao seu baixo pH. No jejuno h4d um aumento no pH, que passa para 8,
observa-se 0 aumento na concentragcdo da microbiota que agora esta em torno de
10 ° a 10 " UFC/ mL de conteldo intestinal. Sua microbiota normalmente é composta
por  Streptococcus, Lactobacillus, Haemophilus, Veillonella, Bacteroides,
Corynebacterium e Actinomyces (OUWEHAND; ISOLAURI; SALMINEN, 2002). Devido

a passagem lenta através do ileo ocorre um pequeno aumento na concentracdo da
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microbiota nesse ambiente, 10 * a 10 8 UFC/ mL, composta de bactérias anaerébias
facultativas como enterobactérias e enterococos e anaerObias estritas como
Bacteroides, os géneros Veillonella, Clostridium, Lactobacillus (OUWEHAND;
ISOLAURI; SALMINEN,, 2002).

O célon apresenta a maior densidade e diversidade na microbiota em relacéo
ao restante do organismo. Aqui a concentracdo de micro-organismos esta entre 10 *
a 10 > UFC/ mL de conteldo intestinal (OUWEHAND; ISOLAURI; SALMINEN,, 2002).
As amostras que sdo colhidas por biépsia do cdlon intestinal ndo estédo livres de
contaminagdo, pois o fluido fecal estd constantemente presente na mucosa
intestinal. Porém ainda ndo estéa claro na literatura se o que esta sendo descrito € a
composicdo da microbiota da mucosa ou da contaminacdo pela comunidade fecal.
Deste modo, alguns estudos demonstraram que a microbiota fecal reflete a
microbiota do colon intestinal (TANNOCK, 2005).

Como descrito anteriormente 0s principais micro-organismos que inicialmente
colonizam o trato gastrointestinal de recém-nascidos sao as bactérias anaerobicas
facultativas, como Escherichia coli, outras enterobacterias, estafilococos,
estreptococos e enterococos. Estes micro-organismos modificam o ambiente
intestinal, consumindo o grande teor de oxigénio inicialmente encontrado, tornando o
intestino um ambiente propicio para a colonizagcdo por bactérias anaerdbias
obrigatdrias, como os bacteridides, bifidobactérias e fusobactérias (ADLERBERTH,
1999).

Estas modificacbes acontecem em torno da primeira semana de vida, e
acredita-se que o processo de instalacdo da microbiota alcance estabilidade em
torno do segundo ano de vida da crianca. A partir deste periodo, embora a
microbiota intestinal permaneca em interagdo permanente com micro-organismos do
meio ambiente, sua composicdo se mantém estivel. AlteragBes neste equilibrio
poderdo ser observadas em condi¢cdes patoldégicas como por ocasidao de infeccdes

intestinais, uso de antibioticos e tratamento imunossupressor (SCHIFFRIN, 2002).

Para colonizar permanentemente um sitio do intestino, que
caracteristicamente tem uma elevada atividade peristaltica, a maioria das bactérias

precisa aderir firmemente ao epitélio da mucosa. Os componentes dos ecossistemas
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bacterianos competem para ocupar 0s receptores em diferentes sitios de adeséao
(FANARO et al., 2003).

A microbiota intestinal € composta por uma microbiota residente chamada
indigena ou autoctone, que convive harmonicamente com o hospedeiro, tornando-se
patogénica somente quando o ecossistema € perturbado de alguma forma. Sua
populacdo, uma vez estabelecida, tende a ser estavel em tamanho e ao longo do
tempo, sem a necessidade de reintroducbes periddicas de bactérias (MACKIE;
SGHIR; GASKINS, 1999).

Bactérias que apenas passam através do TGl provenientes do meio
ambiente, mas que ndo tém capacidade ou nédo encontram condi¢cfes apropriadas
para se estabelecerem, sdo chamadas aléctones. As bactérias aléctones, portanto,
nao colonizam o intestino, exceto em circunstancias anormais (MACKIE; SGHIR;
GASKINS, 1999). A estabilidade da microbiota € um processo ativamente mantido
através das inter-relacdes entre bactérias e entre estas e o hospedeiro (SCHIFFRIN;
BLUM, 2002).

A microbiota bacteriana intestinal normal tem papel fundamental na protecéo
ecologica do hospedeiro impedindo o estabelecimento de bactéria patogénica no
TGI. Este fenbmeno é conhecido como ‘“resisténcia a colonizagao”, “interferéncia
microbiana” ou “efeito barreira”. Entre os mecanismos usados pelas bactérias
aponta-se a producdo de substratos que inibiria o crescimento das bactérias
patogénicas (antagonismo), competicdo por nutrientes e competicdo por sitios de
adesdo (THOMPSON-CHAGOYAN; MALDONADO; GIL, 2007).

O intestino é o0 maior 6rgao imunoldgico do organismo humano. Ele produz a
maior parte de anticorpos de todo o organismo, aproximadamente 40 mg/kg de
massa corpoéreal/dia, e contém 80% de todas as células produtoras de anticorpos do
organismo (HELGELAND, 1999 em OUWEHAND, 2002). A mucosa intestinal
humana é a principal interface entre o sistema imunolégico e o ambiente externo. A
microbiota tem efeito estimulante no desenvolvimento do sistema imunolégico do
hospedeiro. Nos animais de experimentacdo isentos de bactérias, os nodulos
linfaticos sdo menores e menos comuns. O efeito estimulante da microbiota no
tecido imunolégico do hospedeiro acredita-se estar envolvido em aspectos da

resisténcia que sédo importantes nos estagios inicias das infec¢des pelos patdgenos.
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No TGI existe um estado de modulacdo imunoldgica constante. A0 mesmo tempo
em que o sistema imunologico estd pronto para reagir contra bactérias patogénicas,
€ capaz também de se manter tolerante em relacdo a microbiota, sendo esta
capacidade chamada de tolerancia oral, que é um processo ativamente mantido
(PENNA; NICOLI, 2003; SCHIFFRIN, 2000).

A mucosa intestinal representa a interface entre o organismo e 0 meio externo
nela estéo localizados linfécitos intra-epiteliais, principalmente linfécitos T citotoxicos
e supressores e linfocitos B que secretam imunoglobulina IgA. Os linfécitos também
estdo organizados na mucosa em estruturas linféides MALT (mucosal-associated
lymphoid tissue), no caso do intestino GALT (gut- associated lymphoid tissue)
(MAGALHAES; TATTOLI; GIRARDIN, 2007). O epitélio intestinal é recoberto por uma
camada de muco que o separa do liumen intestinal e é composto principalmente por
mucinas, que sdo glicoproteinas secretadas pelas células caliciformes. As mucinas
formam a primeira barreira de defesa entre 0 meio externo e as células epiteliais. O
epitélio é formado majoritariamente por células epiteliais polarizadas. Essas células
estdo conectadas umas as outras pelas “tight junctions” o que modula a
permeabilidade do epitélio. Outra barreira importante do mecanismo de defesa néo
especifico € a producdo de peptideos antimicrobianos pelas células de Pannet
presentes nas criptas da mucosa intestinal. Na imunidade inata as células de defesa
(macrofagos, neutréfilos e células dendriticas) respondem inicialmente através de
receptores de reconhecimento de padrées moleculares nos micro-organismos
denominados PRR (pattern recognition receptors). Os micro-organismos possuem
estruturas chamadas de padrbes moleculares associados a patégeno (PAMP) que
sdo reconhecidas pelos PRR. Quando h& o reconhecimento de micro-organismos
pelos macréfagos ocorre a ativacdo de sinais para a fagocitose e resposta
inflamatéria. As bactérias que atravessam as mucinas e que resistem aos peptideos
antimicrobianos se aproximam intimamente ao epitélio e sdo reconhecidas pelos
receptores localizados na membrana chamados de TLR (Toll-like receptors).
Diferentes TLR reconhecem diferentes estruturas microbianas, TLR2 reconhece
peptideoglicano e &cido lipoteicbico; TLR3 reconhece RNA- dupla-fita, em virus;
TLR4 reconhece lipopolissacarideos (LPS), componente da parede de bactérias
Gram-negativas; TLR5 reconhece a flagelina. A ligacdo desses receptores com as

estruturas dos micro-organismos ativa quinases e fatores de transcricdo, como NF-
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kB e STAT-1, com subsequente producdo de mediadores inflamatdrios, como
citocinas e quimiocinas. No citossol dos fagocitos ha outra classe de receptores de
reconhecimento de padrdes denominados NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain). NOD1 e NOD2 estdo envolvidos no reconhecimento de peptideoglicano e
esse reconhecimento também ativa via de sinalizacdo NF-kB induzindo a producéao
de mediadores inflamatdérios e ativacdo de apoptose de macrofagos (MAGALHAES,
2007; KELLY, 2005; TLASKALOVA-HOGENOVA, 2011).

As bactérias ndo patogénicas da microbiota intestinal inibem a ativagédo da via
inflamatéria desencadeada por NF-kB (MAGALHAES; TATTOLI; GIRARDIN, 2007).
Para a ativacao via TLR4 € necessario o reconhecimento do co-receptor CD14 nos
macréfagos. Como nos macrofagos intestinais hd uma baixa expressédo de CD14
nao se tem a cascata de sinalizagdo ativada a todo momento, o que explicaria a
resisténcia aos efeitos pro-inflamatérios ocasionados pela microbiota residente
(TLASKALOVA-HOGENOVA, 2004).

BN

Outra funcdo atribuida a microbiota intestinal estd relacionada a sua
contribuicdo para a nutricdo e metabolismo do hospedeiro. Esta contribuicdo pode
ser evidenciada pela sua capacidade de interferir no pH do intestino e na motilidade
intestinal, favorecendo a absorcdo de ions e agua e na diferenciacdo de células da
mucosa. A microbiota ainda exerce atividade enzimatica produzindo vitamina K e

outras vitaminas (LIN et al., 2005).

As bactérias sdo responséaveis pela fermentacdo de uma série de substratos
gue chegam ao lumem colénico ndo digeridos, principalmente carboidratos. A
maioria dos produtos acidos resultantes desta fermentacdo é reabsorvida pela
mucosa coldnica, ocorrendo o chamado salvamento energético (PENNA; NICOLI,
2003).

O organismo humano nao possui algumas enzimas necessarias para a
fermentacéo de alguns carboidratos. Esses carboidratos sdo metabolizados no célon
pelas bactérias sacaroliticas e transformados em substancias que podem ser usadas
pelo organismo como os acidos graxos de cadeia curta (SCFA). Em particular o
butirato que é absorvido no epitélio e tem papel na proliferacdo celular, sintese de
membrana, na absor¢cdo de sédio e inibe a producdo de citocinas pro-inflamatorias
(MAGALHAES; TATTOLI; GIRARDIN, 2007).
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Como descrito anteriormente, a composicdo e atividade da microbiota
intestinal indigena tem uma enorme importancia nos processos imunolégicos,
nutricionais e patogénicos no ser humano, em consequéncia na manutencdo da
saude do individuo. O conhecimento, portanto da microbiota permite a utilizacdo de
diferentes estratégias com o intuito de manipular as populacdes bacterianas e
promover a saude. Entretanto, a complexa microbiota do adulto é dificil de
manipular. Sabe-se que as primeiras bactérias que colonizam o TGI parecem ter um
importante papel na regulagdo da colonizagdo subsequente. Estas bactérias iniciais
poderiam modular a expressdo genética das células epiteliais do hospedeiro,
criando, portanto, um ambiente favoravel para elas mesmas, e podendo prevenir o
crescimento de outras bactérias introduzidas posteriormente. Assim a qualidade da
colonizagdo inicial do intestino teria possivelmente, um papel critico no processo de
selecdo entre os diferentes géneros bacterianos, trazendo consequéncias para toda
a vida (GROLUND et al., 1999). Fica claro que um maior impacto poderia ser obtido

com intervencdes na fase de instalagdo da microbiota na infancia.

O manejo da microbiota intestinal durante o periodo de colonizagdo tem sido
sugerido através do uso de prebidticos, que sdo componentes alimentares nao
digeridos pelo organismo humano e que possuem efeito benéfico por estimular o
crescimento e/ou atividade de bactérias no colon promovendo assim a saude
(SHERMAN et al., 2009) e probidticos, micro-organismos vivos que estimulam a
imunomodula¢cdo na mucosa intestinal, 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 intervencdes neste processo (FANARO
et al, 2003).

O trato gastrointestinal (TGI) alberga o maior numero e a maior diversidade de
colecdes bacterianas que colonizam o corpo humano. Embora as bactérias possam
ser encontradas em todo TGI, maior nimero de bactérias residem no coélon e ceco.
Mais de 99% da microbiota fecal cultivavel é representada por apenas 30-40 % das
espécies bacterianas, refletindo a dificuldade ainda existente em se conhecer toda a
diversidade de micro-organismos que residem no TGI. Avangos neste campo de
conhecimento foram obtidos com a utilizacdo dos métodos moleculares, permitindo a
identificacao de bactérias nao cultivaveis (PEARSON; LIMPMAN, 1988).
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A microbiota intestinal humana tem sido tradicionalmente comparada pela
andlise de isolados a partir de métodos de culturas de anaerdbios estritos e
facultativos. O conhecimento da microbiota intestinal humana ainda € bastante
restrito quando nos atemos aos estudos baseados em métodos de cultivo (HAYSHI
et al., 2003).

Um marco decisivo para evolucdo dos métodos de analise das comunidades
bacterianas foi a descoberta de uma sub-unidade do RNA ribossomal, 0 16S rRNA
gue contém regides de sequéncias de bases de nucleotideos, que sdo altamente
conservadas dentro do dominio bacteriano, e que sédo intercaladas por regides
variaveis a altamente variaveis (Regidoes V1-V9). A partir disto, foram desenvolvidos
métodos moleculares para estudo da microbiota fecal, nos quais as bactérias
constituintes de uma amostra fecal sdo identificadas a partir do seu material genético
(16S rRNA) presente na amostra, independente de serem ou nao cultivdveis
(TANNOK, 2005).

Diferentes métodos moleculares podem ser utilizados para a analise
filogenética da microbiota intestinal. A construcdo de bibliotecas gendmicas €
considerada padréao ouro para analises de filogenia da microbiota intestinal humana.
Essa técnica baseia-se na amplificacdo do gene 16S rRNA, seguindo-se da
clonagem desse produto de amplificacdo e posterior sequenciamento e andlise dos
clones gerados (ZOETENDAL et al., 2011).

No método de FISH (Hibridizagdo Fluorescente In Situ) séo utilizadas sondas
de oligonucleotideos marcadas com componente fluorescente que hibridizam com o
material genético presente na amostra. O método quantifica 0s micro-organismos
marcados na amostra (FAVIER, 2002; ZOETENDAL et al, 2011).

A técnica de PCR em tempo real também tem sido utilizada para a
guantificacdo de diferentes grupos filogenéticos com a utilizagdo de iniciadores e
sondas grupo-especificos. A metodologia apresenta grande sensibilidade, pois pode
identificar a presenca de micro-organismos em quantidades inferiores as
necessarias nas outras metodologias convencionais devido ao menor limite de
deteccdo da técnica (ZOETENDAL et al., 2011).

Algumas variacbes das técnicas moleculares foram introduzidas com o

objetivo de melhor entender a dindmica da microbiota intestinal como o método de
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eletroforese em gel com gradiente de desnaturante (DGGE) com o qual se pode
determinar, descrever e monitorar a diversidade da comunidade microbiana de
amostras de fezes. A técnica de DGGE, quando combinada com o sequenciamento
de clones de 16S rRNA, permite a determinagao da taxonomia dos membros de uma
comunidade microbiana (FAVIER; VOS; AKKERMANS, 2003). Esta metodologia tem
sido empregada para se analisar a estrutura e a evolugdo de comunidades
bacterianas e determinar sua dinamica em resposta a variacbes ambientais
(ERCOLINI, 2004). Dessa forma o DGGE € uma ferramenta na deteccdo de
mudancas na estrutura de comunidades microbianas em funcdo da evolugéo

temporal.

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 uréia e formamida, em uma temperatura de 60°C. A medida que
migram pelo gel, as fitas de DNA alcancam uma concentracdo especifica de
desnaturacdo e se dissociam progressivamente devido a composicdo de bases
(GROMPE, 1993). A separagao por eletroforese em gel de agarose convencional
resultaria em uma Unica banda néo descritiva (MUYZER; SMALLA, 1998).

Embora para a andalise da microbiota intestinal humana e animal é
frequentemente empregado o uso de iniciadores para as regides variaveis V6-V8,
estas, apresentam valores de riqueza menores quando comparados as regioes V3-
V5. Além disso, a regidao V3 apresenta o maior niumero de bandas no gel de DGGE
resultando em um perfil mais informativo (YU; MORRISON, 2004).

Apesar da importancia do tema exposto, ainda existem lacunas no
conhecimento sobre o0 ecossistema intestinal, seu desenvolvimento e suas
caracteristicas, sendo o déficit de informacf6es em nosso pais mais acentuado, ndo
tendo sido encontrada literatura sobre a instalacdo e composicdo da microbiota

intestinal das criancas brasileiras.

Neste estudo, com o uso da técnica de PCR-DGGE, foi analisada a evolucao da
comunidade bacteriana de uma mesma crianca ao longo de seu primeiro ano de
vida bem como a diversidade bacteriana entre criancas pertencentes a uma mesma

comunidade expostas a condi¢cdes ambientais diversas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o estabelecimento e a diversidade da microbiota bacteriana do tubo

gastrintestinal de lactentes humanos em estudo longitudinal durante o primeiro ano
de vida.

2.2 Objetivos especificos

e Acompanhar a instalacéo da microbiota intestinal no recém-nascido desde
0 nascimento até completar o primeiro ano de vida analisando a sua

composicao e a evolucao temporal.

e Observar a relacdo do aleitamento, do desmame e da dieta com a

colonizacéo intestinal.

e Observar a relacao das intercorréncias infecciosas e uso de medicacdes

na instalagéo ou estabilidade da microbiota.
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3. Materiais e métodos

3.1 Amostragem

O grupo estudado foi composto por onze lactentes nascidos no Hospital
Universitario — USP (HU-USP).

Foram selecionadas criancas de méaes saudaveis que realizaram o pré-natal
no HU-USP, nascidas a termo por parto vaginal, com peso adequado (entre 2.500 e

4.000g), sem nenhuma enfermidade aparente e indice de Apgar > 8.

3.2 Coleta do material

No estudo foram analisadas amostras de fezes coletadas no 2° e 7° dias de
vida e mensalmente a partir do primeiro ao décimo segundo més de vida (Tabela 1).
As coletas das amostras de fezes foram realizadas por duas metodologias. As
amostras de 2 dias a 3 meses foram coletadas pos-evacuacdo e suspensas em
solucédo TE (10 mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,6), enquanto as amostras de fezes
de 4 a 12 meses foram coletadas pds-evacuacdo e mantidas a seco sob refrigeracao
até o momento da entrega no Centro de Saude-Escola Butantd (CSEB).

As amostras de fezes foram transportadas refrigeradas até o laboratorio.
Onde entdo, foram aliquotadas em 200mg e armazenadas em freezer -80°C até o

momento da andlise.



Tabela 1 — Amostras de fezes coletadas

Amostras de fezes

Periodo de Crianga Crianga Crianca Crianga Crianca Crianga Crianga Crianga Crianca  Crianga  Crianca
coleta 1 2 3 6 7 8 12 13 14 15 17
2 dias 2A/2B 3.1 - 7.1 - 12.1 13.1 14.1 15.1 17.1
7 dias 1.2 2.2 - 6.2 7.2 - 12.2 13.2 14.2 15.2 17.2
1 més 1.3 - 3.3 - - - 12.3 13.3 14.3 15.3 17.3

2 meses - - - - - 8.4 12.4 - - 15.4 -
3 meses 1.5 - - 6.5 7.5 8.5 - - 14.5 - -
4 meses - 2.6b 3.6 - 7.6 8.6 - - - - -
5 meses 1.7 . 3.7 . . . . . 14.7 15'15;“{’38 ¢ 177
6 meses 1.8 2.9 - - - - 13.8 14.8 15.9 17.8
7 meses - - 3.9 - - - 12.9 13.9 14.9 15.10 17.9
8 meses 1.9 - - 6.11 7.8 8.8 12.10 13.10 14.10 15.11 -
9 meses - - 3.11 6.12 8.9 12.11 13.11 14.11 15.12 17.10

10 meses 1.11 2.13 3.12 6.13 7.10 8.10 12.12 13.12 14.12 - 17.11

11 meses 1.12 2.14 3.13 - 7.11 8.11 - 13.13 14.13 - 17.12

12 meses 1.13 2.15 3.14 - 7.12 8.12 12.13 13.15 14.14 15.16 -

13 meses 1.14 2.16 - - - - 12.14 - - - 17.13

15 meses - - - - 7.15 - - - - 15.17 17.14

16 meses - - - - - - 12.15 13.16 - - -




3.3 Acompanhamento e registro de informacdes

Foram coletadas informacdes concernentes a condi¢cdo socio econdmica
da familia como renda familiar, tipo de moradia, nimero de moradores na

residéncia e condicfes sanitarias.

A dieta da crianca foi acompanhada periodicamente e registrada a forma
de aleitamento e periodo, época de introdu¢cdo de novos alimentos e
especificacdo dos mesmos. As maes registraram as informacfes em formulario
padronizado. Os registros das informagdes foram feitos durante o
acompanhamento mensal da crianga. Foram registradas as ocorréncias de
intercorréncias infecciosas e uso de medicamento, como 0 uso de

antimicrobianos (Tabela 2).

3.4 Aspectos éticos

O estudo foi iniciado apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
do HU (Anexos 1 e 2). As mées foram informadas através de linguagem clara
sobre 0s objetivos da pesquisa, os métodos de investigacdo empregados e da
necessidade de acompanhamento periddico de suas criancas. ApoOs
esclarecimento verbal realizado pela pesquisadora executante do estudo e o
consentimento da mae foi assinado o termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 3).

Toda necessidade da crianca durante o periodo do estudo, no que se
refere ao uso de drogas e eventuais mudancas dietéticas foram respeitadas,

sendo este um estudo de observagao e néo de intervengéo.



Pagina |28

3.5 Andlise da diversidade da microbiota intestinal

Na analise da diversidade da microbiota intestinal empregou-se a
metodologia da eletroforese em gel com gradiente de desnaturante (DGGE). O
DNA total foi extraido das amostras de fezes e os fragmentos da regido V3 do
16S rRNA foram amplificados por PCR com a utilizagdo de oligoiniciadores
especificos para essa regido do gene. Os produtos de PCR foram separados

por DGGE. Para essa analise foram utilizados os procedimentos a seguir:

3.5.1 Extrac&o de DNA

A obtencdo do DNA do material fecal coletados em suspensdo na
solucéo de TE (10 uM Tris-HCI; 0,1 uM EDTA; pH 7,6), foi feita de acordo com
Ausubel et al. (1999), com algumas modificacfes. As amostras de fezes foram
fracionadas em aliquotas de 560 uL e acrescidas de 30 uL de dodecil-sulfato
de sodio (SDS), a 10 %, e 6 uL de proteinase K (20 mg/ mL). Apos
homogeneizacdo em vortex, as amostras foram incubadas a 37 °C, por 1h.
Apés incubacdo, foram adicionados 100 uL de NaCl (5 M) 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.
Apos o periodo de incubacao, foram adicionados 720 uL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) e as amostras foram centrifugadas a 200 g, por 5 minutos, a 4
°C.

Apés a centrifugacdo, 650 uL do sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo e foi adicionado o mesmo volume de solugdo contendo
cloroférmio/alcool isoamilico. Ap6s a homogeneizagdo, as amostras foram
centrifugadas nas mesmas condicfes acima. Este procedimento foi repetido
por 4 vezes. O sobrenadante total foi coletado e adicionaram-se 390 puL de
isopropanol, o tubo foi levemente homogeneizado e centrifugado a 200 g, por

30 minutos.
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Foi descartado o sobrenadante e o sedimento lavado com 1 mL de
etanol 70% gelado e as amostras centrifugadas nas mesmas condi¢cdes acima
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado o sedimento ressuspenso em
100 uL de H20 MilliQ estéril, incubados a 37 °C, por 1 hora, para completa

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

A obtencdo do DNA do material fecal coletado diretamente em frasco
seco foi alisada segundo HAYASHI et al (2003), utilizando o kit para isolamento
de DNA gendmico de amostras de fezes QIAmp DNA Stool Mini (Quiagem) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A quantificacdo de DNA extraido das
fezes foi feita no NanoDrop (Thermo Scientific) e a qualidade do material
genético avaliada através de eletroforese em gel de agarose 0,1%. O DNA

extraido foi mantido a temperatura de — 20 °C para conservagao.

3.5.2 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Na reacdo de PCR foi utilizado um par de iniciadores para a regido
variavel V3 (F338-GC 5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG -3 e R518 5- ATT
ACC GCG GCT GCT GG -3’) do gene 16S rRNA bacteriano (MUYZER; WAAL;
UITTERLINDEN, 1993). A reagéo foi otimizada para um volume final de 25 pL:
tampéo 1X, MgSO,4 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, oligoiniciadores 0,2 mM, Taq hi-
fidelity 0,1 U (Invitrogen) e 20 ng DNA. Foi empregado o seguinte programa de
amplificacéo: 97°C por 3 minutos, 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 56°C por 20

segundos e 68°C por 40 segundos e uma extensao final a 68°C por 7 minutos.

3.5.3 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Os fragmentos da amplificacdo pela reacdo de PCR da regido V3 do
gene 16S rRNA com tamanho de 180pb foram separados em gel de

poliacrilamida com gradiente de desnaturante. Foi aplicado no gel em média
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750 ng de DNA amplificado de cada amostra e controles. A separacdo dos
fragmentos permite a avaliagao do perfil da diversidade da microbiota intestinal
das criancas através do padrdo de bandas obtido (MUYZER; WAAL;
UITTERLINDEN, 1993).

Para a eletroforese em gel com gradiente de desnaturante (DGGE)
utilizou-se o sistema DCode (BioRad, The DCode™ Universal Mutation
Detection System) com um gel vertical de poliacrilamida com concentragdo de
8% (acrilamida/bis-acrilamida, 37,5:1) e dimensfes 160 X160 X 1 mm em
tampdo TAE 0,5 X pH8 e com um gradiente de desnaturante entre 30 e 70%
(solucdo desnaturante 100%: uréia 7M e formamida 40%). A eletroforese foi
processada a 60°C, 60 V por 16 h em tampao TAE 0,5 X (BURR et al., 2006;
FAVIER, 2002; SUCHODOLSKI et al., 2004).

A coloracdo do gel foi feita com solucdo de AgNO; a 0,1%
(SANGUINETTI; NETO; SIMPSON, 1994). Apé6s a coloracdo dos geéis, suas
imagens foram normalizadas e analisadas no software BioNumerics

(BioNumerics 6.6, Applied Maths, Bélgica).

3.5.4 Sequenciamento de bandas do DGGE

As bandas presentes em cada perfil representam a populagéo
dominante na comunidade microbiana que esta sendo estudada. Flutuacdes na
microbiota ao longo do tempo, isto é, o0 aparecimento e o desaparecimento de
bandas dos perfis, refletem a mudanga na composicdo da comunidade
microbiana. Devido ao fato de poder haver concatenacdo de bandas no gel de
DGGE, para a identificacdo de determinada banda, foi realizada a clonagem

seguida de sequenciamento do DNA extraido dessa banda.

A banda de interesse foi cortada do gel de poliacrilamida e incubada por
24 horas a 4°C em 35 uL de agua ultra pura estéril para eluicdo do DNA. 5 uL
do DNA eluido foram utilizados para a reamplificacdo do fragmento. Foi

realizada a mesma reagdo, mas com o iniciador F338 sem o grampo de GC. Ao



Pagina |31

término da reacao foi adicionada ao produto uma cauda poliA para aumentar a

eficiéncia da clonagem.

Apos a reamplificagédo o produto de PCR foi avaliado quanto a qualidade
e especificidade da reacéo através de eletroforese em gel de agarose 0,1 %. O
produto de PCR foi purificado com kit comercial lllustra bacteria genomicPrep

Mini Spin (GE) conforme as instru¢gdes do fabricante.

Na clonagem a reacdo de ligagdo entre inserto e vetor foi feita com o
produto de PCR purificado e o vetor pCR2.1-TOPO do TOPO-TA-Cloning kit
(Invitrogen) seguindo as instrucbes do fabricante. O produto de ligacdo foi
inserido em células competentes DH5a por choque térmico e semeado em
placas de LB-agar contendo Kanamiciana com concentragdo final de 50 mg/
mL. As placas foram incubadas por 18-24 horas a 35 + 2 °C. O lisado
bacteriano de cada clone selecionado na placa de LB-agar-Kanamicina foi

amplificado em reagcéo de PCR com o iniciador M13.

Para a reagcdo de sequenciamento foi utilizada uma concentracdo de 3
ng/uL do produto purificado da amplificagdo com o iniciador M13 e seguido o
protocolo do kit Byg Dye terminator (Applied Biosystems). O iniciador utilizado
nessa etapa foi o T7. A eletroforese em sequenciador foi realizada no
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP. As sequéncias
de nucleotideos obtidas dos cromatogramas foram comparadas ao banco de

dados do NCBI através do programa BLAST.
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3.6 Andlises de dados

3.6.1 Anédlises de agrupamento

A andlise de agrupamento separa as amostras em grupos que
compartilham caracteristicas semelhantes (perfis de conjuntos de bandas) a
partir de uma matriz de similaridade que foi gerada da matriz presenca e
auséncia obtida dos dados dos géis de DGGE. O grafico gerado por essa
técnica denomina-se dendrograma, que em forma de arvore relaciona o nivel
de similaridade (em escala numérica continua) na vertical e as amostras na
ordem de agrupamento na horizontal (ALVES; BELDERRAIN; SCARPEL, 2007).

Para a avaliacdo do perfil da diversidade das amostras e célculo do
coeficiente de Dice, com tolerdncia de 1 %; método UPGMA utilizou-se o
programa BioNumerics (BioNumerics 6.6, Applied Maths, Bélgica). O
coeficiente de similaridade entre duas amostras leva em consideracdo o
namero total de bandas apresentadas no DGGE e o numero de bandas
comuns, presentes nessas duas amostras. A equacdo Cs = [(2 x J)/(a + b)] x
100 foi utilizada para o calculo do coeficiente de similaridade (Cs) entre duas
amostras (ex.. amostra 1 e amostra 2). Onde a é o numero de bandas da
amostra 1, b € o nimero de bandas da amostra 2 e J é o numero de bandas
comuns entre as duas (SUCHODOLSKI et al., 2004).Para dois perfis idénticos
no DGGE o valor do coeficiente de similaridade € de 100 %, e perfis

completamente diferentes tem valores iguais a zero %.

3.6.2 Andlises de correspondéncia

Analise de correspondéncia € uma forma de analise multivariada para o
estudo das comunidades microbianas. Associa o perfil de bandas com a

evolucdo temporal da crianca, bem como, faz associacdo com os dados de
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fatores externos como aleitamento, alimentacdo, o0 uso de medicamentos e

ocorréncia de quadros infecciosos.

A AC estuda a correspondéncia entre variaveis atribuindo-lhes dados
nominais enquanto a andlise de agrupamento atribui valores numéricos de
distancia. Esse método permite a visualizacdo grafica das relacbes mais
importantes entre as variaveis de um conjunto (ALVES, 2007). A AC parte de
um conjunto da matriz de dados de presenca/auséncia e origina um gréfico
bidimensional que exibe as colunas (bandas/espécies) e linhas (amostras
temporais) dessa matriz como pontos de um espaco vetorial estabelecendo
relacdes entre elas (NETO; MOITA, 1998). Nessa representacao bidimensional
€ possivel observar pontos mais proximos (mais semelhantes e mais
relacionados entre si) e pontos mais distantes. A associa¢cdo das variaveis que
sdo geradas no grafico é devida as relacbes que existem entre essas variaveis
(FREITAS; JANISSEK-MUNIZ, 2008). Em relacdo as bandas (espécies), quanto
mais proximas e direcionadas elas estdo em relacdo a uma amostra mais

especifica essa banda (espécie) é dela.

A analise de correspondéncia canbnica (AC) é feita a partir das variaveis
contidas na matriz de presenca e auséncia (dados binarios) gerada pelos
dados obtidos nos géis de DGGE.

Pela AC é possivel identificar a particularidade da presenca de
determinada espécie, neste caso, de bandas, que esta relacionada a um
determinado quadro (idade, alimentacdo, medicamentos, doencas). Desse
modo com o uso da AC podemos confirmar os dados gerados pela analise de

agrupamento baseada nos dados de DGGE.

Na analise multivariada as técnicas utilizadas (AC, por exemplo)
analisam simultaneamente todas as varidveis na interpretacdo teorica do
conjunto de dados (amostras temporais e espécies/bandas). Assim tanto a
analise de agrupamento quanto a analise de correspondéncia sao técnicas de
interdependéncia, pois tratam simultaneamente de todas as variaveis em
estudo (ALVES; BELDERRAIN; SCARPEL, 2007). Na analise de
correspondéncia (AC), por ser uma analise ndo paramétrica, os resultados

dependem exclusivamente das caracteristicas da amostra.
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A correlacédo entre as amostras e o perfil de bandas gerado por DGGE
foi determinada pela andlise de correspondéncia canénica (AC) realizada com
0 auxilio do programa Canoco (Canoco 4.5, Bimetrics, Wageningen, Holanda).

As bandas presentes nos géis de DGGE foram consideradas como espécies.

A andlise multivariada da composicdo da microbiota intestinal permitiu
avaliar em conjunto os perfis de bandas e as amostras temporais de cada
crianga. Essa correlagdo entre amostras e bandas, que foram consideradas
como espécies, foi feita com a utilizagdo do software Canoco 4.5 gerando um
gréafico bidimensional. O eixo 1 do gréafico (abscissa) representa a porcentagem
da variancia que mais explica essa correlacdo (primeira dimensao) e o eixo 2
(ordenada) representa a porcentagem da variancia que mais explica essa
correlagdo depois da primeira dimensdo (segunda dimensao) e assim
sucessivamente para a terceira e quarta dimensfes. Os gréaficos de AC
apresentados nas analises desse estudo foram construidos com a primeira e a
segunda dimensoes, ja que essas sdo as que mais explicam a porcentagem
variancia da correlagdo entre as amostra/bandas. Desse modo para a
interpretacdo do grafico observamos a distribuicdo das amostras e
espécies/bandas em relacdo a proximidade entre elas e distribuicdo ao longo
dos eixos 1 e 2. O quadrante em que se encontram amostras/bandas néao é
considerado na analise, e sim a distribuicdo das amostras/bandas no gréfico
como um todo. Assim consideramos amostras mais proximas entre si como
amostras mais semelhantes devido aos seus perfis de espécies/bandas mais
inter-relacionados. Além de considerarmos a distancia milimétrica entre
amostras, consideramos também a distancia entre bandas e amostras, sendo
as bandas localizadas mais proximas da origem (juncdo dos eixos 1 e 2) as
mais compartilhadas entre a maioria e/ou todas as amostras. E as bandas
distribuidas pelos quadrantes do grafico mais relacionadas/presentes em

determinada amostras, ou seja, bandas amostras especificas.
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4. Resultados

4.1 Padronizacao da reacéo de PCR

A padronizagédo da reacdo de PCR para a regido V3 do 16S rRNA foi
feita com cepas de referéncia do banco de cepas American Type Culture
Collection (ATCC). Foram selecionadas cepas bacterianas padrbes cultivaveis

dos principais géneros encontrados na microbiota intestinal (Figura 1).

Figura 1 - Padrdo de bandas obtido de DNA bacteriano de cepas de referéncia
utilizando-se o método de eletroforese em gel com gradiente denaturante (DGGE): a)
Bacteroides fragillis ATCC 25285, b) Lactobacillus fermentum ATCC 9338, ¢)
Staphylococcus aureus ATCC 25923, d) Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, €)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, f) Enterococcus faecallis ATCC 51229, g)
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, h) Bifidobacterium breve ATCC 15700, i)
Escherichia coli ATCC 51446, j) Klebsiella pneumoniae ATCC700603, k) Clostridium
perfringens ATCC 12924, I) Clostridium difficile ATCC 9689 m) Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 e n) Enterobacter cloacae ATCC 23355.
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As cepas ATCC foram usadas como marcadores nos géis de DGGE
para sua normalizacdo durante a andlise dos perfis de bandas das amostras no

programa BioNumerics 6.6.

A otimizacdo da reacdo de PCR para regidao V3 do gene 16S rRNA foi
feita com os iniciadores F338-GC e R518 (MUYZER; WAAL; UITTERLINDEN,
1993) e as cepas de referéncia ATCC. Algumas cepas bacterianas apresentam
um padrao de bandas e ndo apenas uma banda Unica espécie-especifica como
resultado da amplificagdo da regido V3 o que é devido a presenca de cépias
heterogéneas do gene 16S rRNA em algumas espécies (Figura 1 — m e n)
(ROUDIERE et al., 20009).

Ap6s a padronizagdo da reacdo de PCR todas as amostras foram

amplificadas para a regiao V3 com o mesmo protocolo.

4.2. Analise da diversidade da microbiota intestinal por PCR-DGGE

A analise do estabelecimento e da diversidade da microbiota bacteriana
intestinal das onze criancas estudadas no periodo de 1 ano de vida foi feita
pela técnica de PCR-DGGE através da amplificacdo da regiao V3 do gene 16S
rRNA. Os dados obtidos dos géis de DGGE foram analisados por
agrupamentos hierarquicos construidos a partir de uma matriz de distancia com
o software BioNumerics 6.6 empregando-se o coeficiente de Dice; método
UPGMA e por andlise de correspondéncia candnica (AC) realizadas no

software Canoco 4.5.

Os resultados obtidos dos agrupamentos (dendrogramas de
similaridade) e das analises de correspondéncias foram associados as

informacdes obtidas nos prontuéarios das criancas ao longo desse periodo.

As amostras das diferentes criancas também foram analisadas em
conjunto em determinados periodos de tempo: nos primeiros 2 dias, no sétimo

dia, primeiro més, terceiro, sexto e décimo segundo meses de vida.
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A utilizacdo da técnica de PCR-DGGE permitiu a analise simultanea de
todas as amostras de uma mesma crianga juntas em um mesmo gel. Os perfis
gerados pelo DGGE mostraram que no inicio da colonizacdo é observado um
menor namero de bandas. A introducédo de alimentos solidos na dieta influencia
na alteracao no perfil de bandas representada pela menor similaridade entre as
amostras desse periodo, bem como a utilizacdo de antibiético que também
promove uma alteragdo temporéaria na microbiota. Ao final do primeiro ano de
vida foi possivel verificar a presenca de bandas especificas de cada crianca e o

inicio da estabilizacdo na colonizagao intestinal ja nesse periodo de tempo.

A analise do dendrograma (Figura 2A) gerado pelo perfil de bandas do
gel de DGGE da crianga 1 mostrou as amostras separadas em trés grupos
principais. O primeiro grupo refere-se as amostras de 2 dias a 3 meses de vida,
estando a amostra de 1 més isolada. Nesse periodo a crianca recebeu
aleitamento materno exclusivo e introducéo de cha com acgucar na alimentacao
no segundo més. Observam-se poucas bandas nas amostras desse grupo. O
segundo grupo corresponde as amostras de 5 a 11 meses. E possivel observar
um aumento no namero de bandas em relagcdo ao agrupamento anterior. E 0
terceiro grupo correspondente as amostras de 12 e 13 meses. A partir do
guarto més a crianca 1 teve inicio ao aleitamento misto que se manteve até o
décimo segundo més (tabela 2). Nesse grupo € observado um maior
compartilhamento de bandas em relagéo aos dois agrupamentos anteriormente

descritos.

Os valores de distancia entre as amostras da crianca 1 variaram de 50
% a 85 % sob o coeficiente de Dice; método UPGMA. O dendrograma de
similaridade do DGGE (Figura 2A) também mostra um aumento progressivo do
namero de bandas do primeiro ao terceiro grupos indicando o aumento da
diversidade. A interacdo da distribuicdo das bandas em relacdo as amostras
indica mudancas na composi¢cao da microbiota ao longo do tempo. A analise do
dendrograma mostrou a presenca de 30 bandas distintas nas amostras da
crianca 1. E possivel observar que duas bandas estdo presentes em todas as
amostras, bandas 18 e 21. Essas bandas foram sequenciadas e o resultado

indicou para a banda 18 um micro-organismo ainda nao cultivado com 97 % de
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similaridade e para a banda 21 Bifidobacterium pseudocatenulatum com 94 %
de similaridade, banda que aparece a partir da amostra de 7 dias. As bandas
sequenciadas estao indicadas na figura 2A pelas setas.

No grafico da AC é possivel observar a distribuicdo das amostras e
espécies/bandas ao longo dos dois eixos (22,8 % da variancia para o eixo 1 e
16,6 % da variancia para o eixo 2). No mesmo gréafico observa-se também o
inicio da heterogeneidade entre as amostras a partir do terceiro até o décimo
primeiro més. Pode-se observar no grafico da AC (Figura 2B) que as bandas
24 e 25 ocorrem preferencialmente na amostra de cinco meses, periodo
seguinte a introducdo de alimentos. A banda 25 foi recortada do gel e
sequenciada (Figura 2A). O resultado do sequenciamento indicou 100 % de

similaridade com Bifidobacterium longum subsp. longum.
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Figura 2 — A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a

partir das amostras temporais da crianca 1. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As

setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. grafico gerado pela andlise de

correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da

crianca 1.
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O dendrograma de similaridade gerado pelo perfil de bandas do DGGE
da crianga 2 ndo mostrou uma sucessao temporal das amostras (Figura 3A). O
histérico mensal dessa crianca (tabela 2) aponta a introducao de aleitamento
misto (aleitamento materno e aleitamento por leite formulado e por leite integral
e agua) logo no segundo més de vida, sugerindo que essa alteracdo no
aleitamento também pode estar relacionada a esse ndo agrupamento das

amostras.

S&o observadas poucas bandas compartilhadas entre as amostras da
crianca 2. Esse compartilhamento é observado nas amostras mais inicias, de 2
dias a um més de vida. Apos esse periodo, observa-se um aumento no numero
de espécies/bandas, um menor compartiihamento destas entre as amostras
temporais, além de alteragdes e flutuacbes constantes na composi¢cdo da
microbiota entre os meses analisados. Esses dados podem ser explicados pela
heterogeneidade de alimentacdo que a crianca foi exposta (tabela 2), ndo
sendo possivel uma correlagdo apenas com o aleitamento. Observa-se no
dendrograma (Figura 3A) que a amostra de 13 meses esta em um ramo isolado
entre as amostras iniciais da crianga 2. O historico mensal aponta baixo ganho

de peso no més anterior a coleta dessa amostra (Tabela 2).

As amostras da crianca 2 apresentaram um total de 46 bandas distintas.
Foram sequenciadas duas bandas das amostras da crianca 2. A banda 37 esté
presente nas amostras iniciais de 2, 7 dias e 1 més de vida e o resultado do
sequenciamento indicou uma similaridade de 97 % com Bifidobacterium
dentium. A banda 44 surgiu primeiramente na amostra de 7 dias,
desaparecendo apds esse periodo e reaparecendo somente nas amostras
mais tardias de 10 e 11 meses, 0 resultado do sequenciamento indicou a
similaridade de 96 % com Bifidobacterium ainda n&o cultivado. As bandas

estdo indicadas por setas e niameros na figura 3A.

O perfil de bandas gerados pelo DGGE foi correlacionado com as
amostras temporais da criangca 2 na analise de correspondéncia (Figura 3B).
Diferentemente do cluster gerado a AC mostrou as amostras temporais
separadas em dois grupos distribuidos em relacdo ao primeiro eixo (25,5 % da

explicacdo da variancia), separando as amostras de 2 dias até 1 més das
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amostras de 4 a 13 meses. O segundo eixo explicou 19,8 % da variancia.
Embora as amostras da crianca 2 apresentassem um perfil de bandas bastante
heterogéneo, a AC sugerindo o inicio da estabilizagdo da microbiota intestinal
no final do 1° ano de vida. Esse fato pode ser observado pela maior interacao e

compartilhamento de bandas ente as amostras de 11 a 13 meses (figura 3B).
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Figura 3 — A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianga 2. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As
setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. grafico gerado pela andlise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da

crianga 2.
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A andlise do dendrograma gerado a partir do perfil de bandas obtido do
DGGE das amostras da crianca 3 mostra um agrupamento principal que
compreende as amostras de 4 a 11 meses. E as amostras de 2 dias e 1 més
aparecem isoladas (Figura 4A). A partir dos 6 meses de vida a crianca 3 passa
a receber aleitamento misto e introducéo de alimentos sélidos na dieta, periodo

em que hd um aumento na variedade de bandas nas amostras.

O gréafico da AC das amostras da crianca 3 (Figura 4B) mostra uma
maior similaridade entre as amostras de 2 dias a 4 meses, mais proximas entre
si. As amostra a partir de 5 meses se mostram mais distantes umas das outras,
pois apresentam-se dispersas ao longo dos eixo 1 (32,7 % da variancia) e eixo
2 (23,2% da variancia). O histérico mensal da crianca 3 aponta que ela utilizou
antibiotico no sétimo dia de vida (amostra ndo coletada) para tratamento de
impedigo (Tabela 2), mas ndo se pode observar uma alteracao significativa
dessa amostra em relacdo as outras apenas com a analise do grafico de AC.
Ainda na AC é possivel observar que as espécies/bandas s&o pouco
compartilhadas entre as amostras de 2 dias a 4 meses. A partir da amostra de
5 meses € possivel observar um aumento na variedade de bandas e um maior
compartilhamento de bandas comuns entre as amostras de 10 e 11 meses. O

gue pode indicar o inicio da estabilizacdo da microbiota.

A andlise do dendrograma da crianca 3 apresentou um total de 32
bandas presentes nas amostras. Foram sequenciadas duas bandas da crianca
3. A banda 19, que aparece inicialmente na amostra de 1 més e permanece
presente em todas as amostras a partir desse periodo com excecdo da
amostra de 4 meses, indicou similaridade de 100 % com micro-organismo
ainda néao cultivado. A outra banda sequenciada foi a banda 31 que apareceu
inicialmente na amostra de 1 més de vida. O resultado do sequenciamento
indicou 92 % de similaridade com Bifidobacterium ndo cultivado. As bandas

sequenciadas estao indicadas pelas setas e niumeros na figura 4A.
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Figura 4 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a

partir das amostras temporais da crianga 3. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As

setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. gréafico gerado pela analise de

correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da

crianga 3.
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O dendrograma de similaridade gerado pelo perfil de bandas no DGGE
das amostras da crianca 6 mostra essas amostras divididas em trés grupos
(Figura 5A). O primeiro grupo refere-se a amostra de 7 dias, o segundo grupo
corresponde as amostras de 3 e 5 meses e o terceiro grupo compreende as
amostras de 8, 9 e 10 meses. Esse dendrograma mostra uma alteracdo na
composicdo da microbiota ao longo dos meses e um grande aumento no
nimero de bandas a partir do quinto més, periodo em que aconteceu 0O
desmame da crianca 6 (Tabela 2). De acordo com o histérico mensal foi no
guarto més que se teve a introducdo de alimentacdo sélida diversificada na
dieta dessa crianca (Tabela 2), o que pode ter influenciado esse grande
aumento do nimero de bandas. A partir da amostra de 8 meses é possivel

observar uma maior similaridade nos perfis de bandas dessas amostras.

Tanto pelo dendrograma quanto pela AC (figura 5A e 5B) é possivel
observar o compartilhamento de bandas entre as amostras dessa crianca. A
AC mostra as amostras da crianca 6 separadas em dois grupos em relacdo ao
eixo 1 que representa 34,5 % da variancia. O eixo 2 representa 28,4 % da
variancia. Pode-se observar um primeiro grupo contendo as amostras de 7
dias, 3 e 5 meses bastante heterogéneo entre si e um menor namero de
bandas compartilhadas. E um segundo grupo das amostras de 8, 9 e 10
meses, mais semelhantes entre si e com um compartilhamento das bandas
maior indicando uma maior relacédo entre essas amostras e também o inicio da

estabilizacdo na composicao da microbiota.

Ainda em relac&o ao primeiro grupo observado sobre o eixo 1 podemos
ver que as amostras de 7 dias e 3 meses compartilham mais bandas entre si
do que quando comparadas a amostra de 5 meses. Mesmo na falta da amostra
de 4 meses para analise podemos sugerir que o evento de introducdo de
alimento sélido nesse periodo provocou uma grande alteracdo na composicao
da microbiota ja no més seguinte, 5 meses, pois vemos tanto no dendrograma
guanto na AC o aumento do numero de bandas e muitas bandas amostra
especificas. No sétimo més a crianga fez uso de antibiotico (Tabela 2). Pode-se
observar na amostra seguinte a esse episédio, amostra de 8 meses, uma clara

diminuicdo no numero de bandas em relacdo as outras amostras.
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A analise do dendrograma (Figura 5A) da crianca 6 mostrou um total de
35 bandas distintas. Para a crianca 6 foram sequenciadas 3 bandas. A banda 8
gue esta presente nas amostras mais tardias, como 9 e 10 meses de vida. A
banda 18 que esta presente em todas as amostras e a banda 27 que esta
presente preferencialmente na amostra de 5 meses. O resultado do
sequenciamento indicou 100 % de similaridade com micro-organismo ainda
nao cultivado para a banda 8, 100 % de similaridade com Escherichia sp. para
a banda 18 e 99 % de similaridade com micro-organismo ainda néo cultivado
para a banda 27. As bandas sequenciadas estédo indicadas pelas setas (Figura
5A).
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Figura 5- A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianca 6. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As
setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. gréfico gerado pela analise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da

crianga 6.
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Foi possivel verificar através do dendrograma (Figuara 6A) gerado a
partir do perfil de bandas do DGGE da crianga 7 que suas amostras temporais
apresentam-se predominantemente divididas em dois grandes grupos. Um
grupo das amostras de 7 dias a 4 meses e um segundo grupo de 8 meses a
um ano de vida. O primeiro grupo apresenta uma menor similaridade das
amostras do que em relagédo ao segundo grupo. E possivel também observar
pelo dendrograma que a amostra de 2 dias apresenta um perfil com menor

namero de bandas que a separa das demais no agrupamento.

O histérico da crianca 7 (tabela 2) apontou introducdo de aleitamento
com formulas artificiais a partir do terceiro més de vida e aleitamento com leite
fluido a partir do oitavo més. A introducdo de alimentacdo sélida na dieta
ocorreu no quinto més. Nao apresentando nenhum quadro de intercorréncias
durante o periodo estudado. E ao final de um ano o ganho de peso dessa

crianca foi normal.

A AC (Figura 6B) mostrou grande numero de bandas nas amostras
iniciais da crianga 7 (amostras de 2 dias a 4 meses), bem como uma maior
compartilhamento destas entre as essas amostras. E possivel observar que
essas amostras se encontram distribuidas ao longo do lado esquerdo do eixo 1
(25,8 % da variancia) enquanto as amostras de 8 meses a 1 ano de vida
(tardias) se encontram ao lado direito do eixo 1. A amostra de 8 meses se
encontra localizada do lado oposto as amostras de 10 meses a 1 ano em
relacdo ao eixo 2 (18,6 % da variancia). A analise das amostras intermediarias
(5 meses, inicio da introducéo de alimento solidos na dieta, 6 e 7 meses) ficou
prejudicada devido a ndo coleta das amostras desse periodo pela mée da

crianga.

Tanto o dendrograma quanto a AC mostraram que ao longo da
colonizacdo intestinal da crianca 7 houve uma diminuicdo no numero de

bandas, sendo estas maiores no inicio da colonizacéo.

A analise de similaridade (Figura 6A) mostrou um total de 30 bandas nas
amostras da crianca 7. Foi sequenciada a banda 16 que apareceu inicialmente
na amostra de 7 dias e permanece presente em todas as amostras dos

periodos seguintes. O resultado do sequenciamento indicou 100 % de
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similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado. A banda esté indicada

na figura 6A pela seta.
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Figura 6 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a

partir das amostras temporais da crianca 7. Método UPGMA, coeficiente de Dice. A

seta indica a banda sequenciada. B. grafico gerado pela andlise de correspondéncia

obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da crianca 7.
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As analises das amostras da crianca 8 foram feitas a partir do segundo
més de vida, pois ndo foram realizadas as coletas das amostras iniciais dessa
crianca, amostras de 2 dias até 1 més de vida. Pela andlise do dendrograma
(Figura 7A) é possivel observar apenas um agrupamento das amostras de 11 e
12 meses de vida que apresentam 75 % de similaridade. As outras amostras
nao apresentam similaridade nem agrupamentos evidentes. Ainda no
dendrograma vemos que ocorre uma alteracdo muito relevante do nimero de
bandas de uma coleta para a coleta seguinte e que somente nas duas
amostras finais (11 e 12 meses) pode-se observar o inicio da estabilizacdo na
composicdo da microbiota. O histérico mensal da crianca 8 (tabela 2) aponta
gue ja no segundo més de vida, periodo em que foi coletada a primeira
amostra da analise, a crianga recebeu aleitamento misto com leite em p6 e
engrossante. E no més seguinte, terceiro més de vida a crianca recebeu a
introducédo precoce de frutas na dieta. Durante o periodo de estudo essa
crianca teve quatro episddios de diarréia, dois episédios de resfriado e fez uso
de antibiético (amoxacilina) por duas vezes, uma no quinto més e outra no
décimo primeiro més de vida. Pode-se notar o desaparecimento de bandas nos

meses seguintes a utilizacdo do antibidtico.

A AC (Figura 7B) assim como o dendrograma também mostra que as
amostras finais de 11 e 12 meses estdo muito relacionadas entre si do que em
relacdo as demais amostras que. Mas € possivel observar que as amostras de
2 e 3 meses estdo bem relacionadas entre si e que a partir desse periodo
guando a crianca 8 recebeu alimentacao sélida (frutas) houve uma mudanca no
perfil da microbiota indicada pela maior distancia da amostra do periodo
seguinte. Assim como no dendrograma a AC mostra as amostras de 8 e 9
meses pouco relacionadas entre si. Tanto o dendrograma quanto a AC
mostram que ha um compartilhamento de bandas entre as amostras de 2, 3 e 8
meses. O gréafico da AC mostrou que o0 eixo 1 contribuiu com 32,2% da

variancia e o eixo 2 contribuiu com 20,7%.

O histérico mensal dessa criangca (tabela 2) também apontou as
precarias nocdes de higiene da mée e as condicbes de moradia da familia,

onde cinco pessoas habitam um Unico cobmodo sem janela e com alta umidade.
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Fatores como aleitamento misto logo no segundo més de vida, introducéo de
alimentos sélidos no terceiro més, quadros recorrentes de diarreia e as no¢cdes
de higiene precérias contribuiram para a instabilidade durante o processo de

colonizacdo da microbiota intestinal dessa crianca.

A analise do dendrograma da crianca 8 (Figura 7A) mostrou um total de
17 bandas. A banda 7 foi analisada por sequenciamento e indicou 98 % de
similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado. Essa banda apareceu
inicialmente na amostra de 9 meses e permaneceu nas amostras dos periodos

seguintes. A banda esta indicada na figura 7A pela seta.
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Figura 7 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianca 8. Método UPGMA, coeficiente de Dice. A
seta indica a banda sequenciada. B. gréafico gerado pela analise de correspondéncia

obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da crianca 8.
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O dendrograma gerado a partir dos perfis de bandas do DGGE da
crianca 12 (Figura 8A) mostrou que as amostras temporais dessa crianga estéao
divididas em trés grupos. O primeiro grupo das amostras do inicio da
colonizacédo (2 e 7 dias, 1 e 2 meses de vida), o segundo grupo compreende as
amostras do periodo intermediario (7, 8, 9 e 10 meses de vida) e o terceiro
grupo das amostras tardias (a partir de 12 meses de vida). Podemos observar
gue o numero de bandas das amostras do primeiro grupo se diferencia do
namero de bandas das amostras dos dois outros grupos. O histérico mensal da
crianca 12 aponta que essa crianga recebeu aleitamento materno exclusivo até
0 quarto més e teve inicio a alimentacdo no sétimo més (tabela 2) e de acordo
com essas alteracbes podemos notar que no primeiro grupo (2 dias, 7 dias, 1 e
2 meses) hd um compartilhamento de uma banda que desaparece nos outros
dois grupos, essa banda é representada pelo nimero 17 no dendrograma
(Figura 8A), e que a partir do sétimo més se tem o aparecimento de uma nova
banda compartilhada entre as amostras coletadas até o final do estudo (banda
7 no dendrograma, figura 8A). O histérico também aponta que quando a
crianga teve inicio ao aleitamento misto apresentou quadro de diarreia durante
dois meses, mas que ndo puderam ser analisados devido ao fato de que nédo

foram coletadas amostras nesses periodos.

A andlise de similaridade das amostras da crian¢ca 12 mostrou um total
de 17 bandas. As bandas 7 e 17 foram sequenciadas. O resultado da analise
do sequenciamento indicou 100 % de similaridade com micro-organismo ainda
nao cultivado para a banda 7 e de 99 % de similaridade com Bifidobacterium
ainda néo cultivado para a banda 17. As bandas estdo indicadas pelas setas e
nameros no dendrograma (Figura 8A).

A AC (Figura 8B) também mostra as amostras da crianca 12 separadas
em trés grupos refletindo o mesmo resultado do dendrograma. E possivel notar
a separacdo do terceiro grupo, representado pelas amostras a partir de 12
meses de vida em relacdo aos dois outros grupos sobre o eixo 1, que
representa 32,1 % da variancia. Analisando a distribuicdo das bandas em
relacdo as amostras podemos ver que tanto no primeiro grupo quanto no

terceiro ha um conjunto de bandas amostras especificas em cada um desses



Pagina |55

grupos e ja na analise da distribuicdo de bandas no segundo grupo pode-se ver
gue ha um maior compartilhamento de bandas. Esse compartilhamento se da

tanto com o primeiro quanto com o terceiro grupos.
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Figura 8 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianca 12. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As
setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. grafico gerado pela andlise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da
criangal2.
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O historico mensal (tabela 2) da crianca 13 aponta que a crianca
recebeu aleitamento materno exclusivo até o quinto més de vida e que a partir
desse periodo teve inicio da alimentacdo primeiramente com caldo de feijao e
no més seguinte alimentos solidos e aleitamento misto. Ao longo do periodo de
estudo a crianca ndo apresentou quadros de intercorréncias clinicas, néo fez
uso de antimicrobianos, a mae se mostrou atenciosa nos cuidados com a
crianca que ao final do periodo de estudo apresentou bom ganho de peso. As
amostras analisadas dessa criangca compreendem principalmente o periodo
apos a introducao de alimentos solidos e aleitamento misto, ja que as amostras
iniciais ndo foram coletadas pela mée, deste modo ao se analisar o
dendrograma (Figura 9A) gerado a partir do perfil de bandas dessas amostras
observa-se um grande grupo heterogéneo das mesmas e as amostras de 7

dias de vida, 12 meses e 16 meses isoladas.

A andlise do dendrograma (Figura 9A) mostra um total de 25 bandas
para as amostras da crianca 13. Nas analises tanto do dendrograma quanto da
AC (Figura 9A e 9B) podemos ver que ha um compartiihamento de bandas
entre as amostras de 7 dias a 11 meses (bandas 4 e 20). As amostras tardias,
de 12 e 16 meses, tem poucas bandas compartilhadas entre si. Ja a banda 14
€ compartilhada em quase todas as amostras, com exce¢ao da amostra de 7
dias. Pode-se observar também um menor nimero de bandas presentes na
amostra de 2 dias em relacdo as demais amostras que se seguem a esse
periodo. Apesar do baixo compartilhamento de bandas das amostras tardias €
possivel observar que a banda 2 (indicada pela seta na Figura 9A) aparece nas
amostras de 9, 10 e 11 meses desaparece na amostra de 12 meses
reaparecendo depois na amostra de 16 meses. Pela AC é possivel observar
que as amostras isoladas (7 dias, 12 e 16 meses) apresentam bandas
amostras especificas. Ainda com relacdo a AC vemos a distribuicdo de bandas
e amostras ao longo dos dois eixos do grafico, onde o eixo 1 representa 25,4 %

na explicacdo da variancia e o eixo 2 representa 21,8 %.

As bandas 4 e 14 da crianga 13 foram sequenciadas e os resultados
indicaram 98 % de similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado para

a banda 4 e 99 % de similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado
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para a banda 14. As bandas estdo indicadas no dendrograma pelas setas e

nameros (Figura 9A).
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Figura 9 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianca 13. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As
setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. gréfico gerado pela analise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da

crianca 13.
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A analise do dendrograma da crianca 14 (Figura 10A) mostra as
amostras separadas em dois grupos, um das amostras de 3 meses a sete
meses e outro das amostras de 8 meses a 12 meses, com excec¢ao da amostra
de 11 meses que se separa das demais amostras no agrupamento. As
amostras iniciais (2 dias, 7 dias e 1 més de vida) embora separadas das
demais ndo formam um grupo devido a baixa similaridade entre elas
representada no dendrograma (em torno de 20 % de similaridade), mas na
andlise dessas amostras é possivel notar a sucessao ecoldgica na colonizacéo
da microbiota nesse periodo devido ao aumento progressivo no numero de

bandas nos perfis dessas amostras.

O histérico mensal da crianca 14 aponta que a crianca recebeu
aleitamento materno exclusivo até o sexto més de vida. No periodo seguinte,
sétimo més, teve inicio a aleitamento misto e alimentos sélidos. Pode-se
observar o reflexo do histérico da crianca no perfil da sua comunidade
microbiana, pois o0 periodo em que recebeu somente aleitamento materno
corresponde a um determinado perfil de bandas e quando se tem a introducéo
de alimento solido ha uma nitida alteragdo nos perfil de bandas das amostras.
Observa-se no grafico da AC que apdés essas alteracbes houve um aumento no
namero de bandas nas amostras dessa crianca (Figura 10B). O histérico
também informa sobre o uso de antifiingico no quinto més e antibiético no nono
més que coincidem com o subsequente desaparecimento da banda 2 (indicado
no dendrograma pela seta) que reaparece ap0s certo periodo sem o uso dos

medicamentos (9 meses e 12 meses) .

A andlise de similaridade das amostras da crianca 14 mostrou um total
de 35 bandas distintas. Foram sequenciadas quatro bandas das amostras
dessa crianga. O resultado do sequenciamento indicou 100 % de similaridade
com micro-organismo ainda ndo cultivado para a banda 18, 99 % de
similaridade com Klebsiella ainda néo cultivada para a banda 19, 87 % de
similaridade com Bifidobacterium ainda nao cultivado para a banda 27 e 100 %
de similaridade com micro-organismo ainda néo cultivado para a banda 34. As

bandas estado indicadas no dendrograma pelas setas e numeros (Figura 10A).
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Tanto pela analise do dendrograma quanto pela AC é possivel observar
o compartilhamento de bandas durante todo o periodo estudado. E também a
distribuicdo de bandas e amostras ao longo dos dois eixos do gréafico, onde o

eixo 1 contribui com 15,9 % na explicacdo da variancia e o eixo 2 com 14,9 %.

Na AC vemos as amostras separadas em dois grupos, um das amostras
de 5 a 7 meses bem homogéneo e outro das amostras de 8 meses a 12 meses
mais heterogéneo. As amostras iniciais (2 dias a 3 meses) se apresentam bem
dispersas no grafico com poucas bandas compartilhadas e com mais bandas

amostras especificas em relacdo aos outros dois grupos.
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das amostras temporais da crianga 14.

Figura 10 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianca 14. Método UPGMA, coeficiente de Dice. B.

gréfico gerado pela andlise de correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE
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A analise do dendrograma da crianca 15 (Figura 11A) mostra as
amostras separadas em trés grupos. Um grupo da amostras iniciais de 2 dias e
7 dias com um menor nimero de bandas em relacdo as demais amostras, um
segundo grupo das amostras de 1, 2 e 5 meses e um terceiro grupo mais
heterogéneo das amostras mais tardias (7 meses a 14 meses). E possivel
observar o aumento sucessivo do niumero de bandas ao longo dos meses
analisados. Pode-se ver também que existe um compartilhamento de bandas
bem como flutuagbes de algumas delas, como por exemplo, a primeira banda
na amostra de 1 més (banda 1) que desaparece no més seguinte
reaparecendo no quinto més e a especificidade de algumas bandas em
amostras determinadas, como a segunda banda que aparece somente nas
amostras de 1 e 2 meses (banda 2). O histérico mensal da crian¢ca 15 mostrou
que a crianca teve ao longo do primeiro ano de vida sete quadros de
internacdes por epilepsia grave. Esse fato pode estar relacionado as alteracfes
evidentes na composicdo da microbiota (diversidade) observadas de uma
coleta para a seguinte, o que pode ser notado tanto no dendrograma quanto no
gréfico da AC. O historico aponta que a criangca 15 recebeu aleitamento
materno até o terceiro més de vida, aleitamento misto do terceiro més ao sexto

més e apos o nono més de vida recebeu aleitamento somente com leite fluido.

O dendrograma de similaridade das amostras da crianga 15 (Figura 11A)
mostrou um total de 25 bandas. Foram sequenciadas trés bandas das
amostras da crianca 15, bandas 2, 8 e 24. O resultado do sequenciamento
indicou 99 % de similaridade com Lactobacillus gasseri para a banda 2, 98 %
de similaridade com micro-organismo ainda néo cultivado para a banda 8 e 98
% de similaridade com Bifidobacterium longum subsp longum para a banda 24.
As bandas estdo indicadas no dendrograma (Figura 11A) pelas setas e

ndmeros.

Na AC (Figura 11B) podemos ver as amostras separadas em relacéo ao
eixo 1, que corresponde a 26,0 % da explicagdo da variancia. Pode-se
observar que as amostras de 2 dias até 5 meses estéo localizadas a esquerda
do eixo 1 e as amostras coletadas ap0s esse periodo e que coincidem com a

introducéo de alimentos solidos na dieta estdo localizadas a direita do mesmo
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eixo. O eixo 2 contribui com 16,0 % na explicacdo da variancia. Ainda com
relacdo a AC observa-se o compartilhamento de algumas bandas entre as
amostras e também algumas bandas que sdo amostras especificas, ou seja,
gue ocorrem preferencialmente em determinado grupo de amostras. E do
mesmo modo que no dendrograma podemos ver as amostras separadas em
trés grupos, um grupo das amostras de 2 e 7 dias mais relacionado entre si e
com compartilhamento das bandas especificas a esse grupo, um segundo
grupo das amostras de 1, 2, e 5 meses e o0 terceiro grupo bem heterogéneo

com grande compartilhamento e flutuagdes de bandas entre as amostras.
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Figura 11 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a
partir das amostras temporais da crianca 15. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As
setas e numeros indicam as bandas sequenciadas. B. grafico gerado pela andlise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras temporais da

crianca 15.
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O dendrograma gerado a partir dos perfis de bandas do DGGE da

crianga 17 (Figura 12A) mostrou que a amostra inicial de 2 dias apresentou

somente duas bandas e ficou separada do agrupamento, deste modo optou-se

por retira-la das andlises de agrupamento e AC para uma melhor avaliacdo das

relacdes entre bandas e amostras. O dendrograma obtido apds a retirada da

amostra de 2 dias (Figura 13A) mostrou 0 mesmo agrupamento dos perfis de

bandas obtido anteriormente, ja na AC foi possivel uma melhor visualizacao da

distribuicdo entre amostras e bandas no grafico.
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Figura

12 - A. Dendrograma de similaridade gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a partir

das amostras temporais da crianga 17. Método UPGMA, coeficiente de Dice. B. grafico

gerado pela analise de correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das

amostras temporais da crianca 17.
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A andlise dos perfis de bandas da crianca 17 gerados pelo PCR-DGGE
gerou um dendrograma com poucos agrupamentos evidentes (Figura 13A). E
possivel observar que as amostras de 6 e 7 meses estdo mais separadas das
outras amostras devido a um menor numero de bandas presentes nessas duas
amostras. O histérico mensal dessa crianca mostra que nesse periodo a
crianca 17 fez uso de antibiético (6 meses) para tratamento de otite e uso de
antialérgico (7 meses) para tratamento de urticaria. O historico também aponta
gue essa crianga recebeu aleitamento materno exclusivo até o sexto més de
vida e a partir do sétimo més teve inicio a alimentos sélidos na dieta. Ainda
com relacdo ao dendrograma podemos ver o compartihamento de muitas
bandas entre as amostras dessa crianca e também a flutuacdo de bandas
durante o periodo estudado como a banda 24 que aparece nas amostras a
partir de 5 meses (indicada na Figura 13A). Essa banda foi cortada do gel e

sequenciada.

No grafico da AC (Figura 13B), o eixo 1 representa 21,1 % da explicacao
da variancia dos dados e o eixo 2 17,5 %. A andlise do gréfico mostra que as
amostras de 7 dias, 1 més e 7 meses estao separadas das demais e também a
ocorréncia preferencial de bandas amostra especificas. As demais amostras
estdo distribuidas em relagcdo ao eixo 1 do grafico, mas muito proximas da
origem. Desse modo podemos inferir que essas amostras compartiiham a
maioria das bandas em seus perfis e se apresentam muito semelhantes e inter-
relacionadas. Do mesmo modo que o dendrograma a AC mostrou que a
amostra de 7 meses, periodo que seguiu a utilizacdo de antibidtico, esta

separada das demais amostras localizadas proximas a origem do gréfico.

A andlise de similaridade das amostras da crian¢ca 17 mostrou um total
de 32 bandas. Foram sequenciadas 4 bandas das amostras da crianca 17. O
resultado do sequenciamento indicou 100 % de similaridade com micro-
organismo ainda nao cultivado para a banda 4, 100 % de similaridade com E.
coli clone KC030 para a banda 24, 100 % de similaridade com micro-organismo
ainda ndo cultivado para a banda 25 e 100 % de similaridade com
Bifidobacterium pseudocatenulatum para a banda 31. As bandas estdo

indicadas pelas setas e numeros no dendrograma (Figura 13A).
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7 dias
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Figura 13 - Crianga 17 sem amostra de 2 dias, A. Dendrograma de similaridade

gerado do perfil de PCR-DGGE obtido a partir das amostras temporais da crianca 17.

Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e numeros indicam as bandas

sequenciadas. B. grafico gerado pela analise de correspondéncia obtida dos perfis de

bandas do DGGE das amostras temporais da crianca 17.
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As amostras das 11 criancas foram analisadas em conjunto em
determinados periodos de tempo, nos primeiros 2 dias, no sétimo dia, primeiro
més, terceiro, sexto e décimo segundo meses de vida (Figuras 14 a 19). Tanto
as andlises de agrupamento quanto as analises de correspondéncia desses
periodos mostraram o0 aumento do numero de bandas da microbiota das

amostras iniciais para o primeiro ano de vida.

No inicio da colonizacdo € possivel observar um menor
compartilhamento de bandas/espécies entre as amostras. O dendrograma
gerado a partir dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 2 dias ndo
apresentou agrupamentos evidentes. E possivel observar um menor
compartilhamento de bandas. O dendrograma também mostrou um total de 24

bandas para as 8 amostras analisadas nesse periodo (Figura 14A).

Para a crianca 2 foram coletadas duas amostras de 2 dias com algumas
horas de diferenca entre as coletas. Desse modo as duas amostras foram
incluidas na analise e tanto pelo dendrograma quanto pela AC vemos que
essas duas amostras s&do bastante semelhantes e inter-relaciondas (Figura 14A
e B).

Apesar da amostra de 2 dias da crianca 17 apresentar somente duas
bandas ndo foi necessaria a sua remocdo nessa analise, pois devido ao
compartilhamento de uma banda com as outras amostras de mesmo periodo e
um menor nimero de bandas nas mesmas, as visualiza¢gées do dendrograma e

do gréafico de AC néo ficaram prejudicadas (Figura 14A e B).

As bandas que foram sequenciadas para as amostras das criancas
estdo indicadas no dendrograma (Figura 14A). Banda 1: 97 % de similaridade
com micro-organismo ainda nao cultivado; banda 2: 98 % de similaridade com
micro-organismo ainda néo cultivado; banda 3: 99 % de similaridade com
Klebsiella ndo cultivada; banda 4: 97 % de similaridade com Bifidobacterium
dentium e banda 5: 100 % de similaridade com micro-organismo ainda néo

cultivado.

As principais fontes de contaminacdo nas amostras de 2 dias sao as

bactérias da microbiota materna presentes no canal do parto e na pele que
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entram em contato com a crianca principalmente durante a amamentacao.
Ap6s esse periodo as principais fontes de contaminacdo sao aleitamento,

alimentacao e bactérias presentes no ambiente.
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Figura 14 — A. Dendrograma de similaridade gerados dos perfis de PCR-DGGE obtido
a partir das amostras de 2 dias. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e
nameros indicam as bandas sequenciadas. B. Grafico gerado pela andlise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 2 dias.
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O dendrograma gerado a partir das amostras de 7 dias também nao
apresentou agrupamentos evidentes. E possivel observar um aumento no
nuamero de bandas em relagcéo ao periodo anterior, mas do mesmo modo nao é
possivel observar um compartilhamento de bandas comuns entre essas
amostras. O dendrograma mostrou um total de 41 bandas nas 9 criancas

analisadas nesse periodo (Figura 15A).

No grafico da andlise de correspondéncia é possivel observar a maior
relacdo entre as amostras das criangas 1, 7 e 15, mas proximas entre si do que
em relacdo as outras amostras (Figura 15B). Essas amostras embora com
pouco compartiihamento de bandas entre si observado no dendrograma

(Figura 15A) estdo em um ramo separado no dendrograma.

As bandas que foram sequenciadas para as amostras das criangas
estdo indicadas no dendrograma. Banda 1. 98 % de similaridade com micro-
organismo ainda nao cultivado; banda 2: 100 % de similaridade com micro-
organismo ainda nao cultivado; banda 3: 99 % de similaridade com Klebsiella
néo cultivada; banda 4: 87% de similaridade com Bifidobacterium n&o cultivado;
banda 5: 99 % de similaridade com Bifidobacterium n&o cultivado; banda 6: 100
% de similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado; banda 7: 97 % de
similaridade com Bifidobacterium dentium; banda 8: 100 % de similaridade com
Escherichia sp.; banda 9: 94 % de similaridade com Bifidobacterium
pseudocatenulatum; banda 10: 97 % de similaridade com micro-organismo
ainda nao cultivado e bada 11: 98 % de similaridade com micro-organismo

ainda nao cultivado (Figura 15A).
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Figura 15 — A. Dendrograma de similaridade gerados dos perfis de PCR-DGGE obtido
a partir das amostras de 7 dias. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e
nameros indicam as bandas sequenciadas. B. Grafico gerado pela andlise de
correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 7 dias.
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O dendrograma gerado a partir do perfil de bandas do DGGE das
amostras de 1 més também mostra uma grande variedade de bandas, mas
sem o compartilhamento de bandas comuns entre as amostras analisadas
(Figura 16A). A analise de similaridade mostrou um total de 34 bandas distintas

presente nas 7 amostras analisadas nesse periodo.

As analises do dendrograma e do grafico da analise de correspondéncia
mostraram o maior distanciamento das amostras de 1 més das criancas 1, 2 e
17 em relagdo as demais amostras. Pelo grafico da AC é possivel observar a
presenca de bandas crianca especifica (Figura 16B). O histérico mensal aponta
gue todas as criancas analisadas receberam aleitamento materno exclusivo

nesse periodo (Tabela 2).

As bandas que foram sequenciadas para as amostras das criancas
estdo indicadas no dendrograma. Banda 1. 97 % de similaridade com micro-
organismo ainda nao cultivado; banda 2: 94 % de similaridade com
Bifidobacterium pseudocatenulatum; banda 3: 100 % de similaridade com
micro-organismo ainda nao cultivado; banda 4: 99 % de similaridade com
Bifidobacterium néo cultivado; banda 5: 100 % de similaridade com micro-
organismo ainda nao cultivado; banda 6: 99 % de similaridade com
Lactobacillus gasseri; banda 7: 98 % de similaridade com micro-organismo
ainda néo cultivado e banda 8: 92 % de similaridade com Bifidobacterium néo
cultivado (Figura 16A).
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Figura 16 — A. Dendrograma de similaridade gerados dos perfis de PCR-DGGE obtido
a partir das amostras de 1 més. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e
nameros indicam as bandas sequenciadas. B. Grafico gerado pela andlise de

correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 1 més.
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A partir dos 3 meses de idade se tem inicio do compartilhamento de
algumas bandas comuns entre as amostras criangas. O historico mensal das
criancas aponta que ja no segundo més de vida para as criancas 2 e 7 se tem

o inicio da introducéo de aleitamento misto (leite materno e formulas artificiais).

A analise do dendrograma das amostras do periodo de 3 meses de vida
mostra uma baixa similaridade entre as amostras, mas € possivel observar o
compartilhamento de algumas bandas entre elas (Figura 17A). O dendrograma
mostrou um total de 27 bandas para 5 amostras analisadas nesse periodo. As
bandas que foram sequenciadas para as amostras das criancas estao
indicadas no dendrograma. Banda 1. 100 % de similaridade com Escherichia
sp; banda 2: 98 % de similaridade com micro-organismo néo cultivavel; banda
3: 99 % de similaridade com Klebsiella ndo cultivada; banda 4: 87 % de
similaridade com Bifidobacterium nao cultivado; banda 5: 97 % de similaridade
com micro-organismo ainda nédo cultivado e banda 6: 94 % de similaridade com

Bifidobacterium pseudocatenulatum (Figura 17A).

No gréfico da analise de correspondéncia observa-se algumas bandas
compartilhadas, localizadas préximas a origem dos eixos 1 e 2 e muitas bandas

amostras especificas (Figura 17B).
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Figura 17 — A. Dendrograma de similaridade gerados dos perfis de PCR-DGGE obtido
a partir das amostras de 3 meses. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e
nameros indicam as bandas sequenciadas. B. Grafico gerado pela andlise de

correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 3 meses.
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Durante o periodo de 6 meses de vida ja se tem a introducédo de

alimento solidos na dieta das criangas (tabela 2).

O dendrograma de similaridade gerado a partir das amostras de 6
meses ndo mostra agrupamentos evidentes entre elas. E possivel observar o
compartilhamento de algumas bandas comuns. A analise mostrou um total de
22 bandas distintas presentes nas 5 amostras analisadas nesse periodo. As
bandas que foram sequenciadas para as amostras das criancas estao
indicadas no dendrograma. Banda 1: 97 % de similaridade com micro-
organismo ainda ndo cultivado; banda 2: 94 % d similaridade com
Bifidobacterium pseudocatenulatum; banda 3: 100 % de similaridade com E.
coli clone KC030; banda 4: 100 % de similaridade com micro-organismo ainda
nédo cultivado; banda 5: 97 % de similaridade com Bifidobacterium dentium;
banda 6: 100 % de similaridade com micro-organismo ainda n&o cultivado;
banda 7: 87 % de similaridade com Bifidobacterium n&o cultivado; banda 8: 98
% de similaridade com micro-organismo ainda néo cultivado e banda 9: 99 %

de similaridade com micro-organismo ainda néo cultivado (Figura 18A).

O grafico da andlise de correspondéncia mostra as amostras de 6 meses
dispersas sobre os eixos 1 e 2 indicando baixa similaridade entre elas e a

presenca de bandas amostra especificas (Figura 18B).

As analises das amostras dos periodos de 3 e 6 meses ficaram
prejudicadas devido ao menor niumero de amostras analisadas nesses pontos
ja que sdo andlises ndo paramétricas e o0s resultados dependem

exclusivamente das caracteristicas de cada amostra.
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Figura 18 — A. Dendrograma de similaridade gerados dos perfis de PCR-DGGE obtido

a partir das amostras de 6 meses. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e

numeros indicam as bandas sequenciadas. B. Gréfico gerado pela andlise de

correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 6 meses.
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A analise do dendrograma gerado a partir do perfil de bandas das
amostras de 12 meses das criangas ndo apresentou a grupamentos evidentes,
sendo a maior porcentagem de similaridade (50 %) entre as amostras das
criancas 1 e 7. O dendrograma mostrou um total de 37 bandas distintas
presentes nas 9 amostras analisadas nesse periodo. As bandas que foram
sequenciadas para as amostras das crian¢as estdo indicadas no dendrograma.
Banda 1: 97 % de similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado;
banda 2: 94 % de similaridade com Bifidobacterium pseudocatenulatum; banda
3: 100% de similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado; banda 4:
100% de similaridade com micro-organismo ainda néo cultivado; banda 5: 100
% de similaridade com micro-organismo ainda nao cultivado; banda 6: 99 % de
similaridade com micro-organismo néo cultivado; banda 7: 98 % de similaridade
com Bifidobacterium longum subsp. longum; banda 8: 98 % de similaridade

com micro-organismo ainda nao cultivado (Figura 19A).

No grafico da analise de correspondéncia é possivel observar o
compartilhamento de bandas comuns bem como a presenca de bandas

amostras especifica (Figura 19B).
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Figura 19 — A. Dendrograma de similaridade gerados dos perfis de PCR-DGGE obtido
a partir das amostras de 12 meses. Método UPGMA, coeficiente de Dice. As setas e
numeros indicam as bandas sequenciadas. B. Gréfico gerado pela analise de

correspondéncia obtida dos perfis de bandas do DGGE das amostras de 12 meses.
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Ao longo do periodo de estudo foi evidenciado uma sucesséao ecoldgica
nas microbiotas analisadas devido ao aumento e flutuacdo de
bandas/espécies. Através das andlises realizadas nédo foi possivel observar
perfis de bandas semelhantes entre as criancas, pois nao vemos
agrupamentos de amostras semelhantes nos dendrogramas e as AC mostram
tanto um maior compartilhamento das bandas entre as amostras mais tardias

guanto a presenca de muitas bandas especificas para cada crianca.

A analise de similaridade gerada a partir do perfil de bandas do DGGE
de todas as amostras das criancas analisadas ndo mostrou agrupamentos
relacionados a periodos de tempo de coleta das amostras (Figura 20). O que
se pode observar sdo agrupamentos entre as amostras de uma mesma
crianca, 0 que indica que o processo de estabelecimento da microbiota das

criancas analisadas foi individual.
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Continua
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Continuacéo

13.12 10 meses
13.13 11 meses
13.10 8 meses
13.11 9 meses
17.11 10 meses
17.12 11 meses
17.10 9 meses
15.10 7 meses
1517 14 meses
13.15 12 meses
02.2 7 dias
02.3 1 més
13.8 6 meses
17.13 13 meses
13.2 7 dias
17.14 15 meses
17.7 5 meses
02.16 13 meses
15.11 8 meses
15.16 12 meses
02.A 2 dias
02.B 2 dias
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14.1 2 dias
17.3 1 més
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Figura 20 - Dendrograma de similaridade gerado dos perfis de PCR-DGGE obtido a
partir de todas as amostras analisadas nesse estudo. Método UPGMA, coeficiente de

Dice.



Tabela 2 — Historico mensal das criangas analisadas.
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Crianca Antecedentes Caracteristicas 1°més 2° més 3°més 4° més
maternos
rinite Aleitamento Materno Materno Materno Misto
allb 2 meses antes Alimentacéo Cha c/ agucar
1 do parto
Maus cuidados em -
. a Mudangas familiares Cachorro em casa
relagdo a crianga
ITU Intercorréncia clinica
2 filhos Aleitamento Materno Misto Misto Misto
ITU 1° trimestre Alimentacéo Leite integral+agua Agua Danoninho, frango,
9 animal em casa,
maus cuidados em Mudangas familiares Mudanga de casa frutas, legums
relagéo a crianca
Intercorréncia clinica
3 filhos alérgicos Aleitamento Materno Materno Materno Materno
Renda baixa Alimentacédo Mel
3 Estudou até a 42 Mudangas familiares Chupeta Chupeta Chupeta
- T Cefalexina com 7 dias
série Intercorréncia clinica :
de vida
rinite Aleitamento materno materno materno materno
2 filhos Alimentacéo cha suco laranja
6 .
Mudangas familiares chupeta ovo, Iegumes:
peixe, macarrao
Intercorréncia clinica conjuntivite Atb topico resfriado creche
1° filho Aleitamento materno misto leite em po leite em pd
7 cachorro Alimentacéo leite artificial engrossante
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica
3filhos Aleitamento materno misto misto misto
casa s/ janela Alimentacédo agua e cha engrossante leite formulado danone
8 umidade Mudangas familiares chupeta pai empregado frutas diarréia
Nogdes de higiene
precaria no cuidado Intercorréncia clinica resfriado
com a crianga
Aleitamento materno materno materno materno
12 ITU Alimentacéo
cefalexina 7° més Mudangas familiares
Intercorréncia clinica Otite - Atb
1° filho Aleitamento materno materno materno materno
alergia na familia Alimentacéo
13 Mae atenciosa,
crianga bem Mudangas familiares chupeta
cuidada,
gato Intercorréncia clinica
HVC, HIV Aleitamento materno materno materno materno
2 filhos, cachorro Alimentacéo
14 Crianga e mae com Mudangas familiares chupeta
aspectos sujos
Intercorréncia clinica
carente socialmente Aleitamento materno materno materno misto
1 filho Alimentacéo leite em po
15 o
Mudangas familiares chupeta
Intercorréncia clinica
2 filhos Aleitamento materno materno materno materno
17 alergia familiar Alimentacéo

Mudangas familiares
Intercorréncia clinica
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Crianga Caracteristicas 5°més 6° més 7° més 8°més
Aleitamento misto misto misto misto
Alimentacéo frutas
1 L
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica
Aleitamento misto misto leite integral leite integral
2 Alimentacéo engrossante geral geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica
Aleitamento Materno Misto Misto Misto
Alimentacéo Feido, carneLfrango, legumes
macarrdo
3 Mudangas familiares
Intercorréncia clinica diar'ré@a * Neurofibromatose )
bronquiolite viral estrabismo
Aleitamento materno
6 Alimentacéo geral geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica otite Atb urticéria - atl
Aleitamento leite em pd leite em pd leite em pd leite fluido
Alimentacéo frutas, Iggumes. acucar
7 Carne, feijéo, arroz
Mudangas familiares pai desempregado pai empregado
Intercorréncia clinica diarréia 6d
Aleitamento leite fluido leite fluido leite fluido leite fluido
Alimentacéo legumes, verdura peixe
8 Mudangas familiares carne, feijéo, pao febre, resfriado
Intercorréncia clinica diarréia IR atb diarréia, alergia
de pele - atl
Aleitamento misto misto misto misto
12 Alimentagéo carne, frango e peixe
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica diarréia diarréia
Aleitamento materno misto misto misto
13 Alimentacéo caldo de feijao frutas, raizes, legumes verdura, arroz
Mudangas familiares pao, bolacha macarrao
Intercorréncia clinica
Aleitamento materno materno leite em p6 + materno Leite p6 + materno
14 Alimentacéo frutas, legumes, feijao, arroz,
Mudangas familiares nistatina oral - moniliase tosse, coriza caldo feijdo e carne pao, macarrdo
Intercorréncia clinica
Aleitamento misto misto leite em pd leite em pd
15 Alimentacédo leite em pd leite em po peixe, pdo, bolacha leite fluido
Mudangas familiares dieta geral + aclcar e carne
Intercorréncia clinica internago - epilepsia grave 2 internagdes EG
Aleitamento materno materno misto misto
17 Alimentagé_q frutas, Iegumes,_bolacha came, agl’;car' .
Mudangas familiares raizes, pao 24 dias de diarréia
Intercorréncia clinica Otite ATB urticaria - Atl oral desnutricdo




Pagina | 87

Tabela 2 — Historico mensal das criangas analisadas. Continuagao.

Crianga Caracteristicas 9° més 10° més 11° més 12° més
Aleitamento misto misto misto misto
1 Alimentagéo geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica atb- IR baixo ganho de peso
Aleitamento leite integral leite integral leite integral leite integral
2 Alimentagéo geral geral geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica candidiase oral baixo ganho de peso
Aleitamento misto misto
3 Alimentagéo carne, frango ovo, péo geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica diarréia 7 dias
Aleitamento
6 Alimentagéo geral geral geral geral
Mudangas familiares mudanca de casa hamster baixo ganho de peso
Intercorréncia clinica diarréia resfriado
Aleitamento leite fluido leite fluido leite fluido leite fluido
7 Alimentagéo ovo geral geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica
Aleitamento leite fluido leite fluido leite fluido leite fluido
8 Alimentagéo ovo geral geral
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica diarréia, tosse, coriza otite - atb
Aleitamento misto misto misto misto
Alimentagéo feijdo, ovo, macarrao geral geral geral
12 o ;
Mudangas familiares melhora de vida
Intercorréncia clinica sinusite - Atb
Aleitamento misto misto misto misto
Alimentagéo feijao geral geral aglcar
13 "
Mudangas familiares Bom ganho de peso
Intercorréncia clinica Sem intercorréncias
Aleitamento leite fluido + m leite fluido + m leite fluido +m leite fluido + m
14 Alimentagéo acUcar, engrossante
Mudangas familiares ovo, frango
Intercorréncia clinica sinusite - Atb Crianga desnutrida
Aleitamento leite fluido leite fluido leite fluido leite fluido
Alimentagéo geral geral geral geral
15 Mudangas familiares anemia leve
Intercorréncia clinica 2 episbdios .de 3 internages 1 internagdo EG
fezes amolecidas EG
Aleitamento misto misto misto misto
Alimentagéo ovo leite fluido
17 o
Mudangas familiares
Intercorréncia clinica gripe forte febre, exantema IR
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5. Discussao

Durante o primeiro ano de vida da crianca, a instalagdo da microbiota
intestinal esta sujeita a intervencdes de fatores externos, como tipo de parto,
alimentacéo e condicdes ambientais, além de fatores inerentes ao hospedeiro.
Estudos mostram o inicio da estabilizacdo da microbiota em torno do segundo
ano de vida. Apds a estabilizacdo a sua composicdo permanece estavel por
toda fase adulta do individuo (ROGER; MCCARTNEY, 2010).

Devido a importancia do tema e aos poucos estudos brasileiros descritos
na literatura é de grande valia o conhecimento da instalacao e estabilizacdo da
microbiota intestinal. Neste estudo o objetivo foi avaliar o processo de
colonizacdo da microbiota bacteriana intestinal durante o primeiro ano de vida

em onze criangas.

Para a avaliacdo da instalacdo da microbiota intestinal foi utilizada a
técnica de PCR-DGGE. Na técnica de PCR-DGGE os fragmentos de mesmo
tamanho dos produtos da reacdo de PCR sao separados com base nas
diferencas de suas bases. A separacdo acontece devido a diminuicdo na
mobilidade da dupla fita de DNA parcialmente desnaturada em um gel de
poliacrilamida com um gradiente linear de desnaturagdo (MUYZER; SMALLA
1998).

O gene 16S rRNA contém regides altamente conservadas entre as
espécies bacterianas e regides hiper-variaveis (regides V) que contém as
caracteristicas filogenéticas especificas de grupos e espécies bacterianas
(TANNOCK, 2002). Nesse trabalho foi utilizado como alvo a regido V3 do gene
16S rRNA por apresentar um padrdo com maior nimero de bandas no gel de
DGGE (YU; MORRISON, 2004).

O processo de colonizacdo do trato gastrointestinal pode ser dividido em
diferentes estagios. O estagio inicial ocorre durante o parto e nas primeiras
horas de vida. O segundo estagio compreende a fase de amamentagdo e o
terceiro estagio se refere a introducédo de alimentos solidos na dieta da crianca
(ROGER; MCCARTNEY, 2010).
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No inicio da colonizagdo, a microbiota de criancas amamentadas com
formulas artificiais se apresenta mais diversa em relacdo as criancas
amamentadas exclusivamente com leite materno (FAVIER; VOS; AKKEMANS,
2003; ROGER; MCCARTNEY, 2010). Criancas amamentadas exclusivamente
com leite materno tem uma microbiota intestinal com predominio da
colonizacdo por bifidobactérias ao passo que criancas amamentadas com
férmulas artificiais apresentam grande prevaléncia de enterobactérias (FAVIER
et al., 2002).

No presente estudo os resultados mostraram a colonizagcdo por
bifidobactérias nas amostras iniciais de 2 dias. Foi identificada banda
correspondente a bifidobactéria nas amostras de 6 criangas analisadas.
Somente em uma crianca a banda correspondente a bifidobactéria permaneceu
em todas as amostras ap0s seu surgimento, nas outras criangas ocorreu uma
flutuacdo da presenca dessa banda. Nas criancas analisadas nao foi possivel
identificar uma padrdo de aleitamento. Esses dados vdo de encontro a um
estudo realizado na Holanda com analise do estabelecimento da microbiota em
duas criangcas, uma amamentada exclusivamente com leite materno e outra
amamentada inicialmente com leite materno e posterior aleitamento com leite
formulado, mostrou que os perfis das duas criancas apresentaram colonizacéo
por bifidobactérias a partir do terceiro dia de vida. Para a crianga amamentada
exclusivamente com leite materno a banda correspondente a bifidobactéria no
gel de DGGE apareceu no terceiro dia de vida e permaneceu até o desmame
da crianca. Para a outra crianca a introducao de leite formulado provocou um
aumento na complexidade da microbiota e apdés o desmame houve uma
flutuac@o na presenca da banda correspondente a bifidobactéria (FAVIER et al,
2002).

Em outro estudo longitudinal de investigacdo da instalacdo da microbiota
de criancas amamentadas exclusivamente com leite materno em relacdo a
criancas que foram amamentadas por férmula artificial € observado que antes
do desmame a microbiota das criangcas amamentadas com férmulas artificiais €
mais diversa em relacdo as amamentadas com leite materno e apos o

desmame é observado uma alteracdo na diversidade da microbiota nos dois
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grupos. As andlises das amostras colhidas mensalmente até os 12 meses de
idade indicam que as criancas amamentadas com férmula artificial apresentam
uma maior estabilidade da microbiota (ROGER; MCCARTNEY, 2010).

A introducdo de alimentos solidos na dieta da crianca provoca uma
grande mudanca na diversidade da microbiota intestinal (FAVIER; VOS;
AKKEMANS, 2003; ROGER; MCCARTNEY, 2010). A composicdao da dieta
recebida pela crianga € tida como um fator de muita influencia na diversidade
da microbiota intestinal (NIELSEN et al, 2007). Com a introducéo de alimentos
sélidos é possivel observar a alteracédo do perfil da microbiota, com aumento do
namero de bandas, fato que € observado na maioria das criancas analisadas

(criancas 1, 3, 7, 12, 14, e 15) no presente estudo.

A introducdo precoce de alimentos na dieta estd associada a
instabilidade no estabelecimento da microbiota intestinal o que pode ser
observado durante o processo de sua instalacdo nas criancas 2, 6 e 8. Devido
ao fato da alimentacdo solida provocar mudancas na microbiota, tornando-a
mais complexa, os resultados obtidos mostraram que nas criangas que tiveram
a introducdo precoce de alimentos solidos na dieta houve uma grande
flutuacdo de bandas durante o periodo analisado. Os resultados também
mostraram o ndao compartilhamento de banda comum nas amostras de uma

mesma criancga.

A utilizagdo de antibiéticos bem como a duragdo de sua administracédo
sdo fatores que influenciam a colonizacéo primaria da microbiota. No presente
estudo as criangas 1, 3, 6, 8, 12, 14 e 17 utilizaram antibiético durante o
primeiro ano de vida e foram observadas alteracbes nos perfis de bandas de
suas amostras. No periodo que segue a utilizagdo do antibiético € observada
uma diminuicdo no numero de bandas no perfil. Apds a suspenséo do uso do
antibidtico observa-se restabelecimento da microbiota observando-se
novamente o aumento do numero de bandas no perfil. Essas observacdes vao
de acordo com o estudo realizado com quatro criangas no qual o uso de
antibiético foi relacionado com diminuicdo na diversidade da microbiota
(FAVIER; VOS; AKKEMANS, 2003; SONHJINDA, 2005).
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A crianca 15 foi internada por sete vezes ao longo do primeiro ano de
vida devido a quadro de epilepsia grave. No sétimo més a crianca 15 foi
internada por 2 vezes, a amostra seguinte a esse periodo, amostra de 8
meses, apresentou uma diminuicdo no numero de bandas no perfil do DGGE.
No més seguinte, 9 meses, foi possivel observar a recuperacdo da microbiota.
Embora essa crianca tenha tido interferéncia pela microbiota hospitalar,
durante os periodos de internagdo, os resultados mostraram que 0 processo
global da instalacdo da sua microbiota intestinal ndo sofreu alteragbes em
relacdo a esse fator. Fato que sugere que a influéncia da microbiota hospitalar
provoca alteracdes temporarias na microbiota, que é mantida por fatores
relacionados ao aleitamento, a alimentacdo e caracteristicas individuais da

crianga.

A desnutricdo e os cuidados com a crianca como o0s relacionados a
higiene e condi¢cdes sanitarias também influenciam o processo de colonizacao
(KAU et al, 2011). Pode-se observar em algumas criangas estudadas o baixo
ganho de peso ao final do primeiro ano de vida. No caso da crianga 2, que
apresentou uma grande instabilidade no processo de estabelecimento da
microbiota, no décimo segundo més de vida foi relatado no histérico mensal
baixo ganho de peso e nas amostras coletada apds esse periodo, amostra de
13 meses, houve uma diminuicdo do numero de bandas no perfil dessa
amostra. O histérico mensal da crianga 8, que também apresentou colonizagéo
instdvel da microbiota, aponta precéarias condices de higiene da mae no
cuidado com a crianca e precarias condicdes de moradia da familia, onde cinco
pessoas habitam um Unico cémodo sem janela e com alta umidade. O histérico
também aponta que a criangca 8 apresentou quatro episodios de diarreia
durante o primeiro ano de vida. Esses fatores somados a introducdo de
alimento solido precocemente e a fatores individuais podem explicar a
instabilidade da colonizacéo inicial da microbiota intestinal nas criancas. Outra
crianca que também apresentou quadro de desnutricdo durante o primeiro ano
de vida foi a crianga 17. Seu historico mensal aponta desnutricdo no oitavo més
de vida e observa-se uma diminuicdo de bandas na amostra de 9 meses

guando comparada as amostras dos periodos seguintes.
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No inicio das coletas das amostras foi feita a tentativa de se delimitar um
grupo homogéneo de pacientes para sua melhor avaliagdo, mas foram
observados eventos diferentes para cada criangca o que impossibilitou o
delineamento de grupos. Assim cada crianca foi analisada individualmente.
Alguns periodos determinados foram analisados em conjunto, mas os hiatos
entre as coletas das amostras dificultaram tanto as andlises individuais de cada

crianga quanto as analises por periodos especificos.

Devido a uma amostragem pequena, onze individuos, néo foi possivel a
realizacdo da andlise estatistica de dados quantitativos. Considerando-se 0s
dados qualitativos entre amostras e perfis de bandas foi feita analise estatistica
para dados qualitativos com a utilizacdo de analise multivariada, no caso desse

estudo analises de correspondéncia.

As intensidades das bandas nos géis podem ser utilizadas para calcular
indices de riqueza e diversidade (FROMIN, 2002; ZWIELEHNER et al., 2009),
mas € importante destacar que nesse trabalho foram considerados apenas o0s
dados qualitativos de presenca e auséncia de bandas. As intensidades das
bandas ndo foram consideradas em relagdo aos indices de diversidade devido
as caracteristicas das amostras, particularidades no processo de extracao de
DNA, e viés da reacdo de PCR (BURR et al., 2006; ARAUJO; SCHNEIDER,
2008).

Apods as andlises dos dados do presente estudo foi possivel observar
gue cada crianca apresentou um perfil distinto de colonizacdo. No inicio da
colonizacdo verifica-se uma menor quantidade de bandas nas criancas
estudadas bem como um menor compartihamento de bandas entre as
criancas. Ao longo do periodo de estudo foi evidenciada uma sucessao
ecoldgica nas microbiotas analisadas devido ao aumento do nimero de bandas
e maior compartilhamento de bandas comuns entre as criancas. Esses dados
corroboram o estudo realizado na Holanda, no qual 14 bebés foram
monitorados ao longo do primeiro ano de vida e os resultados mostraram que a
composicdo da microbiota infantil € mais simples que a microbiota de adultos e
gue € especifica para cada uma delas. Apresenta um perfil caético nos

primeiros meses de vida e se torna mais complexa quando se aproxima, ao
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longo do tempo, ao padrdo da microbiota de adultos (ZOETENDAL; RAJILIC-
STOJANOVIC, 2011).

A técnica de PCR-DGGE se mostrou uma boa ferramenta para a analise
global do desse processo, pois foi possivel a andlise em um mesmo gel de
todas as amostras coletadas de uma mesma crianca. O presente estudo
mostrou uma relacdo direta entre a composicdo da microbiota e os fatores
externos relacionados as criancas, como aleitamento, alimentacdo e uso de
medicamentos. Assim, os dados obtidos por PCR-DGGE mostram que o0s
perfis das comunidades bacterianas sao indicadores eficazes das alteracdes

externas e individuais de cada crianca.

O método apresenta algumas limitacbes como o préprio viés da reacao
de PCR quanto a amplificacbes preferenciais de determinados alvos na
sequéncia de DNA, a ndo amplificacdo por deficiéncia durante a hibridizacao
do oligoiniciador com a sequéncia alvo e a presenca de mais de uma copia do
gene 16S rRNA em algumas espécies bacterianas e a concatenacdo de
bandas durante a separacéo dos fragmentos por eletroforese sendo necessario
o recorte no gel da banda de interesse para clonagem e sequenciamento para
sua identificacdo (MUYZER; SMALLA, 1998).

As vantagens do método para estudo de comunidades microbianas
estdo relacionadas ao menor custo da técnica, menos laboriosa e mais rapida
em relagéo a realizagédo de biblioteca gendmica, a andlise simultanea de varias
amostras e a relacédo direta entre alteracées nos perfis e mudancas externas
(MUYZER; SMALLA, 1998).

Embora os resultados observados nesse estudo, conjuntamente com
outras analises realizadas em paralelo em nosso grupo de pesquisa, tragam
contribuicdes relevantes ao processo inicial de estabelecimento da microbiota
intestinal em um grupo de criancas saudaveis no Brasil, ha ainda a
necessidade de melhor compreender esse processo devido a grande

heterogeneidade da populacao brasileira.
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6. Conclusdes

Com o uso da técnica de PCR-DGGE foi possivel observar uma sucesséo
ecologica na composi¢cdo da microbiota das criangcas bem como o aumento da

sua complexidade conforme a idade.

O estabelecimento da microbiota intestinal mostrou-se particular para cada

crianca analisada nesse estudo.

A introducdo de alimento sélido provoca alteracdo do perfil da microbiota

intestinal aumentando a sua complexidade.

A utilizacdo de antibiético provoca alteracao temporaria no perfil da microbiota

diminuindo o nimero de bandas logo apds a sua utilizacao.

A analise de cada criangca mostrou que as variagdes individuais sao evidentes e
gue ao final do primeiro ano de vida podemos observar o inicio da estabilizacdo

da colonizag&do da microbiota intestinal.
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Anexo 1 - Comité de Etica (Hospital Universitario — USP)
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Anexo 2 — Comité de Etica (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-USP)
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Anexo 3 — Formuléario de consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisa — Flora normal da crianca: desenvolvimento e caracteristicas
Nome do Paciente:

Sexo: Data de nascimento:
Responsavel:
Endereco:
Fone:

Formulario de consentimento livre e esclarecido.

Caros pais ou responsaveis;

Estamos realizando um estudo sobre a flora intestinal das criancas. Flora
intestinal corresponde ao conjunto de bactérias que residem em nosso intestino. Essa
flora intestinal € muito importante para a salde das pessoas. Entre outras fun¢fes ela
ajuda a estimular as defesas do nosso organismo, ajuda 0 nosso organismo a se
defender de outras bactérias chamadas patogénicas, ou seja, que tém a capacidade
de causar doenca e ajudam o intestino a aproveitar melhor o alimento.

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

Esse conhecimento tem importancia uma vez que ainda ndo se conhece
adequadamente como ocorre a formacéo da flora intestinal das criancas brasileiras.
Acredita-se que, sabendo-se mais sobre a forma de instalagéo da flora e como ela se
mantém, seria possivel tomar medidas que ajudassem o individuo a constituir uma
flora mais saudéavel, trazendo beneficios para a salde da pessoa até a vida adulta.

Gostariamos do seu(s) consentimento(s) para coletar amostras de fezes de sua
criangca periodicamente até ela completar dois anos de idade. As coletas estédo
programadas para serem realizadas ao nascimento, com 15 dias e com 30 dias. A
partir do segundo més coletariamos fezes mensalmente 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 € uma
haste fina de madeira com algod&o na ponta (assemelha-se ao conhecido "cotonete"),

gue deverd ter uma pequena porcao introduzida suavemente no anus da crianga para
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retirada de uma amostra de fezes. Tal procedimento ndo devera provocar dor na sua
crianga e pode ser comparado a colocagédo de um supositorio.

Nos dias das coletas sua criancga realizaria acompanhamento médico pediatrico
sendo realizadas as orientagdes necessarias para o crescimento saudavel da crianca
nas diversas idades.

Precisariamos colher informacdes sobre a familia e sobre o meio no qual a
crianga vai morar. Necessitariamos colher continuamente informagBes sobre os
diversos alimentos que a crianga receber, assim como informacfes sobre fatos
importantes ocorridos com a crianga como doengas e uso de medicacoes.

Este acompanhamento ndo acarretard nenhum custo para 0s responsaveis,
sendo toda despesa 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 envolvidas na pesquisa, garantindo que nédo serdo tomadas medidas que
possam de alguma forma prejudicar as criancas.

Uma vez levantadas as informacfes elas serdo utilizadas para publicacdo em
revistas médicas e eventualmente apresentada em eventos médicos, tornando-se
Uteis para o saber de outros médicos e pesquisadores.

Apesar do exposto, 0s responsaveis nao devem se sentir obrigado a consentir
com a realizacdo da pesquisa. A crianca cujos responsaveis ndo consentirem com a
pesquisa recebera toda assisténcia médica e acompanhamento necessario, conforme
€ padronizado pelo hospital, sem nenhum prejuizo. Ressaltamos ainda a crianca
podera sair da pesquisa ho momento que 0s responsaveis julgarem necessario, sem
gue isso novamente, traga prejuizo para ela.

Declaro que apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que foi explicado, consinto na participacdo do meu filho no presente

Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de 20 .




