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RESUMO

CARDOSO, N. S. Analise da microbiota fecal de criancas alérgicas e néao
alérgicas as proteinas do leite de vaca. 2019. 92 f. Dissertacdo (Doutorado em
Microbiologia) Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2019.

A microbiota intestinal esta envolvida na regulacdo de varias funcdes fisiologicas,
incluindo a degradacéo de substancias nao digeriveis, produgéo de acidos graxos de
cadeia curta, reducdo da colonizacdo de patdgenos por conta da competicdo pelos
sitios de adesdo e permeabilidade intestinal. E composta predominantemente por
bactérias anaerdbias sendo os filos Bacteroidetes e Firmicutes os mais prevalentes.
A composicdo da microbiota intestinal e fecal pode variar em quantidade e
especificidade nos sitios anatdmicos. Neste estudo foi analisada a composicéo
bacteriana das microbiotas fecais em criancas com e sem alergia as proteinas do
leite de vaca. Foi realizado o isolamento bacteriano para os géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Bacteroides/Parabacteroides e Clostridium, analise quantitativa das
fezes por PCR em Tempo Real e a filogenia por AP-PCR dos isolados de
Bifidobacterium e Lactobacillus de ambos os grupos estudados. Das 25 fezes de
criancas com alergia, 14 (56%) delas apresentaram espécies de Lactobacillus, 19
(76%) de Bifidobacterium, 15 (60%) de Clostridium, 24 (96%) de Bacteroides e/ou de
Parabacteroides. Ja no grupo de criancas nao alérgicas 20 (80%) foram positivas
para Lactobacillus, 23 (92%) para Bifidobacterium, 9 (36%) para Clostridium, 22
(88%) para Bacteroides e/ou Parabacteroides. Em ambos os grupos na faixa etaria
de 6 a 10 anos de idade, as amostras fecais apresentaram maior diversidade de
espécies, observando-se a presenca de Lactobacillus spp., L. rhamnosus, L. casei,
Bifidobacterium spp., B. infantis, Parabacteroides distasonis, Bacteroides fragilis, B.
vulgatus, C. innocuum, e C. septicum. A andlise quantitativa dos microrganismos
realizada nas fezes mostrou diferencas estatisticamente significativas para
Clostridium perfringens (p = 0,037), Clostridium Cluster | (p = 0,005), Escherichia coli
(p = 0,001) e Bacteroidetes (p = 0,051). Os dendrogramas obtidos com as espécies
de Lactobacillus e Bifidobacterium de ambos os grupos de criancas analisados,
mostraram uma diversidade genética heterogénea e a presenca de clones
bacterianos, pertencentes na maioria das vezes, por bactérias isoladas do mesmo
paciente. Na literatura mundial se observam escassos estudos sobre composicéo da

microbiota intestinal e/ou fecal de criangas com alergia ao leite de vaca. Certamente,



este estudo comparativo poderd servir como base para pesquisas mais profundas
nesta linha de investigacao.

Palavras chave: Microbiota intestinal; Microbiota fecal; Alergia alimentar; Alergia as
proteinas do leite de vaca; Criangas alérgicas.



ABSTRACT

CARDOSO, N. S. Fecal microbiota analysis of children allergic and non-allergic
to cow’s milk proteins. 2019. 92 p. Dissertacdo (Doutorado em Microbiologia)
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2019.

The intestinal microbiota is involved in regulating of several physiologic functions,
including the degradation of substances not digestible, production of fat acids of short
chain, reduction of the colonization of pathogens due to the competition by the sites
of adhesion and intestinal permeability. It is composed predominantly of anaerobic
bacteria being the most prevalent phylum Bacteroidetes and Firmicutes. The
composition of the intestinal and fecal microbiota may vary in quantity and specificity
in anatomical sites. In this study we analyzed the bacterial composition of fecal
microbiotas in children with and without allergy to cow's milk proteins. Bacterial
isolation was performed for the genera Lactobacillus, Bifidobacterium,
Bacteroides/Parabacteroides and Clostridium, quantitative analysis of feces by Real-
time PCR and phylogeny by AP-PCR of Bifidobacterium and Lactobacillus isolates
from both groups studied. Of the 25 feces of children with allergies, 14 (56%) of them
presented Lactobacillus species, 19 (76%) of Bifidobacterium, 15 (60%) of
Clostridium, 24 (96 %) of Bacteroides and/or Parabacteroides. In the group of non-
allergic children 20 (80%) were positive for Lactobacillus, 23 (92%) for
Bifidobacterium, 9 (36%) for Clostridium, 22 (88%) for Bacteroides and/or
Parabacteroides. In both groups aged 6 to 10 years, fecal samples showed a greater
diversity of species, observing the presence of Lactobacillus spp., L. rhamnosus, L.
casei, Bifidobacterium spp., B. infantis, Parabacteroides distasonis, Bacteroides
fragilis, B. vulgatus, C. innocuum, e C. septicum. The quantitative analysis of the
microorganisms performed in the feces showed statistically significant differences for
Clostridium perfringens (p = 0,037), Clostridium Cluster | (p = 0,005), Escherichia coli
(p = 0,001) e Bacteroidetes (p = 0,051). The dendrograms obtained with the species
of Lactobacillus and Bifidobacterium from both groups of children analyzed, showed
heterogeneous genetic diversity and the presence of bacterial clones, belonging
most of the time, by isolated bacteria from the same patient. In the worldwide
literature, there are scarce studies on the composition of intestinal and/or fecal
microbiota of children with cow's milk allergy. Certainly, this comparative study could

serve as a basis for deeper research in this line of research.
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1. INTRODUCAO

A alergia ou hipersensibilidade alimentar constitui-se uma resposta
imunolégica adversa as proteinas presentes nos alimentos, causando Varios
sintomas ao paciente (WASERMAN e WATSON, 2011). Existem outras reacdes
adversas aos alimentos que podem ocorrer sem o envolvimento do sistema imune
do hospedeiro, tais como: deficiéncias enzimaticas digestivas (ex.: intolerancia a
lactose) e presenca de toxinas (ex.: intoxicagdo alimentar por estafilococos), entre
outras (FERREIRA et al., 2007).

Embora a alergia alimentar possa ser desencadeada por praticamente a
maioria dos alimentos, os mais significativos sao: leite de vaca, ovo, amendoim,
mariscos, peixes, trigo e soja (RONA et al., 2007; TAYLOR-BLACK e WANG, 2012).
Dentre eles, a alergia ao leite de vaca € a que apresenta maior prevaléncia, por ser
o primeiro alimento introduzido na dieta em idade pediatrica, e pelo seu elevado
potencial alergénico. As reacfes alérgicas causadas pelas proteinas presentes no
leite de vaca (LV) podem ou ndo ser mediadas pela imunoglobulina E (IgE), a qual
produz sintomas caracteristicos em cada tipo de reacéo alérgica (HEINE et al., 2002;
BRILL et al., 2008; JEONG et al., 2017). Também fatores genéticos, assim como a
guantidade e frequéncia de exposicdo aos alérgenos alimentares podem influenciar

uma resposta alérgica observada nos primeiros anos de vida.

Os individuos alérgicos as proteinas do leite de vaca sdo submetidos a uma
dieta de excluséo do leite e derivados, a fim de eliminar ou amenizar os sintomas. A
eliminacao de alguns componentes do LV na dieta de criancas, como por exemplo, 0
calcio e a lactose, podem levar a deficiéncia de crescimento da crianca e a disbiose
da microbiota intestinal, aumentando o risco de desenvolver futuramente outras
patologias (ISOLAURI et al., 1998; TURNBAUGH et al., 2007).

A microbiota intestinal € o conjunto de microrganismos presentes no trato
gastrintestinal de humanos e animais, e o seu desequilibrio tem sido associado as
doencas intestinais, tais como: doencas inflamatorias do intestino, sindrome do

intestino irritavel, doenca celiaca e alergias (GAREAU et al., 2010).

Alguns pesquisadores relacionaram o papel da microbiota intestinal com a
inducéo a tolerancia oral envolvida na patogénese da alergia alimentar, devido ao

estimulo e desenvolvimento do sistema imunoldgico; além de também estar
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envolvida com a resisténcia as infecgbes produzidas por diversos patdégenos
(CONWAY, 2005; O'HARA et al., 2006; ARRIETA et al., 2015). Sabe-se que, no trato
intestinal, existe um estado de constante modulacao, pois ao mesmo tempo em que
0 sistema imunoldgico esta pronto para agir contra bactérias patogénicas, também é
capaz de se manter tolerante em relagdo a microbiota residente (WINKLER et al.,
2007; AITORO et al., 2017).

Determinados microrganismos vivos, quando ingeridos em certas quantidades
podem trazer beneficios a saude, sdo os denominados probidticos, como por
exemplo, algumas espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus. Estudos
demonstraram a capacidade de Bifidobacterium spp. utilizar oligossacarideos
fucosilados do leite humano, e favorecer seu crescimento em relacdo a outras
bactérias que fazem parte da microbiota intestinal, tais como Escherichia coli e
Clostridium perfringens (DETHLEFSEN e RELMAN, 2011; MARCOBAI et al., 2011).

Espécies de Bacteroides também podem utilizar oligossacarideos fucosilados
como fonte de carbono, 0 que sugere que a colonizacdo do intestino é auxiliada
pelas propriedades do leite, realcando a importancia da dieta na determinacdo da

composi¢do da microbiota intestinal humana (MARCOBAI et al., 2011).

Existem evidéncias de que individuos portadores de enfermidades, como
doenca intestinal inflamatéria ou alergias, apresentam microbiota intestinal diferente
dos individuos saudaveis, com baixa diversidade microbiana. Porém, na maioria dos
casos, ndo € possivel afirmar se essa diferenca na composicdo microbiana é
caracteristica de algum determinado quadro clinico. Isto sugere maiores estudos
para definir as diferencas qualitativas e quantitativas da composicdo desta
microbiota (BISGAARD et al., 2011; AITORO et al., 2017; VAN DEN ELSEN et al.,
2019).

Na literatura mundial, sdo escassos 0s estudos sobre a composicdo da
microbiota intestinal de criangcas com alergia ao leite de vaca. Assim, a identificacao
da composi¢do dessa microbiota residente podera fornecer o suporte microbiolégico
necessario para melhor conhecer o impacto que a exclusdo do leite de vaca pode

provocar.
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2 ANALISE DA LITERATURA

2.1 Alergias alimentares

Nas ultimas décadas houve um aumento na prevaléncia dos casos de
diversas alergias em todo o mundo, incluindo as alergias alimentares (AA). Este
aumento tem sido atribuido as mudancas no estilo de vida da populagdo e ao
consumo de alimentos processados, porém sdo mdultiplos os fatores que podem
causar ou aumentar o risco de desenvolver AA, dentre eles, fatores genéticos,
composicao da microbiota intestinal, tipo de amamentacédo, quantidade de exposicao
aos alérgenos (SICHERER e SAMPSON, 2006; BRANUM e LUKAS, 2009).

Estudos tém associado a introducdo precoce de potenciais alérgenos na dieta
como LV, ovos e amendoim, com o desenvolvimento de alergias (SCHIESS et al.,
2011; SHAKER, 2014). Por outro lado, outros estudos mostram que a introducao
tardia desses alimentos também pode aumentar o risco de desenvolver alergias
(FLOKSTRA DE BLOK et al., 2010), sendo necessarios mais estudos que
esclarecam uma dose adequada ou um periodo critico na infancia para a introducéo

na dieta desses alimentos considerados alergénicos.

As alergias alimentares tornaram-se um problema de salde publica e sao
associadas a um impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes alérgicos,
devido aos sintomas e outras comobirdades associadas como: asma, eczema
pulmonar, dermatite atdpica, e hipersensibilidade, entre outras (SAMPSON, 2004;
NOWAK-WEGRZYNE e SAMPSON, 2006; FLOKSTRA DE BLOK et al., 2010).

A prevaléncia assertiva desta patologia é dificultada pelo seu dificil
diagnéstico, pois se manifesta com perfis diferentes de sintomas (individuo
dependente), podendo apresentar reacbes severas e até fatais. As alergias aos
alimentos sdo mais comuns na idade pediatrica, sendo estimado que afete 10% das

criancas e 6% dos adultos em todo o mundo (JEONG et al., 2017).

O alérgeno (antigeno) geralmente é uma proteina e pode ser exposta por
contato com a pele e mucosa, e mais comumente com o trato gastrintestinal por
ingestdo. A barreira gastrintestinal de criancas pequenas e bebés € imatura, e nas
alérgicas o quadro é agravado, pois 0 sistema imunologico ndo consegue impedir a

absorcdo da maioria dos antigenos, e por conta disso, se observa maior prevaléncia
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de criancas alérgicas nos primeiros anos de vida (DUPONT, 2011; SICHERER,
2011; GRAY et al., 2015).

As reacdes de hipersensibilidade aos alimentos podem ser classificadas de
acordo com o0 mecanismo imunologico, e podem ser ou ndo mediadas pela IgE. Os
sintomas produzidos por esta imunoglobulina sdo edema de laringe, dermatite
atopica, rinoconjutivite, nauseas e vomitos; ja nas rea¢cdes ndo mediadas por IgE, 0s
sintomas sao tardios, mais severos e incluem complicacbes respiratorias e
gastrintestinais (FIOCCHI et al., 2010; MORIYAMA, 2015).

O mecanismo imunolégico mais comum nesses processos € a reacao
mediada por IgE, onde basicamente, os antigenos se ligam aos anticorpos
estimulando a liberacdo de histamina e as células Th2 induzindo a sintese de IgE
(hipersensibilidade tipo I); entretanto, as raras rea¢des ndo mediadas por IgE séo
multifatoriais e incluem anticorpos IgA e IgG que se ligam aos antigenos das
proteinas (hipersensibilidade tipo IIl), desencadeando um estimulo direto das células
T (hipersensibilidade tipo IV) (KWEOM et al., 2000; ABBAS et al., 2014 ).

Lee (2016) descreve a via classica da reacao alérgica mais comum, sendo
considerado um processo de dois passos: a sensibilizacdo e a reagdo de
hipersensibilidade. As proteinas alimentares atravessam a barreira epitelial e séo
apresentadas por células apresentadoras de antigenos, na presenca de IL-4, as
células T CD4 diferenciam-se em células Th2 que produzem outras interleucinas (IL-
5, IL-13, IL-9 e IL-4) que promovem a diferenciacdo das células B em células

plasmaticas produtoras de IgE com a liberacao de histaminas (Figura 1).

A historia clinica de alergias relatada pelo paciente é muito importante sendo
necessarios também outros exames clinicos e testes imunolégicos como, RAST® e
immunoCAP® que servem para mensurar 0s niveis séricos de IgE especifico para o
alimento suspeito (DAHER et al., 2009).

O teste Prick Test, tem a mesma finalidade de pesquisa de IgE no soro; e
consiste num teste cutdneo onde as proteinas do alimento suspeito sao
apresentadas a superficie da pele, a fim de verificar o aparecimento de papulas no
local. Essas papulas sdao medidas apdés 20 minutos e valores =2 3 mm sé&o
consideradas positivas de reacdo alérgica (BOUSQUET et al.,, 2012; MURANO,
2014).
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Figura 1 - Via classica da reacdo de hipersensibilidade aos alimentos. Fonte: Adaptado de Lee
(2016).

O teste de provocacdo oral € usado, na maioria das vezes, para concluir o
diagnéstico quando ndo se trata de um caso de anafilaxia. Nesse teste o alimento
suspeito é administrado ao paciente, sob supervisdo médica, com objetivo de
confirmar alguma reacdo clinica. Quando se trata de uma reacdo alérgica IgE
mediada, a reacao clinica pode ser verificada imediatamente ou em algumas horas;
ja uma reacédo alérgica ndo mediada por IgE, pode apresentar complicacdes em 24

horas ou até em dias (DUPONT, 2011; MURANO, 2014).

Na maioria dos casos, as alergias alimentares sdo perdidas até os cinco anos
de idade, e é quando pode ser adquirida a tolerancia oral, sendo constituida como
um estado de falta de resposta imune sistémica e local induzida pelo alimento
(ROBERT, 2003; FLOKSTRA DE BLOK et al., 2010).
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2.1.1 Leite de Vaca

O leite de vaca (LV) é um produto de secrecdo mamdria constituido de uma
fase liquida e particulas em suspensdo (SGARBIERI, 1996). O leite e seus
derivados sédo alimentos com elevado valor nutricional: proteinas, minerais,
vitaminas, e outros constituintes que em conjunto, suprem as necessidades

nutricionais e metabdlicas do recém-nascido (MUNIZ et al., 2013).

A composicdo do LV pode ser variavel dependendo do metabolismo do
animal em que foi produzido, mas em média € constituido por 87% de agua e 13%
de solidos totais, onde estdo distribuidos de 4% - 5% de carboidratos, 3% de
proteinas, 3% - 4% de lipidios, 0,8% de minerais e 0,1% de vitaminas (NORO et al.,
2006).

Este alimento esta entre os mais consumidos no mundo, e seu consumo é
incentivado principalmente como fonte de célcio, que dentre outras fungdes,
participa da formagdo e manutencdo da estrutura éssea. Outros minerais
importantes como fésforo, magnésio, zinco e selénio, também fazem parte da sua
constituicdo (GOLDBOHM et al., 2011; MUNIZ et al., 2013).

A lactose constitui-se o carboidrato mais abundante no LV. A sua digestao e
absorcdo € realizada pela acdo da enzima lactase produzida no intestino; pessoas
com auséncia ou baixa atividade desta enzima sofrem de intolerancia a lactose, o
gue causa desconforto abdominal, diarréia, entre outros sintomas (USAI-SATTA et
al., 2012; VANDENPLAS, 2015).

Com relacédo as vitaminas do LV, a vitamina A é necessaria na manutencgéo e
multiplicacdo celular, e a vitamina B2 (riboflavina) atua como coenzima nos
processos metabdlicos da cadeia respiratoria. Sabe-se também que,
imunoglobulinas, horménios, citocinas e enzimas do LV podem conferir efeitos
benéficos a saude do hospedeiro (PEREIRA, 2014).

Varias proteinas estdo presentes no LV, compreendendo aproximadamente
35 g/L (Tabela 1), sendo os peptideos formados na digestédo protéica associados a
varios beneficios a salde, auxiliando na absor¢do de nutrientes, vitaminas, e
minerais no trato gastrintestinal (MILLS et al., 2011; SOUZA et al., 2012). Estudos
apontam que criancas com dieta de exclusdo do LV desenvolvem hipocrescimento,

niveis baixos de calcio na corrente sanguinea e desnutricdo (MORAL e NAVES,
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2017).

Tabela 1 - Proteinas presentes no leite de vaca.

Fracdo Protéica Proteinas (g/L)

Caseinas PM (kDa) ~30
Osi-caseina — (23,6) 12 - 15
asp-caseina — (25,2) 3-4
B - caseina — (24) 9-11
y1- caseina — (20,6) 1-2
Y2- caseina — (11,8) -
y3-caseina — (11,8) -
k- caseina — (19) 3-4

Proteinas do soro ~5
a-lactoalbumina - (14,2) 1-15
B-lactoglobulina - (18,3) 3-4
Imunoglobulinas- (160) 06-1
BSA"- (67) 0,1-04
Lactoferrina - (800) 0,1

*Albuminas do soro bovino.
Fonte: Adaptado de FIOCCHlI et al. (2010) (DRACMA).

2.1.2 Alergia as proteinas do leite de vaca

Reacles alérgicas podem ser desencadeadas pela fracdo protéica do leite,
estima-se que em nivel mundial, a alergia as proteinas do leite de vaca (APLV) afete
de 3% a 8% das criangcas menores de trés anos de idade, e até 4% dos adultos em
todo o mundo (SICHERER et al, 2011; SANTALHA et al., 2013). Estudos
demonstram que a maior prevaléncia desses processos, ocorre durante o primeiro
ano de vida, e aproximadamente, 80% destas criancas adquirem tolerancia oral
espontaneamente até os cinco anos de idade (CAFFARELLI et al., 2010 ; WOOD et
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al., 2013; GRAY et al., 2015). A amamentacdo é fortemente recomendada como a
melhor forma de se evitar AL, porém, crian¢as que tendem a desenvolver alergias ao
LV também apresentam reacdes as proteinas do leite ingeridas pela mae (SHAKER,
2014; SCHIESS et al., 2011).

Da mesma forma que em qualquer outra alergia alimentar, o diagnéstico de
APLV se baseia principalmente na histéria clinica relatada pelo paciente e seus
familiares, sendo de importancia a informacdo da presenca de alérgicos na familia
(ELE et al., 2017). Exames clinicos e imunoldgicos séo realizados a fim de pesquisar

0s niveis séricos de IgE e também testes de provocacgdao oral.

Os testes de provocacao oral (TPO) podem ser realizados de trés formas: 1)
aberto (TPOA), quando o leite é oferecido normalmente com o conhecimento do
pacientes, familiar e médicos; 2) simples cego (TPOSC), quando o leite € mascarado
em sua aparéncia, sabor, odor e consisténcia, de forma que apenas os médicos
sabem qual porcédo ou dose; e 3) duplo cego, placebo controlado (TPO DCPC) no
qual o leite e placebo sdo preparados e codificados por uma terceira pessoa hao
envolvida na avaliacdo do paciente, reduzindo a influéncia do paciente e
acompanhante (ASBAI, 2012; GUSHKEN et al., 2013).

Estudos referentes a novos produtos alimenticios, bem como formas de
processamento do LV vém sendo realizados, além disso, ha muito tempo o0s
probiodticos vém sido investigados na busca de modular a microbiota intestinal/fecal e
induzir tolerancia oral em alérgicos ao LV (LATTINEN et al., 2005). Entretanto, o
procedimento eficaz adotado pelos clinicos € a excluséo total do LV e derivados da
dieta do paciente, a fim de eliminar ou amenizar os sintomas. Além disso, o impacto
nutricional individual deve ser avaliado, com a implementacdo de reposicdo de
nutrientes, quando necessario (TURNBAUGH et al., 2017; VENTER et al., 2017,
INOU et al., 2019).

Das proteinas presentes no leite de vaca, as mais relacionadas com as
alergias sdo as caseinas e as proteinas do soro a- lactoalbumina e B-lactoglobulina.
As caseinas sao resistentes ao processamento térmico, fazendo com que os APLV
sensibilizados por esta proteina excluam também a forma cozida do leite e derivados
(FIOCCHI et al., 2016). A B-lactoglobulina é encontrada no leite materno humano, e

pode ser detectada no leite da méae até sete dias apds sua ingestdo, e esta
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informacao € importante, pois lactantes APLV podem continuar se alimentando com
leite materno desde que a mae faca a dieta de exclusédo (MATANGKASOMBUT et
al., 2017).

A maioria dos individuos com APLV séo sensibilizados tanto para caseinas
quanto para proteinas de soro (BARTUZI et al., 2017). Uncuoglu et al. (2017)
testaram a tolerancia ao leite cozido e fermentado (iogurte) em ALPV e
independente das proteinas que causavam a sensibilizacdo em cada crianca, assim,
2/3 das criancas menores de dois anos com reacdo nao mediada por IgE toleraram
o leite fermentado, mostrando que além da proteina sensibilizante, ainda existem
fatores como: idade, tipo de reacdo e a condicdo fisica do LV. Quando a
amamentacao exclusiva ndo é possivel, ou a crianca com APLV ja passou da idade
de lactente, deve receber indicacdo de uma férmula substitutiva ao LV (KANSU,
2016).

De acordo com as diretrizes da DRACMA (Diagnosis and Rationale for Action
Against Cow’s Milk Allergy), a férmula parcialmente hidrolisada (FPH) pode ser
recomendada como substituta do LV comum, porém, algumas criancas podem ser
sensiveis a esse produto uma vez que pode conter alguns epitopos intactos capazes
de provocar a reacéo alérgica (FIOCCHI, A. et al., 2010).

Formulas parcialmente hidrolisadas utilizadas como substitutas do LV comum,
foram testadas em ratos sensiveis e 0s niveis de IgE e IgG especificos diminuiram,
assim como também n&o houveram sintomas clinicos. Este efeito imunomodulador
foi associado ao aumento de células B e T reguladoras no baco (KIEWIET et al.,
2017).

A formula extensamente hidrolisada (FEH) é a mais recomendada, como
substituta do LV comum, é bem tolerada no que diz respeito as reacdes alérgicas,
mas nao possui gosto agradavel, aléem do elevado custo. A formula hidrolisada de
arroz (FHA) é considerada equivalente a FEH; e a férmula de aminoacidos (FAA) &
sugerida somente em situacdes clinicas severas ou em pacientes que ndo se
adaptaram as outras formulas, podendo ser outra op¢édo formulas a base de soja
(FS). O fluxograma simplificado sobre o diagndstico e pés diagndstico da APLV é
mostrado na Figura 2 (MIRAGLIA DEL GIUDICE et al., 2015; FIOCCHI et al., 2016;
INOU et al., 2019).
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Figura 2. Fluxograma simplificado do diagnéstico e tratamento de APLV. Fonte: Adaptado de BRILL
(2008) e KANSU et al. (2016).

2.1.3 Célcio

O calcio € um mineral essencial responsavel pela constituicdo dos tecidos
duros, tais como 0ssos, e € fundamental na manutencédo das diversas fun¢des no
organismo, como a contragcdo muscular, transmissdo de impulsos nervosos, e
coagulacdo do sangue. Com isto, € necessario que 0s niveis séricos de célcio
estejam dentro da normalidade para o bom funcionamento do organismo em

individuos saudaveis, sendo os valores normais em criancas € entre 8,5 e 11
mg/dL (2,1 e 2,9 nM/L) (BALDO, 2008; IOM, 2010).

A ingestao dietética recomendada de calcio € de 200 mg/dia para criancas
de 0 a 6 meses, 260 mg/dia para criangcas de 7 a 12 meses, 700 mg/dia
para criancas de 1 a 3 anos, e 1000 mg/dia para de criancas de 4 a 8
anos, sendo o limite superior toleravel 2.500 mg/dia em todas as idades
(FERNANDEZ-ORTEGA, 2008). A disponibilidade do céalcio nos alimentos é
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variada, estando presente, por exemplo, em brocolis, sardinha, banana e gergelim;
porém, o leite de vaca e seus derivados séo as fontes mais ricas desse elemento
(BUZINARO et al., 2006).

A quantidade de calcio presente no leite € de aproximadamente 1.200 mg/L
ou 240 mg por copo (200 mL) (PHILIPPI, 2013). Desta forma, o baixo consumo de
leite é associado a niveis inadequados de calcio, observados em paises
desenvolvidos e emergentes (FERNANDEZ-ORTEGA, 2008; HOPPU et al., 2010;
VERTER et al., 2017).

Ha uma correlacdo entre a absorcdo de calcio no organismo e 0s niveis de
vitamina D, que controla a absorgcéo desse mineral; entretanto, alguns componentes
do LV, como a lactose, proteinas e fosfolipidios, podem contribuir para a absorcao
do calcio no intestino, mantendo-o na forma solavel até que alcance o intestino

grosso e seja absorvido por vias independentes a vitamina D (MARTINI et al., 2013).

Dentre outros prejuizos ao organismo, uma dieta pobre em calcio, pode
prejudicar a formacao do esqueleto e o processo de crescimento, visto que, o tecido
0sseo se desenvolve na primeira infancia. A suplementacdo de calcio € o recurso
utiizado quando ha a necessidade individual de criancas que fazem dieta de
exclusdo de LV e derivados (BUENO e CZEPIELEWSKI, 2008; VERTER et al.,
2017).

2.2 Microbiota intestinal residente

As comunidades microbianas presentes internamente ou superficialmente no
corpo humano sao denominadas de microbiota residente, indigena ou autéctone, e o
trato intestinal abriga uma variedade elevada de microrganismos quando comparado
a outros ecossistemas do corpo humano como a pele, vagina, e cavidade bucal
(TURNBAUGH et al., 2017). A microbiota residente gastrintestinal humana é muito
complexa e é composta por microrganismos que interagem intimamente com as

células e os nutrientes do hospedeiro (CAICEDO et al., 2005).

A microbiota intestinal residente pode ser definida pela presenca de géneros
microbianos que colaboram com o metabolismo, resisténcia as infeccdes e
inflamac0es, resisténcia a autoimunidade, sinalizacdo enddcrina, e funcéo cerebral

(eixo cérebro-intestino) (BISGAARD et al., 2011). Exemplos de bactérias associadas
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a saude humana e adequada funcdo do trato gastrintestinal incluem: Bacteroides
spp., Bifidobacterium spp., Clostridium Clusters IV e XIV, Eubacterium spp.,
Faecalibacterium spp., Lactobacillus spp., e Roseburia spp. (LE CHATELIER et al.,
2013).

A colonizacao bacteriana é um processo que ocorre nos primeiros meses de
vida, juntamente com o desenvolvimento intestinal e maturacdo do sistema
imunologico. Em 1886, Theodor Ercherich, em estudo pioneiro, observou a
esterilidade no meconio (primeira evacuacao do recém-nascido), e relatou que a
colonizac&o bacteriana seria pelo contado materno e ambiental (SHULMAN et al.,
2007). Com isso, acreditava-se que o0s seres humanos eram livres de
microrganismos antes do nascimento, mas nos ultimos anos estudos vém sugerindo
gue a colonizacdo bacteriana pode ser iniciada antes do nascimento, dentro do
atero, criando a hipotese do “Dogma do Utero materno” que propdem que esse
ambiente talvez ndo seja isento de microrganismos (FUNKHOUSER,;
BORDENSTEIN, 2013).

A deteccao bacteriana por cultivo fecal de neonatos saudaveis, e por PCR
16S rRNA mostrou uma comunidade relativamente simples, composta por géneros
como Escherichia, Shigella, Enterococcus, Leuconostoc, Lactococcus e
Streptococcus (JIMENEZ et al, 2008). Também, Enterococcus faecium,
Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes, e Lactobacillus rhamnosus
tém sido detectadas em sangue do corddo umbilical e em anexos placentarios;
porém, 0s mecanismos pelos quais estas bactérias colonizam esses locais nado
foram elucidados (JIMENEZ et al., 2008; SATOKARI et al., 2009; BUTEL et al.,
2018).

A composicdo microbiana intestinal é Unica para cada individuo; entretanto,
tém sido observados quatro filos predominantes, Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria e Proteobacteria. (LANDMAN et al., 2015). Sabe-se que, o tipo de
nascimento pode influenciar na composicdo da microbiota, os bebés nascidos de
parto normal possuem elevado nimero de Lactobacillus spp. pela sua presenca no
canal vaginal materno; enquanto, aqueles nascidos por cesariana possuem
colonizacéo inicial de bactérias facultativas e esporuladas, as quais estao presentes
na pele da méae, ambiente hospitalar, e profissionais de salude (DOMINGUEZ-
BELLO et al., 2010).
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Rutayisire et al. (2016), em pesquisa comparativa da microbiota intestinal de
bebés nascidos de parto normal e cesarea, observaram diferengas significativas na
colonizacdo durantes os primeiros trés meses de idade; porém essas diferencas na
diversidade bacteriana foram diminuidas a partir dos seis meses de vida,
principalmente, nos géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium e

Lactobacillus, com maior numero de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

A amamentacao € outro fator importante na formacéao da microbiota intestinal,
o leite materno transmite bactérias ao intestino do lactente, confere protecdo contra
espécies patogénicas por conter anticorpos, e seleciona espécies que sdo capazes
de utilizar os oligossacarideos de leite como fonte de carbono. Isto é observado em
Bifidobacterium longum que apresenta capacidade de crescer mais rapidamente que
outras bactérias, como Escherichia coli e Clostridium perfringens. Véarias espécies de
Bacteroides também podem utilizar oligossacarideos fucosilados como fontes de
carbono, mostrando que a colonizacdo é auxiliada pela capacidade prebiotica do
leite. Em recém-nascidos alimentados com leite artificial observa-se uma maior

quantidade de Clostridium spp. e Enterococcus spp. (YU et al., 2013).

Em lactentes, as espécies de Bifidobacterium mais comuns séo B. longum, B.
breve, B. bifidum, B. adolescentis, B. infantis e B. catenulatum; contudo, composi¢ao
similar também é observada em adultos. Dentre do género Bacteroides, espécies do
“grupo Bacetroides fragilis” sdo abundantes tanto em criangas quanto em adultos.
Microrganismos espoprulados como C. perfringens, C. paraputrificum, C. tertium do
Cluster Clostridial | e C. difficile, Clusters Clostridial XI, sdo dominantes em criancas
com idade escolar (MEVISSEN-VERHAGE et al., 1987).

A composicdo da microbiota é alterada em dois estagios da vida: no inicio da
vida até o desmame, e do desmame até a idade adulta, influenciada, principalmente
pela dieta e estilo de vida. Sabe-se que, espécies pioneiras que colonizam os
neonatos sao bactérias facultativas como: Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Enterococcus spp. e Enterobacter spp., as quais Sao responsaveis por criar um
ambiente andxico, favorecendo o crescimento de bactérias anaerébias como,
Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Clostridium spp., e Eubacterium spp.
(JIMENEZ et al., 2008; BACKED et al., 2015).

No trato gastrintestinal, a composicdo é caracteristica em cada sitio

anatdbmico, sendo que, o intestino grosso abriga uma comunidade microbiana
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complexa e densa, composta principalmente por espécies anaerObias (1012
bactérias/mL) (PRAKASH et al., 2011; ARON-WISNEWSKY et al., 2012).

Por existirem diferencas nas populagcdes microbianas que habitam a regiao
superior e inferior do intestino, o material fecal torna-se alvo de analises da sua
composicdo, representando a microbiota intestinal. Entretanto, observam-se
escassas pesquisas que visam esclarecer a composicdo da microbiota intestinal de
criancas alérgicas, principalmente as proteinas do LV, na fase neonatal e em
criancas com idade escolar (HILL e DRASAR, 1975).

A estabilidade na composicdo da microbiota intestinal também é
significativamente afetada por outros fatores, dentre eles, a genética do hospedeiro,
fatores ambientais, condicdes de higiéne, resposta imunoldgica, utilizacdo de
antimicrobianos, exercicios fisicos, e dieta. A dieta em particular tem um impacto
marcante na diversidade microbiana, uma vez que esses microrganismos obtém
energia pelo metabolismo dos nutrientes alimentares (DE FILIPPO et al., 2010;
COTTER et al., 2012; ALBENBERG e WU, 2014).

Em contraste, o impacto da mudanca na dieta sobre a composicdo da
comunidade microbiana ainda precisa ser mais bem avaliado. Ha evidéncias de que
a suplementacdo dietética com oligossacarideos e inulina pode favorecer o
crescimento de grupos especificos de bactérias, incluindo Bifidobacterium spp.,
assim como uma dieta sem LV e derivados pode contribuir para uma microbiota
pobre em Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., e acarretar uma disbiose
intestinal, alterando a funcéo dessa populagédo e podendo causar diversas patologias
(BOUHNIK et al., 2004; KANAI et al., 2014; BACKED et al., 2015).

A microbiota intestinal residente auxilia na digestdo de compostos nao
digeriveis pelas enzimas digestivas, além de fornecer importantes produtos de
fermentacdo, como os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), producdo de
vitaminas K e B12, e atuam como fator de protecdo contra microrganismos
exdgenos e patogénicos (QUI et al., 2010). Portanto, essa disbiose intestinal pode
favorecer o estabelecimento de vérias patologias, incluindo doenca inflamatoria
intestinal, esclerose multipla, diabetes, alergias, asma, autismo, cancer de colon e
obesidade (PETERSEN e ROUND, 2014; VAN HUL et al, 2017,
GOPALAKRISHNNAN et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3105703/#bib6
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Considera-se que, a comunidade microbiana do intestino humano
desempenha um papel crucial na saude e nas doencas. Nas Ultimas décadas tém se
notado elevado interesse na modulacdo microbiana pelo uso da dieta, assim como,
0 possivel impacto que dieta de exclusdo de algum alimento, como o LV, pode
causar (VAN HUL et al., 2017).

2.2.1 Microbiota intestinal envolvida nos processos alérgicos alimentares

A mucosa intestinal humana é a principal interface entre o sistema
imunologico e o ambiente externo, e € onde estdo aderidas milhares de bactérias
coletivamente chamadas de microbiota intestinal residente. A microbiota intestinal
estimula o desenvolvimento do sistema imunoldgico do hospedeiro e faz com que
exista um estado de modulacdo imunolégica constante, visto que ao mesmo tempo
em que o sistema imunolégico esta pronto para agir contra substancias
desconhecidas e bactérias patogénicas, também é capaz de manter-se tolerante em
relacdo a microbiota residente (WINKLER et al., 2007; VAN DEN ELSEN et al.,
2019).

O sistema imunologico impfe pressao seletiva sobre a microbiota intestinal
por meio de mecanismos inatos e adaptativos, como os peptideos antimicrobianos e
imunoglobulina A (IgA) (PETERSON et al., 2007). A maturacdo da microbiota
intestinal saudavel no inicio da vida, permite o equilibrio de Th2/Thl, favorecendo
uma resposta celular Thl, enquanto a disbiose, altera a homeostase da relacao
hospedeiro-microbiota, favorecendo a resposta Th2, caracteristica das respostas
alérgicas. A presenca de populacbes de células T induzidas pela dieta e bactérias,
pode ser necesséaria para induzir tolerancia completa aos antigenos alimentares
(MAZMANIAN e LIU, 2005).

Pesquisas recentes também sugerem que, a disbiose na microbiota intestinal
neonatal promove alteragcdes na funcdo epitelial intestinal e o estimulo de células T
CD4+, disfuncdo associada a alergias. Também, a microbiota intestinal poderia ser
considerada um alvo para a intervencdo preventiva e terapéutica contra alergias
alimentares, em busca de tolerancia (TAMBURINI e SHEN, 2016; PLUNKETT e
NAGLER, 2017).

A tolerancia imune € o estado de falta de resposta do sistema imunolégico a
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substancias que tém o potencial de induzir uma resposta imune, e pode ser
alcancada por mecanismos como: tolerancia central e tolerancia periférica. Os
mecanismos exatos envolvidos no desenvolvimento da tolerancia imunologica nao
tém sido totalmente definidos, embora, recentes evidéncias sugerem que a
microbiota intestinal e seus metabdlitos (principalmente acidos graxos de cadeia
curta), juntamente com a exposicdo a fatores alimentares no inicio da vida,
influenciam criticamente no estabelecimento da tolerancia imune aos antigenos
alimentares (KIM e HONG, 2016).
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3. OBJETIVOS

Geral:

Analisar de forma comparativa a quantificacdo bacteriana da microbiota fecal

de criangcas com e sem alergia ao leite de vaca.

Especificos:

1. Isolar e identificar espécies dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium,
Bacteroides e Clostridium de material fecal em ambos os grupos de criancgas;

2. Quantificar por PCR em tempo real a presenca de bactérias pertencentes: aos
filos Bacteroidetes e Firmicutes; as familias Bacteroidaceae e Enterobacteriaceae;
aos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides e Parabacteroides; e de
espécies bacterianas: Escherichia coli, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,

Clostridium Cluster |, e do dominio Archaea; e

3. Avaliar a diversidade genética por AP-PCR de espécies de Lactobacillus e

Bifidobacterium isolados de ambos os grupos de criancas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Participantes

Cinquenta criangas entre 7 meses e 10 anos de idade, sem distingdo de
género e raca foram selecionadas para este estudo. Elas foram agrupadas como

segue:

- Grupo 1: 25 criancas com alergia as proteinas do leite de vaca (LV), e com dieta de
exclusdo do leite e derivados; e

- Grupo 2: 25 criancas saudaveis, ndo alérgicas as proteinas do LV e derivados.

Para os dois grupos de criancas analisados, foram utilizados os seguintes
critérios de exclusdo: tratamento com antibiético nos ultimos trés meses que
precederam a coleta, ndo apresentaram diarreia ou outras manifestacfes clinicas
gastrointestinais por pelo menos 30 dias antes da coleta e/ou outro tipo de alergia
alimentar associada. No caso de criancas alérgicas e que passaram por escapes
(ingestédo acidental de LV e/ou derivados) foram também excluidas do estudo.

Os pais ou responsaveis pelas criancas foram informados sobre o estudo e
convidados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP (1072/CEP).

4.1.2 Dados clinicos dos participantes

Os dados clinicos foram obtidos dos prontuarios existentes no Setor de
atendimento da Unidade de Alergia e Imunologia do Instituto da Crianga do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP. As seguintes informacdes obtidas
foram: dados epidemioldgicos individuais e familiares; histéria clinica e dados
laboratoriais (dosagem de célcio, imunoglobulinas, IMUNOCAP e/ou Prick, teste
para proteinas do leite).
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4.1.3 Critérios utilizados para o diagndéstico de alergia a proteina do leite de
vaca (APLV)

O diagnostico foi realizado pela equipe da Unidade de Alergia e Imunologia do
Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP. Os
critérios usados foram: historia clinica sugestiva, teste ImmunoCap e/ou Prick, teste
positivo para o leite e/ou fragdes nos casos IgE mediados, e teste de provocacgao

duplo cego controlado para o leite, com excecédo de pacientes com anafilaxia.

4.2 Amostras fecais

Foram coletadas amostras fecais frescas e ndo diarréicas de todas as 50
criancas avaliadas neste estudo. Das criancas com alergia ao LV, as fezes foram
coletadas um dia antes ou no dia da consulta agendada no Instituto da Crianca. Das
criancas saudaveis ndo alérgicas ao LV, as fezes foram coletadas no dia do
processamento laboratorial. Todas as amostras fecais evacuadas naturalmente
foram coletadas em potes de plastico esterilizados, sem conservantes, e estocados
em lugar fresco fora da geladeira, segundo indicacdes laboratoriais. Esses materiais
clinicos fecais foram transportados ao Laboratério de Anaerébios do Departamento
de Microbiologia do ICB-USP, onde as analises microbiologicas foram realizadas.

4.3 Isolamento e identificacdo bacteriana

As amostras fecais foram cultivadas em meios seletivos apropriados para
cada género bacteriano estudado, e incubadas em condi¢cbes de anaerobiose (90%
N, /10% CO,), a 37 °C, durante 72 horas. Para o isolamento bacteriano, pequenas
porcoes de fezes foram semeadas em agar Rogosa (JACKSON et al.,, 2002)
especifico para o género Lactobacillus; em meio Bifidobacterium (BFM) (NEBRA et
al., 1999) para o género Bifidobacterium; em agar cicloserina cefoxitina frutose
(CCFA) (FERREIRA et al., 2003) para o género Clostridium; e em agar Bacteroides
fragilis-bile-esculina (BBE) (LIVINGSTON et al.,1978) para os géneros Bacteroides e
Parabacteroides.

Apo6s o periodo de incubacéo, quatro colonias caracteristicas de cada género

foram aleatoriamente selecionadas, para realizagdo dos testes presuntivos.
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Inicialmente, de cada colonia foi realizada a coloragcdo de Gram, e semeadas em
agar sangue visando a obtencdo de cultura pura e posterior realizacdo do teste
respiratorio. Posteriormente, a identificacdo definitiva em nivel de género e espécie
foi realizada por PCR, exceto para o género Clostridium onde os isolados foram

identificados utilizando-se o kit comercial API-20A (bioMérieux®).

4.4 Deteccdo molecular bacteriana
4.4.1. Extracdo do DNA bacteriano

O DNA total bacteriano foi obtido de cada amostra fecal coletada, e
posteriormente, de cada microrganismo isolado. As extracdes dos respectivos DNA
foram realizadas utilizando-se os kits comerciais: QIAmp DNA Stool Mini (Qiagen® -
Alemanha) para extracdo do DNA total das fezes, e Easy DNA (Invitrogen do
Brasil®) para extragdo de cada microrganismo isolado, seguindo as instru¢des dos
fabricantes. Todas as amostras de DNA obtidas foram avaliadas quanto a
concentracdo e integridade, por espectrofotometria  (DeNovix DS-11
espectrophotometer, DeNovix®, EUA), e visualizado em gel de agarose (1%). Os

DNA foram mantidos a -80 °C, até seu uso.

4.4.2 Deteccéo qualitativa bacteriana por PCR

Os DNA das colbnias isoladas foram submetidos a amplificacdo por PCR
convencional utilizando oligonucleotideos especificos para géneros ou espécies
(Tabelas 2 e 3 ). Os oligonucleotideos para deteccdo de algumas espécies de
Lactobacillus foram desenhados utilizando-se os programas: Primer - BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/). Cada reagéo de PCR teve como volume
final 25 pL sendo constituida por agua ultrapura, PCR buffer (10X), MgCl, (50 mM),
dNTP (0,2 puM), cada iniciador (0,4 uM), Platinum Tag DNA polimerase (0,5 U) e
DNA (1 ng). As reacdes de PCR para Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., e as

de PCR multiplex para os géneros Bacteroides e Parabacteroides foram realizadas

em termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf ®, Alemanha).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/

40

Todos os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose (1%), corados
com brometo de etidio, visualizados e fotografados sob luz ultravioleta com o

sistema fotogréafico Kodak Photographer Science-150.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na deteccdo de espécies dos géneros

Lactobacillus e Bifidobacterium.

Microrganismos Oligonucleotideos Tm (°C) Tamanho Referéncias
5 3 do
produto
(pb)
Lactobacillus spp. F: AGC AGTAGGGAATCTTCCA 60 341 Ponnusany et al. (2011)

R: ATTYCACCGCTACACATG

L. acidophilus F: CGCTTACGCTACCACTTTGC 58 515 Deste estudo
R: TCAAAGGAAACGAAGGAAAGG

L. casei F: CTCTGTCGCAGTCATCATCA 55 164 Deste estudo
R: CGTAAAGCACCAATCCCC

L. fermentum F: TTCACTGCTCAAGTAATCATCGG 60 636 Deste estudo
R: CCGCCTAAGGTGGGACAGA

L. rhamnosus F: GGAGTCGTCATCATCATCATC 54 330 Deste estudo
R: CGGGTCTTCAAGCAATACTC

Bifidobacterium spp. F: GGGTGGTAATGCCGGATG
R: CCACCGTTACACCGGGAA 55 523 Matsuki et al. (2003)
60 472 Youn et al. (2008)
B. adolescentis F: ACCATTCCACGGTCTCCGT
R: ATCCGAACTGAGACCGGTT
B. infantis F: CTTTTGCCTGGCGCGATTC 60 178 Haarman e Knol (2005)
R: AACGATCGAAACGAACAATAGAGTT
B. bifidum F: ACCGACCTGCCCCATGC 61 108 Rinne et al. (2005)
R: CCCATCCCACGCCGATAGA
B. breve F: AATGCCGGATGCTCCATCACAC 62 285 Rinne et al. (2005)

R: GCCTTGCTCCCTAACAAAAGAGG

F: Forward / R: Reverse
Base degenerada: Y: C/T
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados na deteccdo de espécies de Bacteroides e

Parabacteroides por PCR-Multiplex.

Microrganismos Oligonucleotideos ™ Tamanho  Referéncias
5— 3 (°C) do
produto
(pb)
F: GTACACACCGCCCGT
Bacteroides thetaiotaomicron R: ACCTATGAAATCGTTGTTACG 180
B. vulgatus . 250
g R: GGCTTCTTACTTTCTCTCTTCCG Liu et al, (2003)
. 63,8 420
B. fragilis R: GCTAATCCCCCAATCATAC
500
B. caccae R: TCGTTTCCCATTGCTGG
610
B. ovatus R: AATAATGCGTACTCGAACAC
B. eggerthii F: GTCATATTAACGGTGGCG 250 .
Liu et al. (2003)
B. uniformis F: TCCGTTTTCCACTTATAAGA 62,5 350
B. stercoris F: CTACGACATAGTCTTGGTGAG 400
R: GGGTTBCCCCATTCGG
Parabacteroides distasonis F: TGATCCCTTGTGCTGCT 220
R: ATCCCCCTCATTCGGA 57.0 Liu et al. (2003)

P. merdae

F: GAGGTATGTAGCTCTCTGGTA
R: TTTTTACCCCTTACGGAG

310

F: Forward / R: Reverse;

4.4.3 Quantificacdo bacteriana por PCR em Tempo Real (g-PCR)

A avaliacdo quantitativa foi realizada utilizando-se o sistema SYBR® Green,

tendo como alvos os genes 16S rRNA dos seguintes microrganismos: Archaea,
Firmicutes, Bacteroidetes, Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae, Clostridium Cluster |,
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Clostridium perfringens, Clostridium difficile,
e Escherichia coli. As sequéncias dos oligonucleotideos e as condi¢cdes de PCR
encontram-se descritos na Tabela 4. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
em volumes finais de 20 pL contendo: 10 pL de SYBR Green PCR Master Mix (2X;
GoTaq gPCR Master Mix - Promega Corporation, Brasil), 0,9 yuL de cada iniciador (5
uM), 2 uL de DNA, e 7,1 pL de agua ultrapura (Promega, Brasil).

As curvas-padrao foram realizadas para cada microrganismo avaliado,



42

utilizando-se oito pontos das diluicdes seriadas. As curvas foram realizadas com
cepas de referéncia: Lactobacillus acidophillus ATCC 4356; Escherichia coli ATCC
25922; Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29742; Bacteroides vulgatus ATCC
8482; Clostridium difficile VPI 10468; Clostridium perfringens ATCC 13124;
Bifidobacterium bifidum ATCC 1696, e Methanobrevibacter smithii ATCC 35061
(Figuras 3 a 13). Foram consideradas para as analises todas as curvas que

apresentaram uma eficiéncia entre 0,8 e 1,0.

Todas as amplificacdes foram realizadas em termociclador Rotor Gene 6000
(Corbett Life Science, Mort lake, New South Wales, Australia). As condicfes para as
amplificagbes foram: 1 ciclo de 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos, e temperatura de anelamento por 30 segundos. Apds a ciclagem a curva
de dissociacao (“melting curve”) foi realizada para avaliar a presenga de produtos
inespecificos (“primers dimers”). Como controle negativo foi utilizado uma mistura da
reacao de PCR sem DNA.
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados na deteccdo quantitativa bacteriana utilizando

o sistema SYBR Green.

Tamanho
Microrganismos Oligonucleotideos ™ do produto Referéncias
5 =+ 3 (°C) (pb)
Archaea F: TTMCCGCGGCKGCTGVCAC 62 143 Garcia et al. (2011)
R: GYGCASCAGKCGMGAAW
Firmicutes F: TRAAACTYAAAGGAATTGACG 61 155 De Gregoris et al. (2011)
R: ACCATGCACCACCTGTC
Deste estudo
Bacteroidetes F: TGGTAGTCCRCRCDGTAAACGATG 60 150
R: ATGTTCCTCCGCTTGTGC
_ F: GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT 68 140 Rintilla et al. (2004)
Bacteroidaceae R: CGGAYGTAAGGGCCGTGC
Enterobacteriaceae F: SATTGACGTTACYCGCAGAAGAAGC 60 190
Frank et al. (2007)
R: CTCTACRAGACTCAAGCYTGC
Clostridium Cluster | F: ATGCAAGTCGAGCGAKG 60 120 Rinttila et al.(2004)
R: TATGCGGTATTAATCTYCCTTT
Lactobacillus spp. F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA 56 380 Ponnusamy et al. (2010)
R: ATTYCACCGCTACACATG
Bifidobacterium spp. F: GCGTGCTTAACACATGCAAGTC 60 125 Ponnusamy et al. (2010)
R: CACCCGTTTCCAGGAGCTATT
Clostridium perfringens F: TCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCC 55 105 Siragusa et al. (2007)
R: CCTTGGTAGGCCGTTACCC
Clostridium difficile F: ATTAGGAGGAACACCAGTTG 55 307 Kang et al. (2010)
R: AGGAGATGTCATTGGGATGT
Escherichia coli F: AGAAGCTTGCTCTTTGCTGA 57 120 Lee et al. (2010)

R: CTTTGGTCTTGCGACGTTAT

F: Forward / R: Reverse;

Bases degeneradas: K: G/T; V: AIC/G; Y: CIT; S: C/IG; R: A/IG; M: AIC; W: AIT.
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Figura 3. Curva padrao construida com a cepa de referéncia E. coli ATCC 25922.
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Figura 4. Curva padrao para Bacteroidetes construida com Bacteroides thetaiotaomicron
ATCC 29742.
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Figura 5. Curva padrao para Lactobacillus spp. construida com L. acidophillus ATCC 4356.

Figura 6. Curva padréao para Clostridium difficile realizada com C. difficile VPI 10468.

Cycling A.Green (Page 1)

B=8 495

Efficiency=1,00

Concentration

=t

dF fdT

80



45

Concentration deg

Figura 7. Curva padrdo para Bacteroidaceae construida com Bacteroides vulgatus ATCC
8482.
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Figura 8. Curva padrdo construida com C. perfringens ATCC 13124.
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Figura 9. Curva padrdo construida com Bifidobacterium bifidum ATCC 1696.
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Figura 10. Curva padrao construida com C. difficile VP 10468.
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Figura 11. Curva padrdo para Enterobacteriaceae realizada com E. coli ATCC 25922.

e : ---------------- : ------- Cycling A.Green (Page 1); .
| | R=0,88970
P N [ R 904
20 e RREEE o
C . 2
15 ...........................
W --mmm e ----------------------------
! ) )
10 -10 10 75 & 8s
Concentration deg

Figura 12. Curva padrao para Firmicutes realizada com C. perfringens ATCC 13124.
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Figura 13. Curva padrao para Archaea realizada com M. smithii ATCC 35061.

4.5 Tipagem Molecular

A diversidade genética das espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium
isolados de ambos os grupos de criancas foi avaliada pela técnica de AP-PCR,
utilizando-se o oligonucleotideo arbitrario OPA-03 (5°-AGTCAGCCAC-3’) (CHEN et
al., 1994).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volumes finais de 25 pL,
contendo: PCR buffer (10X), MgCl, (1,5 mM), dNTP (0,2 uM), Platinum Taq DNA
polimerase (Invitrogen do Brasil) (0,5 U), iniciador (0,4 uM) e DNA (1 ng). Os
produtos das amplificagcbes foram observados por eletroforese em gel de agarose
(1%), corados com brometo de etidio, visualizados e fotografados sob luz
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ultravioleta. Foram utilizados marcadores de peso molecular de 100 bp e 1 Kb Plus
DNA ladder (Invitrogen Brasil).

Os perfis genéticos foram analisados e utilizados para a construcdo dos
dendrogramas com auxilio do programa NTSYS (Applied Biostatitics, Inc. versao
2.21), utilizando os coeficientes de SM (Simple Matching) e UNI1. As cepas de
referéncia Bifidobacterium infantis ATCC 35624, Clostridium perfringens ATCC
13124, Escherichia coli ATCC 25922, e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 foram

incluidas nas analises.
4.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados aplicando-se o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis e o paramétrico Mann-Whitney, utilizando nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Os dados nominais foram analisados utilizando-se o teste de Chi-
quadrado. As analises foram obtidas com o programa estatistico BioStat 2009

versao 5.3.5.
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5. RESULTADOS

Os dados demogréficos e as caracteristicas clinicas das criangas alérgicas e
ndo alérgicas sdo mostradas na Tabela 5; também, podem ser observadas
informacdes sobre tipo de parto, aleitamento materno até os seis meses de vida,
reposicdo de calcio, e alergia mediada ou nao por IgE. As criancas alérgicas
incluidas no estudo nédo fizeram uso de substitutos do leite, como por exemplo,
férmulas hidrolisadas, apenas ingeriam eventualmente suco de soja; igualmente, as
criancas nao alérgicas também ingeriam leite de vaca e artificial, e eventualmente,

suco de soja.

5.1 Isolamento e identificacao

Em todas as Tabelas apresentadas, as amostras obtidas de criancas
alérgicas que fizeram reposicdo de calcio estdo sombreadas em azul. Nos grupos de
criancas alérgicas e nao alérgicas, das 25 amostras fecais, respectivamente, 14
(56%) e 20 (80%) amostras foram positivas para espécies de Lactobacillus (Tabela
6). As espécies mais isoladas em ambos os grupos de criancas foram L. rhamnosus
e L. casei. Para o género Bifidobacterium, 19 (76%) amostras de criancas alérgicas
e 23 (92%) das nao alérgicas foram positivas, sendo as espécies mais isoladas B.

infantis e B. breve (Tabela 7).
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Tabela 5. Dados demogréficos e caracteristicas clinicas das 25 criancas alérgicas e

25 ndo alérgicas ao leite de vaca.

Dados Alérgicas (25) N&o Alérgicas (25)
Idade (Média em anos) 6 5
Género:

Masculino 18 12
Feminino 7 13
Tipo de Parto:

Normal 5 18
Cesarea 18 7
Normal com Foérceps 1 0
Reposicao de Calcio

Sim 15 0
N&ao 10 25
Aleitamento materno

(exclusivo até 6 meses)

Sim 3 25
N&ao 22 0
Alergia mediada por IgE

Sim 24 N/A
N&ao 1 N/A

N/A: Nao se aplica



50

Tabela 6. DistribuicAo de espécies do género Lactobacillus identificadas nas

amostras fecais de criancas alérgicas (25) e ndo alérgicas (25).

Espécies de Lactobacillus (N-. de isolados)

N-. da amostra

fecal Criancas alérgicas (14) Criangas n&o alérgicas (20)

T e L.casei (4)
2 L.rhamnosus(2) e
3 L. casei (4) Lactobacillus spp.(4)
. e L. rhamnosus (2)
5 e L. casei (3), Lactobacillus spp. (1)
6 e L. casei (4)
7 e
8 L. rhamnosus (4) L. rhamnosus (4)
9 L. casei (4) L. rhamnosus (3), L. casei (1)
10 L. rhamnosus (4) L. rhamnosus (3), Lactobacillus sp. (1)
11 Lactobacillusspp.2) e

12 e e

13%** e Lactobacillus sp. (4)

14 L. casei (1), Lactobacillus sp. (2) Lactobacillus sp.(4)

15 L.casei (1) L. rhamnosus (4)

16** Lactobacillus spp. (4) L. rhamnosus (4)

. 8 - L. rhamnosus (4)

18** Lactobacillus spp. (4) L. rhamnosus (4)

19 L. rhamnosus (2) L. rhamnosus (4)

20 L. rhamnosus (4) L. casei (4)

22 Lactobacillus sp. (2)

22 Lactobacillusspp.3) e

23 L. rhamnosus (4) L. rhamnosus (4)

228 @44 - L. rhamnosus (4)

s L. rhamnosus (4)

Total de isolados 45 76

Sombreadas em azul, estdo representadas as criangas alérgicas que fizeram reposicao de célcio;

*Crianca alérgica com alergia nao mediada por IgE;

**Crianca alérgica que teve aleitamento materno;

-------- . Amostra negativa para este género.
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Tabela 7. Distribuicdo de espécies dos géneros Bifidobacterium identificadas nas

amostras fecais de 25 criancas alérgicas e 25 nao alérgicas.

N-. da amostra

Espécies de Bifidobacterium (N°. de isolados)

fecal Criancas alérgicas (19) Criancas n&o alérgicas (23)
T e B. infantis (1)
2 B.infants(2) e
3 e Bifidobacterium sp. (3), B. infantis (1)
4 B. infantis (1), Bifidobacterium spp. (3) Bifidobacterium spp. (1)
5 e B. infantis (4)
6 e B. infantis (4)
7 B.infantis4 e
8 B. infantis (4) B. infantis (4)
9 B. infantis (4) B. infantis (4)
K D — B. breve (1)
11 Bifidobacterium spp.(2) B. infantis (4)
12 B. infantis (4) B. infantis (4)
13** B. infantis (4) B. infantis (4)
14 B. infantis (4) B. infantis (4)
15 B. infantis (4) B. infantis (4)
16** B. infantis (4) B. infantis (4)
17* B. infantis (4) B. infantis (4)
18** B. breve (4) B. infantis (4)
19 B. breve (4) B. infantis (4)
PO @490 - B. infantis (4)
21 Bifidobacterium spp. (4) B. infantis (4)
22 Bifidobacterium spp. (4) B. infantis (4)
23 B. infantis (4) B. infantis (4)
24 B. infantis (4) Bifidobacterium spp. (4)
25 Bifidobacterium spp. (4) B. infantis (4)
Total de isolados 71 83

Sombreadas em azul, estdo representadas as criangas alérgicas que fizeram reposigdo de célcio;

*Crianca alérgica com alergia nao mediada por IgE;

**Crianca alérgica que teve aleitamento materno;

. Amostra negativa para este género.
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Na Tabela 8 podem ser observados os valores numéricos de isolamento do
género Clostridium, sendo 15 (60%) de criancas alérgicas e 9 (36%) de néo
alérgicas. Este género foi observado em menor nimero de amostras e de isolados,
porém com maior diversidade de espécies. Na Tabela 9 se observa que 24 (96%)
amostras fecais de alérgicos foram positivas para Bacteroides e/ou para o género
Parabacteroides. JA4 nas de criancas nao alérgicas 22 (88%) amostras foram

positivas para Bacteroides e/ou Parabacteroides.
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Tabela 8. Distribuicdo de espécies do género Clostridium identificadas nas 25

amostras fecais de criangas alérgicas e néo alérgicas.

N-. da amostra Espécies de Clostridium (N-. de isolados)

fecal Criancas alérgicas (15) Criancas nao alergicas (9)
1 e
I —
3 e C. innocuum (2)
4 C. septicum (2) C. septicum (2)
5 Clostridiumspp. (4) e
6 C. difficile (2); C. septicum (1) C. septicum (1), Clostridium sp.(3)
7 C. butyricum (4) C. clostridioforme (1), C. sordellii (1)
8 e
< N e —
o e
O
12 C.innocuum@) e
13** C. paraputrificum (4) C. septicum (4)
14 C.septicum(4 e
15 C. septicum (4) C. butyricum (4)
16** C. innocuum (2), C. baratii (1) Clostridium sp. (4)
17* C. butyricum (1), C. innocuum (2) Clostridium sp. (2)
18** C.innocuum@4) e
9 e
20 C. baratti (1), C. butyricum (3) C. innocuum (4)
21 C. butyricum (3), C. perfringens (1) e
22 C. perfringens(4) e
23 e
24 e
25 Clostridiumspp. 4 e
Total de isolados 55 28

Sombreadas em azul, estdo representadas as criangas alérgicas que fizeram reposicao de célcio;
*Crianca alérgica com alergia nao mediada por IgE ;
**Crianca alérgica que teve aleitamento materno;

-------- : Amostra negativa para este género.



54

Tabela 9. Distribuicdo de espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides

identificadas nas amostras fecais de 25 criangas alérgicas e 25 néo alérgicas.

Ne. da amostra

Espécies de Bacteroides e Parabacteroides (N°. de isolados)

fecal Criancas alérgicas (24) Criancas néo alérgicas (22)
1 B. vulgatus (4) B. vulgatus (3), B. fragilis (1)
2 B. vulgatus (1), P. distasonis (3) P. distasonis (4)
3 P. distasonis (4) B. vulgatus (4)
4 B. fragilis (4) P. distasonis (3), B. vulgatus (1)
5 P. distasonis (4) B. vulgatus (2), P. distasonis (2)
6 B. vulgatus (3), P. distasonis (1) B. vulgatus (3), B. merdae (1)
7 P. distasonis (2) B. ovatus (1), B. vulgatus (2)
8 B. fragilis (1), B. vulgatus (1) e
9 B. fragilis (4) P. distasonis (3), B. fragilis (1)
10 B. vulgatus (1), P. distasonis (1) P. distasonis (4)
11 B. thetaiotaomicron (1), P. distasonis (2) B. fragilis (4)
12 e B. fragilis (3)

13** B.vulgatus (1) e
14 P. distasonis (2). B. vulgatus 2y e
15 B. vulgatus (4) B. vulgatus (3)

16**  B. uniformis (1), P. distasonis (2), B. eggerthii (1) B. thetaiotaomicron (4)
17* P. distasonis (4) B. fragilis (4)

18** B. vulgatus (4) B. vulgatus (2), B. fragilis (2)
19 B. distasonis (2), B. vulgatus (2) B. thetaiotaomicron (3), P. distasonis (1)
20 B. caccae (2) B. ovatus (1), P. distasonis (1) B.vulgatus (1)

21 B. vulgatus (2) P. distasonis (1)

22 P. distasonis (4) B. fragilis (3)

23 B. ovatus (4) P. distasonis (4)

24 B. ovatus (4) B. vulgatus (4)

25 B. ovatus (4) B. vulgatus (4)
Total de isolados 84 78

Sombreadas em azul, estao representadas as criangas alérgicas que fizeram reposigéo de calcio;

*Criancga alérgica com alergia ndo mediada por IgE;

**Crianga alérgica que teve aleitamento materno;

-------- . Amostra negativa para este género.
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Na Tabela 10, observa-se o numero de espécies bacterianas isoladas em
criangas alérgicas e ndo alérgicas, de acordo com a faixa etaria. No grupo etario de
0 a 12 meses de idade, se observou uma baixa diversidade bacteriana em ambos os
grupos de criancas avaliadas. Na mesma Tabela 10 é observada que criancas de >1
ano de idade até a idade limite (10 anos) mostraram maior distribuicdo bacteriana,
ou seja, maior numero de isolados nos dois grupos de criangcas. Em criancas de
ambos 0s grupos, na faixa etaria de 6 a 10 anos, se observam as presencas de
Lactobacillus spp., L. rhamnosus, L. casei, Bifidobacterium spp., B. infantis, P.

distasonis, B. fragilis, B. vulgatus, C. innocuum e C. septicum.



Tabela 10. Namero de amostras fecais positivas e de espécies isoladas de acordo

com a faixa etéria em criancas alérgicas e ndo alérgicas.

Amostras positivas/ Namero de isolados

Espécies
Alérgicas Nao Alérgicas

0-12m 13m- 5a 6-10a 0-12m 13m- 5a 6-10a
Lactobacillus spp. 0 1/4 4/11 1/4 1/4 2/6
L. rhamnosus 0 3/10 3/10 1/4 5/20 7122
L. casei 0 2/6 1/4 1/4 2/8 1/4
Bifidobacterium spp. 0 1/4 4/14 0 1/4 4/13
B. infantis 1/4 3/8 9/33 3/12 8/32 5/20
B. breve 0 2/4 0 0 11 0
B. vulgatus 1/1 6/12 4/13 1/2 4/9 4/15
P. distasonis 0 5/16 6/12 217 4/16 2/6
B. fragilis 0 0 3/10 1/1 1/4 3/9
B. thetaiotaomicron 0 0 1/1 0 0 217
B. caccae 0 1/2 0 0 0 0
B. ovatus 0 1/2 3/12 0 11 0
Clostridium spp. 0 1/1 0 0 1/3 2/6
C. innocuum 0 2/10 1/4 0 1/4 2/2
C. septicum 0 2/6 2/6 0 2/5 1/2
C. difficile 0 1/2 0 0 0
C. clostridioforme 0 0 0 1/1 0
C. sordellii 0 0 0 0 11
C. butyricum 0 1/1 1/4 0 1/4 0
C. paraputrificum 1/4 0 0 0
C. perfringens 0 1/4 0 0
C. baratii 0 1/2 0 0

m: meses/ a: anos
em destaque as espécies mais prevalentes entre os géneros avaliados em ambos os
grupos de estudo.
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5.2 Andlise bacteriana quantitativa por qPCR das amostras fecais

A andlise quantitativa dos microrganismos realizada a partir das fezes de
ambos o0s grupos de criancas € verificada na Tabela 11. As amostras das criancas
nado alérgicas quando comparadas com o0 grupo das criancas alérgicas
apresentaram diferencas estatisticamente significativas para Clostridium perfringens
(p = 0,037), Clostridium Cluster | (p = 0,005), Bacteroidetes (p = 0,051), e
Escherichia coli (p = 0,001).

Tabela 11. Determinagcdo quantitativa bacteriana nas amostras fecais das criancas

alérgicas e ndo alérgicas. Valores expressos em mediana.

Microrganismos Ne. de copias por g/fezes Valor de p
analisados
Alérgicas (n = 25) Nao alérgicas (n = 25)

Archaea 1,59 x 10 (4) 6,89 x 10" (10) 0,095
Firmicutes 7,93 x 10° (25) 1,03 x 10* (25) 0,808
Bacteroidetes 5,56 x 10’ (25) 5,45 x 10° (25) 0,051
Bacteroidaceae 3,95 x 10%(25) 1,54 x 10* (25) 0,197
Enterobacteriaceae 1,42 x 10%(25) 2,00 x 10” (25) 0,299
Clostridium Cluster | 0(2) 2,90 x 10 (4) 0,005
Lactobacillus spp. 5,45 x 10 (16) 5,00 x 10 (21) 0,193
Bifidobacterium spp. 1,59 x 10 (19) 2,38 x 10°(18) 0,341
Clostridium perfringens 1,78 x 10” (25) 9,14 x 10 (25) 0,037
Clostridium difficile 3,48 x10° (4) 4,64 x10° (1) 0,846
Escherichia coli 5,01 x 10 (22) 1,42 x 10°(22) 0,001

Nivel de significancia do teste de Krusal-Wallis (p < 0,05).

Em destque os valores de p com significancia estatistica.

Em parénteses o nimero de amostras positivas.
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5.3 Diversidade genética

Na analise da diversidade genética utilizada para as espécies dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, o oligonucleotideo OPA-03 revelou bandas nitidas
que possibilitaram a construcdo de dendrogramas para os isolados de ambos os
grupos de criangas, por este motivo este oligonucleotideo arbitrario foi escolhido
para as analises.

Na Figura 14 pode-se observar o dendrograma formado com as 45 cepas de
Lactobacillus obtidas de criancas alérgicas. Houve a formacgéo de 15 clusters com
90% de similaridade, incluindo as trés cepas de referéncia utilizadas (E. coli ATCC
25922 C. perfringens ATCC 13124, L. acidophilus ATCC 4356). O cluster | agrupou
oito espécies de Lactobacillus em 2 subgrupos (A e B), somente o subgrupo B
conteve duas espécies que formaram um clone (A16b/A16d).

No cluster Il A, foram reunidas seis espécies isoladas de Lactobacillus,
observando-se dois clones (A3d/A9d e A8a/A8b), sendo A3d e A9d de duas cepas
de L.casei isoladas de criancas alérgicas distintas, ambas em dieta de exclusdo da
proteina do leite de vaca e realizando tratamento/acompanhamento no mesmo local,
e A8a e A8b , que sao cepas de L. rhamnosus da mesma crianca alérgica. A cepa de
referéncia L. acidophilus ATCC 4356 (LA) se agrupou nas cepas estudadas, mas em
um subgrupo distinto, Il B.

Os clusters 1ll, IV, V, e VI formaram dois subgrupos cada um, sem a presenca
de clones. O cluster VII B agrupou o clone Al5a/ A15b, o cluster VIl B o clone A20a/
A20b, IX B o clone A18c/Al18d, e XA, o clone A24b/A24c. O cluster XIllI formou o
clone (A22a/A22b/A22c).

As cepas de referéncia C. perfringens ATCC 13124 (CP) e E. coli ATCC
25922 (EC) formaram, respectivamente, os clusters Xlll e XV, e a cepa A3a (cluster
XIV) €& um isolado de L.casei que curiosamente formou o cluster isolado,
diferentemente das outras cepas da mesma amostra e espécie que formaram um

clone.

Na Figura 15 observa-se o dendrograma formado com as 76 espécies de
Lactobacillus isoladas de criangas ndo alérgicas, formando de 15 grupos genéticos
com 86% de similaridade. O cluster | foi formado por 16 isolados de Lactobacillus. O

subgrupo | A, formado por 11 espécies com dois clones (NA14b/NAl4c) L.
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rhamnosus isolado da mesma amostra fecal e (NA8d/NA10Oa) Lactobacillus spp.
isolados de criancas diferentes.

O cluster Ill B apresentou dois isolados distintos e um clone (NAl6a/
NA16b/NA16¢c) L. rhamnosus. O grupo IV foi formado por 10 espécies de
Lactobacillus, sendo que o cluster IV B conteve duas espécies que formaram um
clone (NA18b/NA18d) L. rhamnosus.

O cluster V foi formado por seis espécies, sendo que o subgrupo V A agrupou
o clone (NA17a/NA17b/NA17c) L. rhamnosus. Ja o cluster VI agrupou oito espécies,
sendo que no subgrupo VI B foi observado o clone formado pelos isolados NA20b e
NA20c (L. casei). No cluster VII A, dois isolados (NA13a/NA13b) formaram um clone
e no subgrupo VII B também foi observado o clone formado por quatro cepas
isoladas da mesma amostra (NA24a/NA24b/NA24c/NA24d).

O cluster IX B agrupou o clone (NA25b/NA25c) enquanto que, o cluster X B
apresentou outro clone (NA15a/NA15b/NA15c) e o cluster XI A agrupou o clone
NA23b/NA23c. As cepas de referéncia C. perfringens ATCC 13124 (CP), L.
acidophilus ATCC 4356 (LA) e E. coli ATCC 25922 (EC), formaram clusters
independentes, VI, Xll e XV, respectivamente.

A Figura 16 mostra o dendrograma formado pelas 71 cepas de
Bifidobacterium, isolados de amostras fecais de criancas nao alérgicas, o qual foi
constituido por trés clusters com 85% de similaridade. O grande cluster | foi formado
por 59 isolados de Bifidobacterium, sendo que, no subgrupo | A foram observados
oito clones distintos, onde todos foram formados por isolados da mesma amostra. A
cepa de referéncia Bifidobacterium infantis ATCC 35624 (Bl), agrupo-se neste grupo,
porém, mais separada dos outos isolados. O subgrupo | B agrupou 17 isolados, com
formacéo de trés clones, além da cepa C. perfringens ATCC 13124 (CP).

No cluster 1l foram reunidos 8 isolados, sendo que o subgrupo Il A,
apresentou um clone (A9c/A9b)e o subgrupo Il B foi formado por uma Unica cepa de
B. infantis. O cluster Il foi formado por quatro isolados no subgrupo lll A e o subgrupo
[l B foi formado somente pela cepa de referéncia E.coli ATCC 25922 (EC).

Na Figura 17, observa-se dendrograma formado pelas 83 espécies de
Bifidobacterium isoladas de criancas ndo alérgicas formando 4 clusters genéticos
com 87% de similaridade.

O cluster | foi composto por 11 isolados, com o subgrupo | A contendo dois
clones (NA6a/NA6b) e (NA20c/NA20d) o subgrupo | B com quatro isolados da
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mesma amostra e a formagdo de um clone com 3 destas cepas
(NA18b/NA18c/NA18d). O cluster Il apresentou 16 isolados, o subgrupo II A foi
constituido por um clone (NA3a/NA3b/NA3c/NA3d) e o subgrupo Il B com trés
clones. O grande cluster lll foi formado por 57 isolados, o subgrupo Il A com apenas
3 isolados e o restante dos isolados formando o subgrupo Il B, onde se observa a
formacéo de 14 clones e também a presenca da cepa de referéncia B. infantis ATCC
35624 (BI).

No cluster IV, as cepas de referéncia C. perfringens ATCC 13124 (CP) e E.
coli ATCC 25922 (EC) formaram os subgrupos A e B respectivamente.
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6. DISCUSSAO

Alteracdes dos componentes bibticos e abidticos da microbiota intestinal em
pacientes com diferentes alergias tém sido observadas (CLEMENTE et al., 2012;
TOH et al.,, 2012). Em criangas com doencas alérgicas, ha modificacdo na
diversidade microbiana, caracterizada pela diminuicdo numeérica de Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp., e pelo significante aumento de espécies de
Staphyloccocus e Clostridium (SJOGREN et al., 2009; BISGAARD et al., 2011);
entretanto, até o0 momento poucos séo os estudos realizados sobre a microbiota de

criancas com alergia as proteinas do leite de vaca.

Pelos dados demograficos apresentados na Tabela 5, destaca-se o
nascimento por cesarea da maioria das criancas alérgicas (72%) em relacdo as nao
alérgicas. E possivel que algum fator relacionado ao tipo de parto possa influenciar a

microbiota intestinal, e consequentemente, o inicio do estado alérgico nas criancas.

Em nosso estudo, foi notada uma diversidade baixa de espécies bacterianas
dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus em ambos os grupos de criangas
analisados; entretanto, Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. foram observados
em maior numero (92% e 80%, respectivamente), nas amostras fecais de criancas
nado alérgicas (Tabela 6 e Tabela 7), BISGAARD et al (2011) associam uma baixa
diversidade de espécies na microbiota intestinal com alergias de varios tipos na

infancia, incluindo alergia alimentar.

Nossos resultados mostram que, em ambos 0s grupos de criangas, L.
rhamnosus foi a mais predominante. Também, a analise microbiolégica em criancas
alérgicas na faixa de 0 a 12 meses de idade, ndo apresentou espécies pertencentes
ao género Lactobacillus. Este resultado pode ser explicado, devido a imaturidade do
sistema imunoldgico dessas criancas nessa faixa etaria, assim como também, a
possivel falta de receptores especificos na superficie do epitélio intestinal, o que
dificultaria a colonizacdo dessas bactérias; além disso, a maioria dessas criancas
foram amamentadas com leite artificial e ndo o materno o que poderia explicar esse
também esse resultado. Por outro lado, as criancas acima de 1 ano de idade (faixa
etaria de 13 meses a 10 anos), apresentaram maior diversidade bacteriana. Isto,

certamente esta relacionado a ingestao de alimentos solidos e variados.

A idade da crianga parece estar intimamente relacionada com a composi¢cao
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microbiana do trato gastrintestinal. Estudos mostram que aos trés anos de idade, as
criangas apresentam entre 40% a 60% de sua microbiota gastrintestinal semelhante
a de um adulto saudavel (CLEMENTE et al., 2012; Yu et al., 2014; KORPELA et al.,
2018). A importancia da dieta na determinacdo da composi¢cdo microbiana intestinal,
esta corelacionada com o inicio da introducdo de alimentos sélidos, e coincide com o
estabelecimento de uma microbiota semelhante & de um adulto (Yu et al., 2014;
Avershina et al., 2014). Da mesma forma, pesquisas tém mostrado que, embora
criancas de 1 a 4 anos de idade, e adolescentes apresentem suas microbiotas
semelhantes a dos adultos, existem diferencas significativas nas proporcdes de
Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., e Clostridium spp. (DE FILIPPO et al., 2010;
AGANS et al., 2011).

Lactobacillales € uma ordem filogenéticamente heterogénea, composta por
bactérias produtoras de acido lactico, onde se encontra o género Lactobacillus. Em
humanos, espécies deste género sdo residentes da cavidade bucal, trato
gastrintestinal e vaginal (AGUIRRE e COLLINS, 1993). Sdo consideradas
probidticas, e entre 0s principais mecanismos de acdo probidtica estudados,
observa-se a capacidade de inibir patégenos pela producdo de &cido lactico,
peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Realiza a exclusdo competitiva de
patégenos bloqueando os sitios de adeséo, competicdo por nutrientes e modulacéo
do sistema imunolégico, incluindo a reducdo da inflamacdo (FIGUEROA -
GONZALEZ et al., 2011).

Os efeitos benéficos dessas bactérias probidticas e sua capacidade de
modificar a composi¢cdo da microbiota intestinal sdo atualmente bem conhecidos.
Estudos tém mostrado a relacdo entre a presenca de L. casei e o desenvolvimento
de tolerancia oral, mas os mecanismos desta associacao ainda sao desconhecidos
(DONG et al., 2010; SCHIFFER et al., 2011). Em nosso estudo, L. casei foi isolado
de criancas alérgicas sem tolerancia oral para as proteinas do leite vaca e em
criangas nao alérgicas. Assim, estes resultados ndo esclarecem o suposto papel
benéfico dessa espécie no desenvolvimento da tolerancia oral, sendo necessarias
mais pesquisas, utilizando cepas especificas, e analisando também, a quantidade e
diversidade bacteriana que possivelmente seria eficaz para evitar as alergias
alimentares.

As espécies de Lactobacillus fazem parte da microbiota residente humana, e
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podem ser isoladas de uma variedade de infec¢cbes, como por exemplo: abscessos,
carie dental, meningite e peritonite, devido a seu comportamento oportunista
(CALLAWAY et al., 2013; SANCHEZ VALVERDE et al., 2019).

Lactobacillus rhamnosus e L. casei sdo muito estudados devido as acbes
benéficas que produzem em humanos. Haro et al. (2017) administraram
preventivamente de L. casei em pacientes com endotoxemia e conseguiram induzir
uma diminuicdo significativa nas citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6, diminuindo
a expressao do fator tecidual no figado e no rim. Bubnov et al. (2017) mostraram que
L. casei foi capaz de diminuir o peso de camundongos obesos e o0 nivel de
colesterol. Mais recentemente, Jacouton et al. (2017) mostraram que L. casei BL23
protegeu significativamente camundongos contra o desenvolvimento do céancer
colorretal, reduzindo os indices histoldgicos e proliferativos. Estes achados mostram
que as atividades benéficas de L. casei extrapolam o trato gastrintestinal e
monstram o alto potencial de L. casei para o desenvolvimento de novas estratégias
baseadas em probidticos para combater diversos tipos de carcinomas.

Lactobacillus rhamnosus é comumente encontrada no trato geniturinério
feminino saudavel e trato gastrintestinal de humanos (BUBNOV et al., 2017), e faz
parte do grupo L. casei que compreende L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, e L.
zeae. Também, é conhecida como L. rhamnosus GG que foi primeiramente isolada
em 1983 do trato intestinal humano e desde entdo é bem estudada como probidtica,
sendo relativamente resistente ao pH acido e a bile, adere as células epiteliais e
muco intestinal, e tem se mostrado premissora no tratamento da diarréia causada
por rotavirus e Clostridium difficile em criancas (SILVA et al., 1987; KUISMA et al.,
2003; WANKE e SZAJEWSKA, 2014).

Em estudo realizado com a administracdo de placebo controlado contendo
Lactobacillus casei CRL431 e Bifidobacterium lactis Bb12 em criancas alérgicas as
proteinas do leite de vaca, durante 12 meses, ndo se observou a aquisicdo de
tolerdncia ao leite de vaca nessas criangcas. Ja, em outro estudo, usando
metodologia semelhante, mas com leite contendo na composicdo caseina
extensamente hidrolisada e L. rhamnosus GG, essa aquisicdo a tolerancia em
criancas alérgicas foi notada, sugerindo-se que cada espécie bacteriana apresenta
propriedades particulares e benéficas; entretanto, maiores estudos sdo necessarios
para confirmar esta afirmacgéo (STEFKA et al., 2014; BERNI et al., 2017).

A literatura mostra dados controversos em relacéo a colonizacao intestinal de



68

Lactobacillus no primeiro ano de vida, sendo observados valores baixos (STARK e
LEE, 1982) e elevados (HALL et al., 1990; Avershina et al., 2014). Esses dados
mostram a diversidade desse grupo bacteriano dificultando a padronizagcdo numeérica
e analitica dos resultados obtidos para essa bactéria. Kendler et al. (2006), néo
encontraram nenhuma associagcdo entre a presenca de bactérias intestinais
cultivhveis e a alergia alimentar ao leite, ovo, amendoim, e aveld, em criangas
alérgicas, sugerindo-se que a dishiose intestinal que precede a alergia alimentar, é
influenciada no inicio da vida e que afeta o desenvolvimento subsequente da doenca
alérgica, sendo de dificil detecc¢éo.

Também, nossos resultados mostram que B. infantis foi a mais detectada em
ambos 0s grupos de criancas analisados. Essa bactéria pertence ao género
Bifidobacterium, e é encontrada principalmente no trato gastrintestinal de adultos, e
em maior quantidade em criangas. Esta espécie possui uma vantagem competitiva
na presenca de componentes do leite humano, podem facilmente utilizar
oligossacarideos do leite como Unica fonte de carbono, ocorrendo, portanto, o
aumento da colonizacdo, e diminuicdo da diversidade da microbiota intestinal
(CHICHLOWSKI et al., 2012).

Estudos mostram que criancas com maior quantidade de B. infantis nas fezes,
apresentaram ganho de peso, aumento do indice timico, e melhores respostas as
vacinas orais contra a poliomielite, a tuberculose, e o tétano, assim como melhora os
sintomas da sindrome do intestino irritavel (BRENNER et al., 2009; HUDA et al.,
2014).

Bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium s&do consideradas
probidticos, e fornecem beneficios a homeostase da microbiota intestinal.
Numericamente, essas bactérias foram predominantes em criancas de 13 meses a
10 anos de idade. Esses resultados concordam com os resultados apresentados por
Fernandes et al. (2016), que analisaram amostras fecais de criangas de 6 a 10 anos
de idade, encontrando-se elevada prevaléncia dessas bactérias.

Espécies de Clostridium foram detectadas em 60% das amostras fecais de
criangas alérgicas, e em 36% nas amostras de criangas sem alergia. As espécies C.
septicum e C. innocuum foram as mais prevalentes em alérgicos, enquanto que,
Clostridium spp. foi a mais prevalente em criangas nao alérgicas, considerando-se o
namero de material clinico positivo para essas bactérias.

Clostridium septicum faz parte da microbiota intestinal de humanos e outros
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animais, mas pode ser encontrado em diversos outros ambientes andxicos que
contenham compostos orgéanicos. Considerado patdégeno oportunista, as raras
infecgbes por C. septicum sdo encontradas em individuos com historia recente de
trauma, cirurgia, doenca vascular periférica, diabetes, cancer de célon, infeccées da
pele ou queimaduras (SMITH et al., 2015). Ha relato da presenca de C. septicum em
casos mais agressivos da gangrena gasosa em adultos, inclusive pacientes com
cancer de célon, que progridem rapidamente, com elevada taxa de mortalidade.
Também ja foi descrito casos de sepse causada por C. septicum em crianga com
neutropenia autoimune (CASTILLO et al., 2004; NANJAPPA et al., 2015;
SRIVASTAVA et al., 2017).

Infec¢des por Clostridium innocum em seres humanos sao incomuns, Crum-
Cianflone (2009) descreve o primeiro caso publicado de bacteremia por C. innocuum
em pacientes com AIDS sugerindo-se que a co-infeccao por C. difficile pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento subsequente de bacteremia por essa bactéria,
inclusive em criancas. Essas espécies de Clostridium fazem parte da microbiota
intestinal de humanos; entretanto, possiveis alteraces no ecossistema intestinal
podem interferir no aumento ou diminuicdo desses grupos bacterianos.

Em 2011, WALIGORA-DUPRIET et al., determinaram a presenca de C.
butyricum e C. paraputrificum em criancas com alergia as proteinas do leite de vaca.
Em nosso estudo, também foi detectada a presenca dessas duas espécies em
criancas alérgicas; porém, C. butyricum foi detectada somente nas criancas
alérgicas que fazem reposi¢do de calcio. Esse microrganismo tem como habitat o
solo e fezes de criancas e adultos saudaveis, e cepas toxigénicas podem produzir
toxina botulinica tipos E.

Criancas que sofrem de alergia a produtos lacteos, com frequéncia precisam
de reposicao nutricional, visando o desenvolvimento mental e o equilibrio fisiol6gico
e metabdlico da microbiota intestinal (RONA, 2007). A reposicdo de macro e
micronutrientes é sugerida de acordo com critérios médicos, avaliando-se a
necessidade individual do paciente. Em nosso estudo, foram incluidas 25 criancas
alérgicas, das quais 15 delas fizeram reposicéo de calcio, e isto, ndo influenciou os
sintomas alérgicos ou 0 desenvolvimento da tolerancia oral.

A presenca de B. fragilis, B. vulgatus, e P. distasonis também foi observada
em criangas > 13 meses de idade ndo alérgicas. Essas espécies colonizam a

microbiota intestinal desde as primeiras semanas de vida; entretanto, as criancas
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alérgicas com até 12 meses de vida ndo apresentaram isolados de P. distasonis e B.
fragilis, e somente em uma crianca alérgica > 13 meses de idade participantes do
estudo foi isolada a espécie B. vulgatus, esta diferenca pode notada, talvez, pela
quantidade baixa de amostra fecal de crianga alérgica > 13 meses de idade. Ainda
assim, estudos tém mostrado que possiveis altera¢des quantitativas e qualitativas na
microbiota intestinal podem ocorrer em diferentes faixas etarias, contudo, ainda ha
pouca informacéao disponivel na literatura sobre a real causa dessas alteracfes, bem
como os efeitos sobre o hospedeiro (ADLERBERTH, 2008; Grzeskowiak et al.,
2012).

Chen et al. (2016), mostraram que as criancas com alergia alimentar no inicio
da vida apresentam microbiota fecal alterada, com pequena diversidade bacteriana
em comparacdo as criancas saudaveis, ressaltando-se 0 menor numero de
Bacteroidetes e numero significativamente maior de Firmicutes.

A determinacdo quantitativa bacteriana, embora ndo nos permita definir os
grupos predominantes em cada grupo de criangas, apontou que espécies do filo
Bacteroidetes e da familia Bacteroidaceae foram as mais predominantes em ambos
0S grupos avaliados, contudo com maior representacéo no grupo das criangas com
alergia. Entretanto, valores estatisticamente significativos foram observados para C.
perfringens (p = 0,037), Clostridium Cluster | (p = 0,005), E. coli (p = 0,001), e
Bacteroidetes (p = 0,051) Estes dados quantitativos reforcam nossos resultados
qualitativos, sugerindo que algum outro fator, pode interferir qualitativa e
quantitativamente na presenca de algumas espécies bacterianas avaliadas. Cabe
ressaltar que, os valores obtidos para Clostridium Cluster | e C. difficile, refletem a
auséncia dessas bactérias nos dois grupos de criancas avaliadas.

SONGJINDA et al. (2007), avaliando o material fecal de criancas de 2 anos de
idade com alergia alimentar, observaram a diminuicio de Enterococcus,
Bifidobacterium e Bacteroidetes. Entretanto, em nosso estudo, o0s resultados
guantitativos mostraram uma quantidade relativamente alta desssas bactérias que
fazem parte da microbiota residente intestinal desde o inicio da sua formacgéo.

Interessantemente, espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides e
Parabacteroides ndo apresentaram diferencas entre as espécies isoladas em ambos
0s grupos de criancas, e isto, pode representar algum predominio desses
microrganismos no trato intestinal de criangas. Contudo, quando se analisou a

presenca de espécies pertencentes ao género Clostridium, se nota uma acentuada
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presenca de espécies diferentes em criancas com APLV, tais como C. difficile, C.
paraputrificum, C. baratti e C. perfringens. Certamente, isto pode representar a
disbiose que ocorre no trato intestinal dessas criancas, o que talvez as torne mais
propensas ao desenvolvimento de infeccdes.

Rutayisire et al. (2016), relataram que 0 nascimento por cesariana estaria
relacionado a menor quantidade e diversidade de Bacteroidetes, e a maior
abundéancia de Firmicutes, sugerindo que este processo ocorre desde o nascimento
até os 3 meses de vida. Também, a maioria das criancas alérgicas nasceu por
cesédrea, e apresentaram pequena quantidade dos dois filos anteriormente
mencionados, em relacdo as criancas sem alergia. Esta divergéncia, pode estar
relacionada com o aumento da idade das criancas selecionada para o estudo.
Entretanto, o isolamento do género Bifidobacterium foi mais frequente em bebés
nascidos de parto normal em comparacao aqgueles nascidos por cesarea em ambos
0s grupos estudados.

Azad et al. (2015), relataram que lactentes alérgicos mostram elevada
colonizacdo de Bacteroides e menor colonizacdo de Clostridium, sendo sugerido
alguma relacdo antagonica entre esses grupos bacterianos, devido a producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) produzidos por esses microrganismos.

Clostridium Cluster | agrupa espécies de relevancia médica, como, C. tetani,
C. botulinum, C. chauvoei, e C. perfringens, (LINDSTROM, 2010; POEHLEIN et al.,
2015), mas também, agrupa membros ndo patogénicos, 0s quais colaboram com a
diversidade metabdlica degradando carboidratos, e produzindo solventes e
hidrogénio (SCHELLENBERGER, 2010). Embora, C. perfringens faca parte de
Clostridium Cluster I, a presenca desse microrganismo, em ambos 0s grupos de
criancas avaliadas, mostrou diferenca estatisticamente significativa.

A anadlise quantitativa de bactérias Archaea também mostrou valores baixos
em ambos o0s grupos de criangas analisadas. Este dominio bacteriano abriga
espécies conhecidas por habitar ambientes considerados extremos (sendo
conhecidas como bactérias extremofilas). As Archaea metanogénicas mais descritas
no intestino humano sao, Methanobrevibacter smithii e Methanosphaera
stadtmanae. M. smithii utiliza H, e CO; ou formiato para formar metano, enquanto,
M. stadtmanae utiliza metanol que é liberado na degradacédo anaerdbia da pectina,
realizado também, por espécies de Bacteroides (FRICKE et al., 2006).

Estudo comparativo entre as microbiotas de criancas e de adultos aponta que
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uma microbiota madura (de adulto) apresenta maior quantidade de Bacteroidetes e
Firmicutes, enquanto que, em criancas espera-se que espécies de E. coli e
Bifidobacterium estejam presentes em maior quantidade (MARIAT et al., 2009). Em
nosso estudo, foi notado um maior nimero de Firmicutes, Bacteroidetes e E. coli em
criancas saudaveis ndo alérgicas, valores semelhantes aos obtidos por Francavilla
et al. (2012).

A microbiota residente humana é uma comunidade densa, complexa e
diversificada, e a aplicacdo de técnicas de sequenciamento, como metagendémica,
metatranscriptbmica, e metaprotedmica, aliadas as ferramentas complementares de
bioinformética, podem caracterizar com precisdo as altera¢cdes da composicdo e
funcdo de microrganismos, assim como, suas influéncias no metabolismo do
hospedeiro e nas patologias associadas (MANDAL et al., 2015).

Isto faz com que, seja necessario o0 emprego de outras técnicas alternativas
para a identificacdo e genotipagem dessas espécies, tais como PCR baseado em
sequéncia repetitiva (Rep-PCR), polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente
(RAPD e AP-PCR), polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricdo
(RFLP), e eletroforese de campo pulsado (PFGE), sequenciamento shotgun entre
outras (SOCRANSKY et al., 2004; PAOLO, 2009; KORPELA et al, 2018).

A diversidade genética das espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium foi
realizada pela técnica AP-PCR, na qual o primer arbitrdrio OPA-03 mostrou ser
discriminatorio. Assim, essa técnica permitiu a obtencdo de dendrogramas com
agrupamentos genéticos para cada grupo analisado. Entretanto, é relatado que a
combinacdo de técnicas permitiia uma melhor diferenciacdo genética entre as
espécies microbianas (PAOLO, 2008). Assim como ELLEGAARD et al. (2015),
utilizaram sequenciamento de DNA em estudo filogenético com espécies de
Lactobacillus e Bifidobacterium, e mostrando elevada similaridade genética.

Os dendrogramas obtidos com as espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium, em ambos os grupos de criancas analisados, mostraram, como
esperado, uma diversidade genética heterogénea, assim como também, mostrou
clones bacterianos, constituidos na maioria das vezes por bactérias isoladas do
mesmo paciente.

Interessantemente, as bactérias isoladas de criancas ndo alérgicas formaram
agrupamentos genéticos com maior numero de clones para os dois géneros

bacterianos analisados. Como mencionado anteriormente, fatores intrinsecos e/ou
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extrinsecos como alimentacdo, reposicdo de calcio e presenca em ambiente
hospitalar, podem ser a causa da maior diversidade nos isolados obtidos de criancas
alérgicas. Estes resultados sugerem que, a aplicacao de técnicas moleculares mais
precisas como sequenciamento de DNA seria necessaria para melhor definir o grau
de diversidade genética dessas bactérias, como por exemplo MLST.

Os dendrogramas formados mostram que, a presenca de isolados
constituindo clones foi ligeiramente maior em criancas ndo alérgicas. Quanto a
diversidade genética de Lactobacillus e Bifidobacterium, se observou, como
esperado, uma baixa diversidade e elevada heterogeneidade entre esses
microrganismos, o que poderia ser melhor avaliado utilizando métodos mais
sensiveis

A caracterizacdo da microbiota intestinal em portadores de alergia alimentar é
preliminar devido aos multiplos fatores que influenciam sua composicdo; embora,
existam evidéncias da associagao da disbiose da microbiota intestinal com a alergia
alimentar, a heterogeneidade observada nos estudos, incluindo a idade das criancas
avaliadas, tipo de amostras e métodos utilizados, tornam dificil estabelecer uma
clara correlacdo entre grupos bacterianos especificos e o desenvolvimento da

alergia.
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7. CONCLUSOES

Com os dados obtidos neste estudo podemos concluir que:

1. As criancas com alergia ao leite de vaca apresentaram maior nimero de espécies

do género Clostridium;

2. Pela andlise quantitativa, as criancas nao alérgicas apresentaram maior numero
de bactérias pertecentes aos géneros: Bifidobacterium, e Clostridium Cluster I; aos

filos: Firmicutes e Bacteroidetes e a espécie Escherichia coli; e

3. As espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium de ambos 0s grupos de criangas

mostraram diversidade genética heterogénea.
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