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RESUMO
Moraes BDGC. Impacto do uso de Lactobacilus plantarum na colonizagdo, na

infec¢do por bactérias multirresistentes e no microbioma de pacientes submetidos a
transplante de células tronco hematopoiéticas [dissertagao]. Sao Paulo: Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

Introdugéao - A colonizagao intestinal prévia por bactérias multirresistentes (BMR) &
um fator de risco para infecgdes da corrente sanguinea (ICS) e uma das principais
complicagdes na fase inicial do Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas
(TCTH). Avaliamos o impacto do Lactobacillus plantarum na modulacdo do
microbioma intestinal em candidatos ao TCTH colonizados por BMR. Métodos -
Amostras de fezes foram obtidas previamente a introdu¢édo de L. plantarum e ao
TCTH, na segunda semana de uso do L. plantarum, na neutropenia, na semana
anterior a infeccdo e na enxertia do TCTH. Foram incluidos 42 candidatos a TCTH
autélogo ou alogénico com diagndsticos oncohematolégicos. Os participantes foram
alocados em um grupo de intervengao (n=22) que recebeu capsulas de L. plantarum
(5x10° UFC) duas vezes ao dia antes do TCTH até o inicio da neutropenia e um grupo
controle (n=20). A regido V4 do gene rRNA bacteriano 16S foi sequenciada em 93
amostras de fezes de um subconjunto de 33 pacientes. Colonizagdo por MDRO foi
avaliada por cultura em meio seletivo e PCR para identificacdo de genes de
resisténcias. Clonalidade dos isolados foi avaliada por PFGE. Resultados — A média
da adeséao a intervencao foi de 86% (x11%) por cerca de 43(+29) dias de consumo.
L. plantarum foi seguro, toleravel e associado a um aumento na abundancia de
Lactobacillales (p = 0,004). Aumento de Lactococcus e redugéo de Turicibacter foram
identificados na segunda semana de uso de L. plantarum. Nao houve diferenga na
reducao de BMR entre os grupos, nem um mesmo perfil clonal dos isolados foi
identificado entre os pacientes. Foi encontrado maior abundancia de Enterococcus no
grupo controle na enxertia do TCTH. Diversidades alfa e beta foram alteradas ao longo
do procedimento de TCTH, independentemente do uso de L. plantarum. Conclusdes
- L. plantarum foi seguro e pode, potencialmente, reduzir os niveis fecais do género
Enterococcus em candidatos a TCTH. No entanto, ndo mostrou  impacto
significativo na descolonizagao por BMR.

Descritores: Microbioma gastrointestinal; Probidticos; Transplante de medula 6ssea;

RNA ribossémico 16S; Resisténcia microbiana a medicamentos.



ABSTRACT
Moraes BDGC. Impact of exogenous Lactobacillus plantarum on the gut microbiome

of hematopoietic stem cell transplantation patients colonized by multi-drug resistant
bacteria [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2021.

Background - Previous gut colonization by multidrug resistant organisms(MDROSs) is
a risk factor for bloodstream infections(BSl) and a major complication in the early
phase of Hematopoietic Stem Cell Transplantation(HSCT). We evaluated, in an
exploratory study, the impact of Lactobacillus plantarum on modulation of the gut
microbiome in HSCT patients colonized by MDROs. Methods - Stool samples were
obtained at timed intervals from 42 oncohematological candidates undergoing
autologous or allogeneic HSCT. Participants were allocated to na intervention
group(IG = 22) who received capsules of L. plantarum(5x10° CFU) twice a day before
the HSCT until the onset of neutropenia and a control group(CG= 20). The V4 region
of the 16S bacterial rRNA gene in 93 stool samples from a subset of 33 patients was
sequenced. Colonization by MDRO was evaluated by culture in a selective medium
and PCR to identify resistance genes. Clonality of the isolates was assessed by PFGE.
Results - L. plantarum had an average 86%(£11%) drug-target engagement at
43(£29) days of consumption and it was safe, tolerable and associated with an
increase in the abundance of the Lactobacillales(p=0.004). Differently abundant
bacteria were investigated by LefSe and na increase of Lactococcus and reduction of
Turicibacter were identified on the second-week of L. plantarum use. Both the IG and
CG exhibited a similar reduction in MDROs; there was not the same clonal profile of
the isolates identified among the patients; except Enterococcus abundance which had
a greater rise in the CG Alpha and beta diversity measures were altered throughout
the HSCT procedure, regardless of L. plantarum usage. Conclusions — L. plantarum
was safe and may potentially reduce fecal levels of Enterococcus genus in HSCT

candidates; however, it has not showed a significant impact on MDRO decolonization.

Descriptors: Gastrointestinal microbiome; Probiotics; Bone marrow transplantation;

RNA ribosomal 16S; Drug resistance microbial.
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1.1 Transplante de Células Tronco Hematopoiética

O Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas (TCTH) é uma
modalidade terapéutica para diversas doencas como cancer, anemia aplastica,
doencas hematoldgicas congénitas e doencas auto-imunes (1). Consiste na
infus@o de células tronco hematopoiéticas com objetivo de restabelecer a fungéo
medular (2). As células-tronco sao obtidas por meio de pungdes e aspiragdes da
medula éssea (MO), ou de sangue periférico ou sangue de cordao umbilical (3).

Ha dois tipos de TCTH que se diferenciam pelo doador, caso seja do
proprio receptor denomina- se autdlogo e, se as células progenitoras provém de
um doador, alogénico. A terapia de condicionamento anterior ao TCTH que induz
a aplasia medular para infusdo das células tronco e posterior enxertia medular
com restabelecimento da fungéo do tecido hematopoiético, difere de acordo com
o tipo de transplante, a doenca de base e as comorbidades do paciente. No
transplante alogénico, além destas consideragdes, é fundamental a terapia
imunossupressora iniciada no condicionamento e sua manutengao poés-infusao
e enxertia visando a prevencdo de rejeicdo e doenga do enxerto contra
hospedeiro (DECH ou graft versus host disease, GVHD) (3).

O comprometimento do sistema hematopoiético e imunolégico aumenta o
risco de complicagbes infecciosas que variam de acordo com o enxerto
(proveniente de medula ou células periféricas), o tipo de TCTH e o tempo até a
enxertia (4—7). As complicagdes infecciosas s&o distintas e podem ocorrer nas
diferentes fases do transplante. Na pré-enxertia ou fase |, (< 15 a 45 dias pos-
transplante) ha risco para infecgbes bacterianas por bacilo Gram-negativos
(BGN), devido ao periodo de prolongada neutropenia e quebra da barreira
mucocutanea, risco de infeccdes bacterianas por Gram-positivas, pelo uso de
dispositivos invasivos como cateter venoso central, risco de infeccdo por
espécies gastrintestinais como Streptococci, pelo uso de antibiéticos, bem como
da reativagao do virus Herpes simples e de infec¢cbes fungicas. Na fase pés-
enxertia ou fase Il (30 a 100 dias apdés TCTH), predominam complicagoes
relacionadas a agentes n&o bacterianos, como citomegalovirus (CMV), herpes
virus, Pneumocystis jiroveci e Aspergillus spp., fase marcada pelo prejuizo na

imunidade celular. A fase Illl (> 100 dias apos TCTH) €& marcada por
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complicagdes crénicas como DECH crénico que aumenta o risco de infecgdes
por Nocardia spp., bem como de infecgdes causadas por bactérias encapsuladas
por prejuizo na opsonizagdo, como Streptococcus pneumoniae, além de
infecgbes virais por CMV e o virus Varicella Zoster. Neutropenia prolongada e
DECH sao os principais fatores de risco associados com infecg¢ao (5). Nas fases
Il e Ill o risco destas infecgdes é proporcional a gravidade do DECH (4,8).

1.2Infecgéo relacionada a assisténcia a saude em unidades de TCTH

A prevencao e o tratamento de infeccdes tém melhorado os resultados do
TCTH nas ultimas décadas, mas ainda representam uma das principais causas
de morbimortalidade no TCTH (8,9). Conhecer e definir fatores como a
epidemiologia local, a melhor estratégia de profilaxia de infec¢des e a resisténcia
bacteriana aos antibiéticos disponiveis é fundamental para a conducido dos
casos.

No Brasil, Oliveira et al. realizaram estudo em 13 centros de TCTH
brasileiros, com 411 pacientes avaliados no periodo de neutropenia. Os autores
observaram 118 agentes isolados em 91 infec¢ao de corrente sanguinea (ICS),
geralmente por um unico agente (69 episédios). As bactérias Gram-positivas
foram responsaveis por 47% das ICS, sendo o Staphylococcus coagulase
negativo o principal agente, seguido pelo Staphylococcus aureus. Entre os BGN
(37%, 59 eventos) o principal isolado foi a P. aeruginosa, seguida pela Klebsiella
pneumoniae e pela Escherichia coli. Das BGN isoladas, 37% (22 eventos) eram
multirresistentes aos antibioticos (5% do total de casos analisados e 22% dos
episodios de ICS) e foram associadas ao uso prévio de cefalosporinas de terceira
geracgao e estar em um centro especifico, ou seja, a epidemiologia local. O autor
ainda discute a alta frequéncia de ICS por BGN no pais, se comparado a séries
Europeias e Norte Americanas (10).

Em consonéancia, em um estudo conduzido no HCFMUSP, Mendes et al.
avaliariam retrospectivamente 429 TCTH durante a neutropenia. Os autores
identificaram elevada quantidade de casos de ICS por bactérias BGN (52,3%),

sendo a Pseudomonas aeruginosa o principal agente etiolégico isolado, com 19
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casos (22%), seguido por Staphylococcus coagulase negativa e Enterococcus
faecium (ambos com 19,7%) (11).

Infeccdes por BGN tém altas taxas de complicagcdes e mortalidade pela
elevada resposta inflamatéria desencadeada por endotoxemia. Frequentemente
sdo utilizadas como profilaxias as quinolonas e os B-lactamicos, mas a crescente
resisténcia a esses antibidticos tem interferido nos protocolos de tratamento de
infecgao ativa, como a neutropenia febril, forcando o uso precoce de terapias de
amplo espectro (12). Somando-se a isso, Ferreira et al. mostraram que das ICS
ocorridas no TCTH do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), 100% dos isolados eram resistentes a
quinolona (48). Atualmente, ha uma escassez de novos agentes antimicrobianos
para tratar os BGN cada vez mais resistentes.

O uso de regimes antibiéticos inapropriados e, consequentemente, a
demora no inicio do tratamento adequado, € a principal causa de desfechos
desfavoraveis em infec¢des graves, especialmente no pés TCTH imediato (fase
[). A identificacdo dos fatores de risco como a colonizagao prévia por bactérias
multirresistentes (BMR), exposi¢cao a antibiéticos de amplo espectro, doenca
subjacente avancada com apresentacdo clinica grave, prolongada
hospitalizagao e localizagdo do cateter venoso central, sdo variaveis importantes
para guiar estratégias, a fim de reduzir o insucesso terapéutico (13).

Diversas estratégias tém sido aplicadas na descolonizagao de pacientes
oncohematoldgicos, incluindo os submetidos ao TCTH, com o intuito de reduzir

o risco de infecgdes.

1.3 Resisténcia microbiana

Micro-organismos tem a capacidade de promover a troca de genes de
resisténcia por diversos mecanismos incluindo principalmente a bomba de efluxo
em BGN e os elementos genéticos moveis como os plasmideos. O mecanismo
de efluxo é expresso em todas as células com a fungdo de protegé-las de
componentes toxicos. O aumento da expressdo desse mecanismo tem sido
associado a bactérias multirresistentes (14).

Um problema emergencial em todo o mundo € a resisténcia de

Enterobacteriaceae, em particular Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, aos
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carbapenémicos. Principalmente por B-lactamase da classe-A de Ambler
denominada Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e B-lactamase de
espectro estendido (ESBL, do inglés extended-spectrum beta-lactamases). Os
genes blakec que codificam a enzima KPC estdo presentes em plasmideos
transferiveis. A enzima KPC confere resisténcia a todos os agentes (-lactamicos
incluindo cefalosporinas, monobactans e carbapenémicos por sua capacidade
de hidrolisa-los. A fim de controlar a propagagdo de blakrc em pacientes
hospitalizados, Shanmugam et al. sugerem a avaliagdo de genes de resisténcia
como medida de controle de infecg&o para o uso racional de antibioticos (15).

Estudos mostram que pacientes colonizados por bactérias resistentes a
antibidticos tem taxas mais elevadas de ICS e maior risco de morte atribuidas a
causas infecciosas (16). Adicionalmente, pacientes submetidos a TCTH
desenvolvem mais infec¢gdes por BMR quando comparado a outras populacdes
(12). Bilinski e claboradores (2016) demonstraram que a colonizag&o intestinal
por BMR reduz a sobrevida global dos pacientes submetidos ao TCTH alogénico
por aumento da mortalidade e da incidéncia de infecgdes sitémicas e por DECH
agudo (16).

Uma proposta para reduzir infecgbes por patdogenos multirresistentes
como Enterococcus resistente a vancomicina (ERV), que tem sua densidade de
colonizacao diretamente relacionada com o risco de ICS, é a manipulagao da
microbiota e a colonizagdo do trato gastrintestinal (TGI) (17,18). No TCTH
alogénico, Taur et al. concluiram que a diversidade e a estabilidade da microbiota
intestinal sdo fortemente alteradas, aumentando o risco de infec¢des (19).

Diversos fatores contribuem para a disbiose no paciente submetido ao
TCTH, como o comprometimento da homeostase intestinal pela quebra da
funcao de barreira, a alteracdo do consumo alimentar e principalmente o uso de
antibiéticos (20-22).

1.4 Microbioma Intestinal

O microbioma intestinal € um ecossistema dindmico altamente complexo
que compreende aproximadamente 100 trilhdes de células microbianas e tem
um significativo efeito sobre muitos aspectos da fisiologia humana, incluindo o

metabolismo, a absor¢do de nutrientes e a fungdo imunolégica bem como a
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protecdo contra patégenos. E influenciado por fatores intrinsecos do hospedeiro
(gendtipo, idade, condigbes de saude e nutrigdo), por interagdes com outros
micro-organismos e pela disponibilidade de nutrientes da dieta (23). O
microbioma intestinal representa uma complexa e abrangente comunidade
constituida por trés grupos predominantes: Archaea, Bacteriae e Eucaryae e é
dominada pelos filos Bacteroidetes (Gram-negativas) e Firmicutes (Gram-
positivas) (23).

Devido a sua importancia e ampla relacdo com o hospedeiro humano, o
microbioma intestinal tem sido alvo de diversos estudos moleculares ou
baseados em cultura, principalmente por meio de amostras fecais, que se
comparadas com amostras obtidas por bidpsias, ndo necessitam da realizagao
de um processo invasivo para sua obtencdo. Além de abranger materiais, tais
como células epiteliais esfoliadas e micro-organismos do meio que podem conter
informacgdes relevantes a respeito da microbiota do TGI(24).

O advento da biologia molecular permitiu a redugdo das limitagdes
encontradas na utilizacdo de métodos de cultivo, além de revelar novas
perspectivas sobre a diversidade de micro-organismos existentes na flora
intestinal humana (25). Ademais, a inclusdo de tecnologias de sequenciamento
de nova geracao (NGS) trouxe ainda mais avangos as analises de biodiversidade
microbiolégica, possibilitando a captacdo de dados de centenas até milhdes de
micro-organismos, tornando desta forma os estudos mais abrangentes e
confiaveis (26).

O alvo molecular para a analise das comunidades bacterianas, tem sido
a sub-unidade menor do RNA ribossomal, 16S rRNA, que possui regides de
sequéncias de bases de nucleotideos altamente conservadas no dominio
bacteriano, intercaladas por regides variaveis, a altamente variaveis, nomeadas
de regides V1 a V9. A utilizagdo do NGS no sequenciamento do gene 16S rRNA,
tem sido crucial para facilitar novas descobertas acerca da biodiversidade da
microbiota intestinal (27). O sequenciador /on Torrent PGM representa uma das
mais novas plataformas de sequenciamento recentemente comercializadas,
possuindo menor custo e retorno mais rapido, em comparacdo com outras
plataformas de sequenciamento de nova geracéo, tais como 454 e lllumina (28).
A aplicacao da plataforma lon Torrent nos estudos baseados em 16S rRNA tem

sido amplamente descrita em diversos estudos, como na na caracterizagao da
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microbiota subgengival (29) e efeitos do cigarro na microbiota oral (30), na
avaliacdo de métodos de tratamento de agua (31), além da investigagdo da

composi¢ao bacteriana no muco intestinal (32).

1.5Microbioma Intestinal e TCTH

Dados sobre o microbioma de pacientes em TCTH autdlogo sao
escassos. Estudo demostrou que o microbioma de pacientes submetidos a
TCTH alogénico apresentam aumento de Enterococcus, Streptococcus e varias
Proteobacterias. Somando a dominacéo intestinal por tais bactérias e a reducao
da diversidade do microbioma no TCTH outro estudo mostrou resultado
desfavoravel ao desenvolvimento de DECH e morte(33). A maior propor¢ao do
Enterococcus em fezes de TCTH parece ter relacdo com o desenvolvimento de
DECH de TGI, devido a mudanga da microbiota pos TCTH (19). Nessa mesma
linha, ha evidéncias de que a colonizacao intestinal por BMR reduz a sobrevida
global em TCTH alogénico aumentando a mortalidade n&o relacionada e a
incidéncia de infecgao sistémica e ao DECH agudo (16,22).

Estudo recente realizado no HCFMUSP apontou que a colonizagao
intestinal por bactérias resistentes aos antimicrobianos nos pacientes de TCTH
foi um fator de risco independente para ICS (34).

A alteragcdo do microbioma intestinal, independente do TCTH, tem sido
implicada em muitas doencas tais como obesidade, doenca inflamatéria e cancer
colorretal. O conhecimento das alteragées no microbioma objetivam estabelecer
interagdes hospedeiro-microbiota que possam influenciar o estado saude versus
doencga e o avango em determinar estratégias terapeuticas para melhorar os
resultados clinicos. Enquanto essas estratégias frequentemente envolvem o uso
de antibidticos, seu uso custa a erradicagcdo de organismos comensais
potencialmente salutares e aumentam as taxas de resisténcia aos antibidticos.
Outra alternativa plausivel, de menor custo e potencialmente benéfica é a

modulagdo do microbioma com probidticos (21,35,36).
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1.6 Estratégias de descolonizagdo

Uma alternativa usada para o tratamento de BGN em algumas unidades
de hematologia e de terapia intensiva € a descolonizagao digestiva seletiva
(SDD) pela administracdo de antibidticos n&o absorviveis (colistina e
tobramicina) e antifungicos (anfotericina B) em orofaringe e TGl em combinacéo
com a administracdo de cefalosporina de terceira geragao durante os primeiros
quatro dias na unidade hospitalar (37-39). A ideia é que a utilizagdo de
antibidticos ndo absorviveis seria seletiva para preservar a flora microbiana
anaerobica no trato digestivo, ao mesmo tempo, impedindo a colonizagéo e
crescimento secundario de micro-organismos aerébios e infecgdes
subsequentes (40).

Esta estratégia pode levar a reducado de mortalidade e ICS em unidades
de terapia intensiva (41,42). Metanalise de 64 estudos clinicos ndo demonstrou
associagao significativa entre o uso de SDD e a resisténcia a antibiéticos (43).
Em contrapartida, Buelow et al. demonstraram que a quantidade de genes que
conferem resisténcia aos antibiéticos mais que dobrou durante o uso de SDD,
principalmente de genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos, sendo
que dois deles sao carreados por bactérias comensais anaerdbicas que podem
transferi-los a outros géneros e espécies de bactérias (39). Devido aos
resultados controversos da literatura, a SDD n&o é amplamente utilizada nem
recomendada (40).

No TCTH, estudos que datam de 1978 até 2014 mostraram que a
descolonizacdo intestinal com antimicrobianos orais sistémicos e nao
absorviveis e impacto positivo na redugdo do risco as infec¢des (44—46).
Entretanto, estudos subsequentes demonstraram que a menor diversidade
microbiana na enxertia estava relacionada a menor sobrevida global e maior taxa
de mortalidade especialmente relacionada ao DECH e a infecgéo (46,47). Outros
estudos avaliaram o uso, ou nao, de profilaxia antimicrobiana antes do TCTH e
o resultado mais uma vez foi desfavoravel ao uso de antimicrobianos pela maior
incidéncia e gravidade de DECH agudo e DECH de TGl (48,49).

A analise entre pacientes que desenvolveram DECH agudo e aqueles que
nao o desenvolveram, revelou que os que desenvolveram a complicacéo

apresentavam menor diversidade no microbioma intestinal anterior ao TCTH,
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menor concentragdo dos géneros Bacteroides spp. e Parabacteroides spp. e
menor concentragédo de acidos graxos de cadeia curta. No periodo avaliado, os
autores concluiram que a DECH esta associado a uma maior exposicao
cumulativa de antibiéticos especialmente a clindamicina e que ha uma reducao
na quantidade de Ruminococcus spp. e Blautia spp. no microbioma, estando esta
ultima relacionada a maior mortalidade vinculada a DECH (50-53). Associado
aos prejuizos ao microbioma, Kaysen et al. (53) observaram aumento do numero
de genes de resisténcia a antimicrobianos em pacientes durante o periodo de
TCTH alogénico, indicando a pressdo seletiva causada pelo uso destas
medicacgoes.

Outras estratégias de descolonizagao podem ser realizadas por meio da
modulagdao do microbioma com a hipotese de que o aumento da diversidade
microbiana no TGl pode reduzir a prevaléncia de colonizagdo por micro-
organismos resistentes aos antimicrobianos e assim ser uma possivel estratégia

de controle a infeccgao.

1.7 Probidticos e TCTH

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS) probiéticos sao
organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
podem ser benéficos ao hospedeiro (54). Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as
cepas mais estudadas e comercialmente usadas pela segurancga, facilidade de
cultura e producéo (21,36). O género Lactobacillus € amplamente distribuido no
meio ambiente sendo o mais numeroso composto por 145 espécies. Esse género
€ encontrado em fezes humanas e coloniza principalmente o intestino delgado.
E um género estritamente fermentativo, acumulando acido lactico no meio, o que
provoca reducdao do pH intestinal e dificulta o crescimento de bactérias
comensais ou patogénicas (35).

Modelos animais tem evidenciado que a administracdo de Lactobacillus
tem sido associada a menor translocagao bacteriana e inflamagéo intestinal
(55,56). A admistragao de Lactobacillus antes e apés o TCTH, em experimentos
animais, reduziu o DECH agudo a translocacdo bacteriana e aumentou a
sobrevida (57).
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A cepa Lactobacillus plantarum tem sido estudada por sua eficacia na
codificacdo de adesina e aderéncia a parede intestinal competindo por
receptores de manose com BGN como Escherichia coli e Pseudomonas spp,
prevenindo colonizagéo e infecgéo por estes patdgenos (58). L. plantarum pode
sobreviver a passagem do estdbmago ao reto e aderir a mucosa intestinal mesmo
em pacientes criticos em uso de antibioticos (59). Esse probidtico parece ser
promissor na redugcao de colonizagdo e infecgcdo bacteriana em pacientes
submetidos a transplante de figado e pacientes com pancreatite grave que
desenvolveram sindrome de insuficiencia respiratéria e faléncia de multiplos
orgaos (58).

No TCTH, L. plantarum demonstrou-se ser seguro e de uso factivel em
criangas e adolescentes mesmo durante o periodo de neutropenia pré-enxertia,
periodo que apresenta maior risco de translocacado bacteriana e subsequente
ICS (60). Esse estudo, coordenado por Ladas e colaboradores (60), foi
multicéntrico contando com 30 pacientes que utilizaram a cepa desde o D-8 até
D+14 do TCTH alogénico com diversos esquemas de condicionamento
mieloablativo sem documentar ICS ocasionadas por Lactobacillus até D+30.

A partir dessas informagdes, este projeto se propde a avaliar o uso de L.
plantarum na modulagdo do microbioma intestinal, assim como na
descolonizacido de pacientes colonizados por bactérias multirresistentes antes
do transplante.

Trata-se de um estudo de vanguarda pela analise do microbioma em
pacientes brasileiros submetidos ao TCTH, bem como pelo uso de Lactobacillus

para a descolonizacio de pacientes.
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2.0 Objetivos
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2.1 Objetivo Geral
Avaliar o impacto do uso de Lactobacillus plantarum na modulagdo do
microbioma intestinal de pacientes colonizados por bactérias multirresistentes e

submetidos a Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas.

2.2 Objetivos Secundarios:

Avaliar o microbioma de pacientes transplantados de células tronco

hematopoiéticas.

Avaliar a clonalidade e os mecanismos de resisténcias das bactérias
identificadas causando colonizagdo e infeccdo nos pacientes incluidos no

estudo.

Avaliar o uso do Lactobacillus plantarum na descolonizacido de pacientes
colonizados por bactérias multirresistentes antes da realizacao do transplante de

células tronco hematopoiéticas.

Avaliar a seguranca e os efeitos adversos do consumo de Lactobacillus
plantarum por pacientes submetidos ao transplante de células tronco

hematopoiéticas.



Pagina |33

3.0 Metodologiow
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3.1 Pacientes

Local do estudo: o estudo foi realizado no HCFMUSP (Instituto Central,
Prédio dos Ambulatérios e Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo), na
clinica de hematologia, Unidade Clinica de Terapia Celular (UCTC) que realiza
cerca de 200 transplantes ao ano entre autélogo e alogénico (aparentado, ndo
aparentado e haploidéntico).

Aspectos éticos: O estudo foi realizado ap6s aprovacgao do projeto pela
Comissdo de ética para analise de projetos de pesquisa do HCFMUSP
(CAPPesq - Parecer 2.126.478) (Anexo A) e a obtengcdo do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) dos pacientes (Anexo B). Todos os
pacientes dentro dos critérios de inclusdo foram orientados, juntamente com
seus cuidadores, quanto a voluntariedade e anonimato da participacdo no
estudo, mesmo quando da publicagdo dos dados e sigilo de todas as
informacoes.

Aspectos financeiros: Apoio financeiro da Fundacido de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), processo n°18/13147-3.

Desenho do estudo: tratou-se de um estudo clinico prospectivo que incluiu
pacientes previamente ao TCTH de novembro de 2017 a marco de 2020.0s
pacientes foram divididos em grupos sendo o grupo intervencao (Gl) que
recebeu o Lactobacillus plantarum e o grupo controle (GC) que n&do o recebeu.
Nao foi utilizado placebo.

Calculo de amostra: Nao foi realizado o calculo de amostra. A selecédo de
pacientes foi por conveniéncia (amostra ndo probabilistica) em ambos os grupos.

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram: a presengca de doenga
oncohematoldgica e indicagdo de TCTH; ter idade acima de 18 anos; n&o ter
realizado cirurgia prévia do TGI; estar colonizador por BMR identificado por
cultura de vigilancia positiva em no maximo seis ultimos meses até adentrar ao
estudo; e concordar em participar do estudo apds a assinatura do TCLE.

Os critérios de exclusdo foram: paciente que tenha acordado em participar
do estudo, contudo, tenha coletado material fecal apds o inicio da terapia de

condicionamento do TCTH; paciente com baixa adesao da terapéutica (<50%).
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Todos os pacientes do estudo receberam orientagcédo da farmacéutica e da
pesquisadora do estudo com relagdo ao consumo do L. plantarum e as coletas
de material bioldgico.

Infeccdes foram definidas com o critério da Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) incluindo as infecgbes de corrente sanguinea associada
ao dano de barreira mucosa (ICSADBM)(61) (ANEXO C).

3.2 Uso de Antibidticos

Na admissdo do paciente no estudo, foi verificado o uso préivio de
antimicrobianos nos ultimos dois meses.

A necessidade de antibioticoterapia durante o periodo do TCTH nao
excluiu o paciente do estudo. A indicagdo e a conducido da terapia foram
conforme avaliacdo médica. O uso de antimicrobianos na data da coleta de
material biolégico e durante o TCTH foi verificado para analise junto a

diversidade beta do microbioma intestinal.

3.3 Avaliagao Nutricional

Todos os pacientes foram avaliados e acompanhados durante o periodo
do estudo.

Foram avaliados peso, altura, indice de Quetelet (indice de massa
corporal), classificagdo do estado nutricional pela OMS ou OPAS na admissé&o
do paciente e aplicado a avaliagdo subjetiva global produzida pelo paciente
(ASGPPP) (ANEXO D).

As toxicidades gastrintestinais ocorridas durante o TCTH foram
graduadas de acordo com o Commun Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE) (62). A avaliagao das fezes foi feita utilizando-se a escala fecal de
Bristol (Anexo E) (63,64) previamente ao consumo de L. plantarum e apos 0 uso

do probidtico.
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3.4 Terapéutica

Foi utilizado o probidtico de Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem
Lactobacillus Familia Lactobacillaceae, Género Lactobacillus, Espécie
plantarum, cepa G18.

O probidtico foi ofertado apos primeira coleta de fezes (denominada de
baseline) para analise de microbioma, mantendo-se por cerca de 30 dias ou mais
antes do TCTH, durante o TCTH até a neutropenia, conforme apresentado no
esquema abaixo (Figura 1). O consumo de L. plantarum foi previamente ao
TCTH, variando em dias para cada paciente, e foi cessado na neutropenia do
TCTH avaliada por exame de hemograma.

A quantidade ofertada foi de 5 x 10° Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC) duas vezes ao dia em forma de capsulas de liberagéo gastrica produzidas
em farmacia de manipulacio.

Todos os pacientes foram orientados quanto o uso. A dispensacgao do
produto foi realizada pela farmacia da unidade com posterior analise da
quantidade consumida para apreciacdo de aderéncia a terapia proposta.

A viabilidade do uso do probidtico foi definida por consumo de 50% da
dose orientada por 75% dos pacientes do estudo.

A seguranca do uso do probidtico foi pelo desenvolvimento de ICS
ocasionada por L. plantarum desde o inicio do uso até D+60. Sintomatologias
ocasionadas pelo probidtico foram acompanhadas.

Para analise da composicdo das capsulas, foram realizados NGS e
cultura do contetdo das capsulas em meio Agar MRS Lactobacillus (Probac, S&o

Paulo, Brasil).
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Figura 1. Linha cronolégica do periodo de consumo de L. plantarum e coleta de material biol6gico para o estudo

3.5 Avaliacao Laboratorial

Para analise de colonizacdo por BMR, foram coletadas amostras de swab retal
para cultura de vigilancia e analise de reacdo de cadeia polimerase (PCR) para
os principais genes de resisténcia VIM, SPM, KPC, MCR-1, OXA-23, OXA-48,
OXA-143, ESBL, e vanA e vanB. A coleta do swab retal foi feita por enfermeiras
do ambulatério e da enfermaria e a coleta de fezes feita pelo paciente em sua
residéncia ou no ambiente hospitalar, quando hospitalizado. Apds a coleta do
swab retal, o material foi cultivado em meio seletivo e os isolados identificados
para posterior analise de resisténcia.

Para a analise microbioma, amostras de fezes foram solicitadas
semanalmente até a enxertia neutrofilica do TCTH, sendo a primeira delas antes
do inicio do consumo de L. plantarum. A coleta do material fecal foi realizada em
frasco estérii com guanidina como técnica j&4 avaliada e estabelecida
anteriormente por Ribeiro et al. (65). Os pacientes foram orientados a coletar as
amostras de fezes, data-las e acondiciona-las em freezer até a entrega do

material.
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3.5.1  Definicdo de bactérias multirresistentes
As seguintes BMR foram avaliadas: Enterococcus resistente a
vancomicina, Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e ou colistina e
bactérias Gram-negativas nao fermentadores (P. aeruginosa e A. baumannii)

resistentes aos carbapenémicos e ou colistina.

3.5.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Desde 2001 existe uma rotina na UCTC de coleta semanal de swab retal
ou perianal para investigagdao de BMR. A coleta dos swabs para este estudo
inicialmente foi realizada no mesmo dia de coleta da UCTC e posteriormente em
dias diferentes para evitar falso negativo.

Inicialmente foi utilizado método de agar-diluicdo com caldo brain heart
infusion (BHI) com disco de meropenem para selecionar enterobactérias,
Pseudomonas, Acinetobacter e BHI com adicdo de vancomicina para selecao de
Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV). Enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos como Acinetobacter e Pseudomonas foram cultivadas em agar
MacConkey e os Enterococcus resistentes a vancomicina em meio agar sangue.
Para selegao de micro-organismos produtores de ESBL, inicialmente foi utilizado
caldo BHI com disco de ceftazidima e posterior cultura em meio MacConkey.

A partir de agosto de 2019, as analises para ESBL utilizaram meio
cromogeénico (chromID™ ESBL, bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franga) e houve
teste de sensibilidade aos antimicrobianos através de disco-difusdo. Os isolados
que cresceram no meio cromogénico foram confirmados com POLISENSIDISC
ESBL (D.M.E., S&o Paulo). Este teste contém cinco antibidticos
(Amoxicilina/Acido Clavulanico, AMC; Aztreonam, ATM; Ceftazidima, CAZ;
Ceftriaxona, CRO; e Cefotaxima; CTX) para detec¢gao de micro-organismos
produtores de ESBL. A presenca de um halo fantasma entre AMC e pelo menos
um dos outros antibidticos testados é sugestiva de ESBL. A tabela 1 mostra os
critérios interpretativos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
utilizados para interpretagdo dos testes de sensibilidades aos antimicrobianos,
demonstrando os valores dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano ao redor de cada disco mensurado em milimetros por bactéria e

antimicrobiano. Os isolados que apresentaram perfil de resisténcia aos
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antibioticos testados foram submetidos ao teste de susceptibilidade a
meropenem com o intuito de identificar a presencga de carbapenemase. Aqueles
resistentes ao meropenem foram avaliados com teste imunocromatografico
‘RESIST-3 O.KIN. K-SeT” (Coris BioConcept, Gembloux, Bélgica) para

identificacdo de blaoxa-s, blakec e blanpwm.

Tabela 1. Critérios interpretativos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
interpretagao dos testes de sensibilidades aos antimicrobianos com os didmetros dos halos de inibigdo do
crescimento bacteriano ao redor de cada disco mensurados em milimetros por bactéria e antimicrobiano
analisado.

Pseudomonas Enterococcus
Micro-organismo Acinetobacter spp. aeruginosa Enterobacteriaceae Spp.
Disco Difuséo S [ R S [ R[S I R S I R
Amoxicilina / Acido
Clavulanico AMC 30 (20/10) | - - - - - - 118 1417 13 - - -
Aztreonam ATM 30 - - - 22 | 16-21 15| 21  18-20 17 - - -
Ceftazidima CAZ 30 18 1517 14 | 18 1517 14|21 18-20 17 - - -
Ceftriaxona CRO 30 21 1420 13 - - - 123 2022 19 - - -
Cefotaxima CTX 30 23 15-22 14 - - - |26 2325 22 - - -
Meropenem 10 18 1517 14 19 16-18 15| 23 20-22 19 - - -
Vancomicina - - - - - - | - - - 17  15-16 14

S — sensivel; | — Intermediario; R — resistente.

3.5.3 ldentificacdo dos isolados
Os isolados foram identificados por meio de espectrometria de massa,
(Matrix Associated Laser Desorption-lonization technique -Time of Flight-
MALDI-TOF MS), usando espectrémetro de massa Microflex (Bruker Daltonics,

Bremen, Germany).

354 Deteccdo dos principais genes de resisténcia a
antimicrobianos

Foi realizada PCR multiplex para detec¢do dos principais genes de

resisténcia, genes de resisténcia aos glicopeptideos e das principais ESBL

utilizando as sequencias de oligonucleotideos descritas na tabela 2. A PCR

multiplex foi realizada com DNA extraido através de kit comercial (illustra™

bacteria genomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare; Reino Unido; sendo que

para bactérias Gram-negativas foi utilizado o kit GenomicPrep™ and Tissue DNA
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Isolation Kit, Amersham Pharmacia Biotech; Reino Unido), associado a primers
(tabela 2), enzima Taq polimerase, desoxinucleosideo trifosfato (dANTP) e MgClz,
seguido de aquecimento para desnaturagao, anelamento e extensdo. Entre os
Gram-negativos o gene amplificado foi submetido a uma purificagdo com o kit
GFXTM PCR DNA e Gel Band Purification (GE-Healthcare, Reino Unido)
conforme instrucdes do fabricante.

Para deteccdo dos genes de carbapenemases em Pseudomonas
aeruginosa foram pesquisados os genes blavp, blavim € blaspm. Para detecgéo
dos genes das oxacilinases em Acinetobacter baumanii, foram buscados blaoxa-
23 € blaoxa-143. Para resisténcia a glicopeptideos em Enterococcus, os genes
vanA e vanB. Para detecgao genes de resisténcia relacionados a enzima KPC,
foi pesquisado o gene blakec. Para deteccdo de genes de resisténcia
relacionados a producdo ESBL, primeiro foi realizado teste fenotipico para
triagem dos isolados e posterior analise genotipica através de PCR simples

buscando blactxms, blactxwme, blactxmz, blactxmzs, blasnv € blatewm.
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Tabela 2.Iniciadores utilizados para detec¢do dos genes de resisténcia

Gene Sequéncias de oligonucleotideos (5’-3’) Tamanho Referéncia
(bp)

blaoxa 2 blaOXA23-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 (66)
blaOXA23-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT

blaoxa 143 blaOXA143-F AGTTAACTTTCAATAATTG 604 (67)
blaOXA143-R TTGGAAAATTATATAATCCC

blavi blaVIM-F TTTGGTCGCATATCGCAAAG 382 (68)
blaVIM-R CCATTCAGCCCAGATCGGCAT

blaseu blaSPM-F CCTTTTCCGCGACCTTGATC 798 (68)
blaSPM-R ATGCGCTTCATTCACGCAC

VanA vanA-F GCTGCGATATTCAAAGCTCA 545 (69)
vanA-R CAGTACAATGCGGCCGTTA

VanB vanB-F ATGGGAAGCCGATAGTCTC 368 (69)
vanB-R GTTACGCCAAAGGACGAAC

blakec blakKPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 (70)
blaKPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC

mer-1 CLR5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309 (71)
CLR5-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG

blaoxas blaOXA-48-F TTGGTGGCATCGATTATCGG 744 (72)
blaOXA-48-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

blaren TEM P F (234) TAAAATTCTTGAAGACGAA 1066 (73)
TEM CR F (233) GWGTCGCCCTTATTCCCT 839
TEM R (235) - CCAAWGCTTAATCAGTGA

blasi SHV F (246) TTATCTCCCTGTTAGCCRCC 838 (73)
SHV R (247) TTAGCGTTGCCAGTGYTCGA

blacTxms CTX-M-8 F (240) ATGAGACATCGCGTTAAG 861 (74)
CTX-M-8 R (241) GGTGACGATTTTCGCGGCA

blacrx2 CTX-M-2 F (238) GACTCAGAGCATTCGCCGC 870 (74)
CTX-M-2 R (239) TCAGAAACCGYGGGTTACGA

blacrxaus CTX-M-9 F (242) TGACAAAGAGARTGCAACGG 857 (74)
CTX-M-9 R (243) CGATGATTCTCGCCGCTGAA

blaCTx.M.zs, c 865 (74)

demais genes
b laCTX-M~

CTX-M-25 F (244) ATGAGAAAAAGCGTAAGGCGGG
CTX-M-25 R (245) CCGTCGGTGACWATTCTG
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3.55 Analise de clonalidade pela técnica de Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado

Para a deteccao do perfil clonal dos isolados foi utilizado o método de
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE). Os isolados foram semeados e
incubados em aerobiose a 37°C por 24h. As amostras entdo foram
ressuspendidas em 1mL de solugdo salina estéril e homogeneizados em
agitador por 1 minuto e centrifugadas a 13000 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante descartado. Esse procedimento foi repetido trés vezes. O
sedimento foi entdo pesado e ressuspenso em EDTA (25 mM pH 8,0), para uma
concentragao final de massa bacteriana de 100 ug/pL. Desta suspensao, 25yl
foram transferidos para um tubo de micro-centrifuga contendo 225ul de tampao
TEN (EDTA 0,5M, pH 7,0; EDTA 0,5M pH 8,0; Trisma base 1M pH 7,0; Trisma
base 1M pH 8,0; NaCl; N-lauril sarcosil; Brij 58; Deoxicolato de s6dio), adicionado
de 250 ul de agarose de baixo ponto de fusdo a 2% (Sigma, EUA) e 20 pl de
solugdo de lisozima (100 pg/ml) (Sigma, EUA). Esta suspensao foi, entéo,
transferida para os moldes e permaneceu por 30 minutos a 4°C, para que os
blocos solidificassem. Apds esta etapa, os blocos foram transferidos para uma
placa de cultura de células de 24 pogos, contendo 2 mL de tampao EC (EDTA
0,5M, pH 7,0; EDTA 0,5M pH 8,0; Trisma base 1M pH 7,0; Trisma base 1M pH
8,0; NaCl; N-lauril sarcosil; Brij 58; Deoxicolato de s6dio) em cada pogo e
incubadas a 37°C por um periodo de cinco horas, sob agitagdo suave. Apos a
incubacao, os blocos foram lavados com 2,5mL de tampao CHEF-TE para Gram-
negativo (EDTA 0,5M pH 7,0; EDTA 0,5M pH 8,0; Trisma base 1M pH 7,0; Trisma
base 1M pH 8,0), e a seguir incubados com 1 mL de tampé&o ES (EDTA 625 nM
pH 9,3; N-lauril sarcosil 5%) adicionado de 50uL de solugé&o de proteinase K
(20mg/ml) (Invitrogen, EUA) e incubados de 8h a 16h a temperatura de 50°C. Os
blocos foram lavados com 2,5mL de tampdao CHEF TE para Gram-negativo
(EDTA 0,5M pH 7,0; EDTA 0,5M pH 8,0; Trisma base 1M pH 7,0; Trisma base
1M pH 8,0) com quatro lavagens com incubagcbes de uma hora cada, e
armazenados nesta solugdo até serem submetidos a digestdo enzimatica e

eletroforese.
A digestdo do DNA cromossémico foi realizada com a enzima de restricao
Spel e Xbal (Thermo Fisher Scientific, EUA) para os isolados de Klebsiella

pneumoniae e Escherichia coli, respectivamente. Para o tratamento com
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enzimas de restricdo, um bloco de agarose de cada amostra foi transferido para
uma placa de cultura de células de 96 pocos contendo 200 uyL de tampédo. A
seguir, 0 mesmo tampéao foi retirado e novamente foram adicionados 200 ul do
mesmo, o bloco foi incubado a temperatura ambiente durante uma hora. Este
processo foi repetido quatro vezes. Apds este periodo, o tampao foi substituido
por 100 uL de uma solucdo o isolado contendo tampao especifico da enzima
usada para restricdo do DNA do isolado.

A eletrofosere foi entdo realizada em gel de agarose a 1% (Sigma, EUA)
em TBE 0,5x (90mM Tris, 90mM acido borico, 2mM EDTA [Amersham
Pharmacia Biotech, EUA]), no equipamento CHEF DRIIl System (Bio-Radcom,
EUA) intervalos de tempo de pulso dependente do isolado estudado, em angulo
de 120°, a temperatura de 14°C e voltagem de 6,0 volts/cm.

A seguir, o gel foi corado em solu¢ao de gel red e fotografados sob luz
ultravioleta. Foi utilizado como padréo de peso molecular Lambda DNA ladder
PFG (New England Biolabs, Inc., EUA).

Os perfis eletroforéticos gerados foram agrupados utilizando-se o
software de bioinformatica Bionumerics verséo 7.6 (Applied Maths, bioMérieux,
Bélgica). Fragmentos de DNA foram manualmente verificados e normalizados
usando o peso Lambda Marker presente em cada gel. Uma tolerancia de 1,5%
e otimizagao de 1,5% foram utilizadas para a comparacéao de diferentes géis para
Klebsiella pneumoniae e tolerancia de 1% e otimizacao de 0,5% para os isolados
de Escherichia coli (75,76). O agrupamento de clusters foi realizado e gerado
um dendrograma pelo método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA) e coeficiente Dice de similaridade. Na analise do dendrograma,
para definir os PFT (Pulsed Field Type) e subtipos encontrados, os isolados com
similaridade <80% foram considerados diferentes.

3.5.6  Microbioma
A composigao da microbiota intestinal foi estudada nas amostras de fezes

como descrito a seguir.

3.5.6.1 Extracdo de DNA das amostras fecais
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A extracdo do DNA das amostras de fezes, foi realizada com o kit
PowerSoil® DNA Isolation Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo instrugbes do
fabricante, porém com algumas modificagdes que permitiram uma melhor
adaptacao do kit para a extracdo de amostras fecais, como descrito pelo Human
Microbiome Project (77).

Foram transferidos 0,259 de fezes a um tubo PowerBead, presente no kit,
devidamente identificado. O tubo foi homogeneizado por agitacdo vigorosa
durante 30 segundos. ApOs a realizagao deste procedimento, a reacao foi
incubada a 65°C, durante 10 minutos e em seguida, 95°C durante 10 minutos,
permitindo a lise adequada da amostra.

Posteriormente a incubacéo, 60 pyL da solugdo C1 (para a lise celular)
foram adicionadas ao tubo contendo a amostra. O tubo foi homogeneizado por
inversao diversas vezes e em seguida, submetido a agitag&do vigorosa na posi¢céo
horizontal, durante 10 minutos e, posteriormente submetido a centrifugagéo a
10.000g por 30 segundos. Em seguida, 250 uL da solugao C2 foi adicionada a
reagao, que foi incubada durante 5 minutos a 4°C e centrifugada durante 1
minuto a 10.000g.

Logo apds a centrifugagédo, 600 uL do sobrenadante foram transferidos
para um tubo de 2mL. Logo apds, 200 pL da solugdo C3 foram adicionados, € a
reagcao incubada durante 5 minutos a 4°C. Em seguida, foi realizada a
centrifugagéo durante 2 minutos a 10.000g.

ApOs a centrifugagéo, 750 uL do sobrenadante foram transferidos para
um tubo de 2 mL. Logo apéds, 1200 pL da solugdo C4 foram adicionados, e a
reacao homogeneizada por vortex. Aproximadamente 675 uL da solugao foram
transferidos para uma coluna presente no kit e foi realizada centrifugacao
durante 1 minuto a 10.000g. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
procedimento repetido por mais duas vezes.

Posteriormente, 500 uL da solugdao C5 foram adicionados a coluna, que
foi submetida a centrifugagédo a 10.000g durante 30 segundos. O sobrenadante
foi removido e uma nova centrifugacéo procedida a 10.000g durante 1 minuto.

Logo apds a centrifugagéo a coluna foi inserida em tubo de 2 mL e, 100
ML da solugdo C6 (que por eluicdo separou os componentes, sendo que as

moléculas de interesse foram adsorvidas a coluna) foram adicionados
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diretamente ao centro da membrana da coluna. A coluna foi submetida a uma
nova centrifugagao durante 30 segundos a 10.000g.
O DNA extraido foi armazenado a -20°C até a realizacao do procedimento

de quantificagdo do DNA e amplificagdo das sequéncias-alvo.

3.5.6.2 Quantificagdo do DNA

A quantificacdo de DNA foi realizada utilizando o fluorimetro de Qubit® 2.0
da empresa Invitrogen™(EUA). O fluorimetro de Qubit® é capaz de quantificar
DNA, RNA e proteinas, através da utilizagado de fluorescéncia ultra-sensivel e
precisa. O calculo da quantificagcdo, baseia-se na relacdo de dois padrdes
utilizados na calibragao do aparelho e que geram um ajuste de curva algoritmica.
A quantificagdo do DNA extraido do material fecal foi realizado utilizando-se o
Qubit® dsDNA BR Assay Kit.

Em um tubo de 0,5 mL foram adicionados 198 puL da Working Solution
(199 uL de Qubit® dsDNA BR Buffer e 1 uL de Qubit® dsDNA BR Reagent) e 2
ML do DNA que foi agitado por vortex, durante 2 segundos. Apos um periodo de
incubacao de 2 minutos a temperatura ambiente, a quantificagao foi realizada
através do aparelho. O kit Qubit® dsDNA BR Assay Kit permite leituras que
podem variar de 100 pg/uL até 1.000 ng/uL.

3.5.6.3 Amplificagdo das regiées-alvo

A caracterizagcdo da microbiota intestinal foi realizada pela amplificagao
do dominio V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores (primers) F515 (5'-CACGGTCGKCGGCGCCATT-
3') e R806 (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'). Esses oligonucleotideos
foram modificados para conter uma regido de adaptadores e estdo
demonstrados da tabela 3, permitindo o sequenciamento na plataforma lon PGM
Torrent. Além disso, um dos iniciadores (primer forward) foi marcado com
sequéncias de nucleotideos (barcodes), que permitiram a multiplexacdo de até
16 amostras em uma mesma reagao de sequenciamento, de acordo com a

cobertura desejada (250 mil leituras por amostra).
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Tabela 3. Sequéncia de oligonucleotideos modificados para conter uma regiao de adaptadores para plataforma
lon PGM Torrent.

R806_trP1_rev CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGACTACHVGGGTWTCTA
AT

F515_A_for_BCO01 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC02 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BCO03 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC04 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BCO05 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BCO06 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BCO7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BCO08 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC09 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCTCGAATCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGGTGGTTCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACGGACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGTGTCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAGAGGTCGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

F515_A_for_BC16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGATGACGA
TGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

Para cada par de iniciadores, volumes iguais dos mesmos foram

misturados, obtendo uma solucéo estoque de 10 uM.
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O reagente Platinum® PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen™, EUA) foi
utilizado para a etapa de amplificagdo das regides-alvo. Este reagente contém
uma mistura de DNA polymerase, sais, magnésio e dNTP’s, permitindo uma
rapida e eficiente amplificagao dos produtos.

O DNA extraido de cada aliquota foi diluido para que se pudesse obter a
concentragado de 50 ng em um volume de 4 pL.

Em um tubo de 0.2mL, foram adicionados 45 uL de Platinum® PCR
SuperMix High Fidelity, 4 uL de DNA genémico, além de 1 uL da solugao estoque
de 10 uM de oligonucleotideos iniciadores (primers).

As condi¢des esperadas que ocorreram para a amplificagdo das regides-
alvo do segmento V4 do gene 16S ribossomal, utilizando um termocilador Veriti
(Applied Byosistems) foram:

o Um ciclo de 94°C, para a ativagao da enzima, durante 3 minutos;

. Seguido de 40 ciclos de: desnaturagao 94°C durante 30 segundos,

anelamento 58°C durante 30 segundos e extensdo 60°C durante 1 minuto.

3.5.6.4 Purificacdo dos produtos de PCR

Para a realizagdo da purificagdo da biblioteca, o reagente Agencourt®
AMPure® XP Reagent (Beckman Coulter, EUA) foi utilizado, permitindo uma
remocao eficiente de dNTPs e primers nao ligados a reagao, dimeros de primers,
sais, além de outros contaminantes, a partir da utilizacdo de esferas magnéticas
(beads magnéticas), que atraem os produtos de PCR, separando-os dos outros
materiais.

Em um tubo 1.5 mL, devidamente identificado, foram adicionados 90 uL
do reagente Agencourt® AMPure® XP Reagent, juntamente com 50 pL do
produto de PCR de cada amostra. A mistura foi incubada durante 5 minutos, a
temperatura ambiente, para a ligagdo do DNA as beads magnéticas.

Ao final da incubagao, os tubos foram posicionados em uma estante
magnética DynaMag™-2 Magnet (Invitrogen™, EUA) e incubados novamente
por cerca de 2 minutos, até a solugao apresentar-se limpida. Cuidadosamente,
o sobrenadante foi removido, sem que o sedimento fosse desprendido, e 30 pL
de etanol 70% recém-preparado foi adicionado, e a reagao incubada por 30

segundos. Ao término da incubacéo, o sobrenadante foi removido sem que o
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precipitado (pellet) fosse desprendido e o procedimento de lavagem com etanol
a 70% repetido por mais uma vez.

Toda a solugao de etanol do tubo foi removida e, em seguida, o tubo foi
mantido em estante magnética para que ocorra a secagem das beads, através
de incubacgao a temperatura ambiente durante 5 minutos.

ApOs a incubagao, 20 yL de tampéao TE (tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM)
foram adicionados a cada tubo contendo a amostra e homogeneizado com o
auxilio da pipeta por 5 vezes. O tubo foi posicionado novamente em estante
magnética incubado durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Ao final, o sobrenadante contendo a biblioteca amplificada foi transferido

para um novo tubo, devidamente identificado.

3.5.6.5 Preparo do pool equimolar dos produtos amplificados

Apos a purificacdo dos produtos amplificados, as amostras foram
quantificadas através da utilizagdo do fluorimetro de Qubit® 2.0 da empresa
Invitrogen™ (EUA), utilizando-se o Qubit® dsDNA HS Assay Kit, para determinar
a concentragdao molar (nmol/L) de cada biblioteca.

Em um tubo de 0,5 mL foram adicionados 198 uL da Working Solution
(199 pL de Qubit® dsDNA HS Buffer e 1 uL de Qubit® dsDNA HS Reagent) e 2
ML do DNA e se agitou por vértex durante 2 segundos. Apds um periodo de
incubacao de 2 minutos a temperatura ambiente, a quantificagao foi realizada
através do instrumento. O kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit permite leituras que
podem variar de 0,2ng/uL até 100 ng/uL.

Em seguida, apos quantificagdo, todas as amostras foram diluidas para
conter cerca de 310 milhdes de moléculas/uL, baseando-se no tamanho médio
dos fragmentos gerados. Essa etapa tem o intuito de tornar as amostras
equimolares utilizando a maior concentragao possivel. Apds diluicao de todas as
bibliotecas, elas foram misturadas em volumes iguais (volume total de no minimo

25 JL) para a realizagado da PCR em emulsao.

3.5.6.6 PCR em emulséo, enriquecimento e carregamento do chip
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A etapa de PCR em emulséo foi realizada para que os fragmentos de DNA
possam ser amplificados ao redor das lonSphere™ Particles, antes da
deposicao delas ao chip semicondutor para o sequenciamento.

Esta etapa foi realizada no lon Chef System. Todos os insumos do kit /on
PGM Hi-Q View Chef foram alocados dentro do equipamento, seguindo
protocolo do fabricante. A concentragédo dos fragmentos de DNA, ou seja, o pool
equimolar das bibliotecas amplificadas foi inserido no cartucho de solugdes na
posicao A e/ou B. Os chips de sequenciamento foram inseridos na centrifuga de
chip do equipamento e identificados pela posicdo da centrifuga. O processo,
também chamado de “corrida”, foi planejado e ao término, um dos chips foi
guardado em geladeira dentro do recipiente para chips e o outro foi inserido no

sequenciador, ja inicializado, para o inicio do sequenciamento.

3.5.6.7 Reacdo de sequenciamento

A etapa de sequenciamento foi realizada também no lon Chef System.
Apos o procedimento, todo o volume da reagéo foi inserido em um chip lon 318™
Chip v2 (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo instrugdes do fabricante. Apés
a o carregamento do chip, esse foi inserido no aparelho lon PGM Torrent

(Thermo Fisher Scientific, EUA) para realizagdo do sequenciamento.

3.5.6.8 Processamento de dados, anotagédo e analise estatistica

A analise de bioinformatica do sequenciamento realizada previamente
considerou 97% de similaridade entre as sequencias geradas para estabelecer
a taxonomia, entretanto, ao se agrupar as sequencias por Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTU), ha uma possibilidade de reduzir a precisédo e
a variagao bioldgica. Assim, implementamos uma nova estratégia de analise do
microbioma, o pipeline DADA2 através do software QIIME2 (78). Essa
técnica produz tabelas de alta resolucéo de variantes de sequéncia de amplicons
(amplicon sequence variants - ASVs) ndo unindo sequencias por identidade e
assim, produzindo menos sequéncias espurias. O método DADA2 é mais

sensivel e especifico do que os métodos OTU e foi apresentado em uma
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publicacdo de 2016 e tem sido apontado como o melhor método de analise de
microbioma (79,80).

As anadlises de alfa e beta diversidades foram também conduzidas no
software QIIMEZ2. A diversidade alfa é a diversidade taxonémica dentro de uma
mesma populacdo. Previamente estabelecemos os indices de diversidade alfa:
Shannon, Simpson e Chao1, entretanto, para a nova analise usamos os indices
de Shannon, Faith, Pielou e o nimero de espécies observado. Faith € um dos
poucos indices que levam em consideragao a arvore filogenética do microbioma
das amostras avaliadas e Pielou considera a uniformidade das amostras. De
acordo com Evangelista, Thomaz e Evangelista, a adogéo de varios indices de
diversidade melhora a analise do conjunto de dados, enfatizando tanto a riqueza,
quanto a raridade/dominancia (81).

O indice de Shannon mede o grau de incerteza em prever a que especie
pertencera a um individuo escolhido, ao acaso, de uma amostra com S espécies
e N individuos. Quanto menor o valor do indice de Shannon, menor o grau de
incerteza e, portanto, a diversidade da amostra é baixa. A diversidade tende a

ser mais alta quanto maior o valor do indice. Este indice € calculado por meio da

S
H, = — Z n; Inn;
féormula i=1 , onde ni: frequéncia de cada espécie, para i variando

de 1 a S (Riqueza).

Para a analise da diversidade beta, diversidade taxondbmica entre
populagdes, foi realizada a andlise de coordenadas principais (PCoA), baseada
na matriz de distancia Unifrac ponderado (weighted), que considera a filogenia,
e Bray Curtis, que considera a abundancia relativa dos micro-organismos no

microbioma analisado.

3.6 Desfechos

A proposta primaria foi a modulacdo do microbioma intestinal bacteriano
a fim de descolonizar pacientes colonizados por bactérias multirresistentes com
0 uso do probidtico.

Secundariamente propomos a redugao de infeccdo no TCTH e a

seguranga do consumo de L. plantarum.
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3.7 Analise Estatistica

A coleta e armazenamento dos dados foi feita através do software Airtable
e as analises estatisticas no software R vers&o 3.6 (82,83). Variaveis categoricas
foram descritas como contagens e proporgdes. Variaveis com distribuigao
normal e assimétrica foram descritas como média e desvio padrao, e mediana e
intervalo interquartil, respectivamente. Normalidade foi avaliada através de
inspecéo visual de histogramas e através do teste de Shapiro-Wilk. O teste T de
Student foi usado para comparacgdes de variaveis com distribuicdo normal, e
Wilcoxon para distribuigdes ndo normais. Variaveis categéricas foram
comparadas pelo teste de qui quadrado e teste exato de Fisher. Composicao da
comunidade microbiana foi resumida por propor¢cdo aos diferentes niveis
taxondmicos, incluindo espécie, género, familia, ordem, classe e filo. O teste de
Kruskal-wallis foi usado para explorar diferencas nas métricas de alfa
diversidade. As diferengas na composicdo da comunidade (diversidade beta)
foram avaliadas usando testes ndo paramétricos de Analise de Semelhancas
(ANOSIM). Para determinar as caracteristicas mais provaveis de explicar as
diferengas entre periodos e grupos, empregamos o algoritmo Linear discriminant
analysis Effect Size (LEfSe). Analise de abundéancia diferencial das sequencias
foi realizada usando a Analise de Composi¢cdo de Microbiomas (ANCOM). Foi
utilizado Wilcoxon rank-sum test e Wilcoxon signed rank test, ajustado pela
corregao de Bonferroni, para comparar sequencias entre grupos e periodos de
coletas das amostras e teste exato de Fisher para comparar dados de
descolonizagdo. Para todas as analises a significancia foi determinada como p<
0,05.
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3.8 Fluxogramas do estudo

Fluxograma estudo piloto
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Figura 2. Fluxograma do estudo piloto
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4.0 Resultadoy




4.1. Caracterizagdo da populacéo
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A figura 3 apresenta o diagrama inclusao e exclusao de participantes do
estudo de acordo com Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT).

A tabela 1 apresenta as caracteristicas clinicas dos participantes do estudo.

Admisséao no Triados (n=150)
estudo

Eligiveis (n=55)
- Excluidos (n=9)

A 4

- Desistiram de participar (n=4)

\4

- Ndo recebeu qualquer intervengéo (n=20)

Alocagdo nos grupos (n=42)
Alocado
v
v
Alocado no grupo intervengao (n=22) Alocado no grupo controle (n=20)
- Recebeu intervention (n=22)

v ( Seguimento ] v

A\ J

Intervengdo descontinuada (n=0)

Intervengdo descontinuada (n=0)

[ Analises

| !

J

Analisados (n=22)

N3o houve exclusdo das analises de consumo de L.
plantarum

Entretanto,

Analisados (n=20)
Analise de Microbioma (n=13)

Analises das infeccdo (n=20)

Foram excluidos das analises de Infec¢do por ndo
terem sido submetidos ao TCTH(n=2).

Analise de microbioma (n=20)

Figura 3. Diagrama do fluxo do estudo piloto
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas, demogréficas e do transplante da populagéo estudada

Caracteristicas da amostra In t:rr\;‘epn(:,‘éo cg:t‘rr:::e p
22 20
Diagnéstico
Gamopatias 6 (27%) 6 (30%) 1,00
Linfoma de Hodgkin 3 (14%) 4 (20%) 0,691
Linfoma N3o Hodgkin 7 (32%) 5 (25%) 0,739
Leucemia Linfocitica Aguda 1(0,5%) 2 (10%) 0,608
Leucemia Mieloide Aguda 4 (18%) 2 (10%) 0,608
Leucemia Mieldide Cronica 1(0,5%) 0 1.000
Idade ao TCTH, mediana (min-max) 51 (22-67) 40 (22-70) 0,094
Género masculino 10 (46%) 12 (60%) 0,527
Colonizagdo
Enterococcus resistente a vancomicina 8 (36%) 11 (55%) 0,352
Enterococcus resistente & vancomicina + Acinetobacter baumanni 0 1(0,5%) 0,488
Enterococcus resistente a vancomicina + Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos 5(23%) 5 (25%) 1.000
Enterococcus resistente a vancomicina + Klebsiella pneumoniae resistente a 0347
carbapenémicos + Acinetobacter baumanni 4 (18%) 1(0,5%) !
Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos 2 (0,9%) 1(0,5%) 1.000
Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos + E.coli resistente a carbapenémicos 1(0,5%) 0 1.000
E.coli + Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos 1(0,5%) 0 1.000
Pseudomonas +Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos 0 1(0,5%) 0,488
Acinetobacter baumanni 1(0,5%) 0 1.000
TCTH
Autélogo 16 (73%) 16 (80%) 0,849
Alogénico 4 (18%) 4 (20%) 1.000
Ndo submetido a TCTH 2 (0,9%) 0
Terapia de Condicionamento do TCTH
Mieloablativa 18 (90%) 19(95%)  1.000
Intensidade Reduzida 2 (10%) 1(5%) 1.000
Tempo de hospitalizagdo em dias, média (desvio padrio) 32,2 (£19) 26,8 (£14) 0,762
Autdlogo 30,6 (+21) 22,4 (18)
Alogénico 38,3 (16) 44,3 (+23)
Tempo até enxertia em dias, média (min-max) 9 (4-21) 9 (6-14) 0,667
Toxicidades no TCTH
Diarréia 15 (75%) 19 (95%) 0,815
Diarréia grave (graus Il ou IV) 5 (25%) 1(5%) 0,193
Mucosite 13 (65%) 17 (85%) 0,808
Mucosite grave (graus Ill ou 1V) 8 (40%) 7 (35%) 1.000

' Transplante de Células tronco hematopoiéticas; 2 Nos consideramos apenas pacientes
submetidos ao TCTH; 3 Toxicidades gastrintestinais (mucosite e diarréia) foram mensuradas pelo Commun

Terminology Criteria for Adverse Events 5.0 version (CTCAE)
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4.2. Colonizagdo por BMR

Todos os pacientes incluidos no estudo eram colonizados por BMR. Na
avaliacdo antes do TCTH (mediana de 6 dias, intervalo interquartil de 7 dias),
trés (15%) dos 20 pacientes do grupo controle continuaram colonizados por ERV.
No grupo intervencao, seis (27%) dos 22 pacientes mantiveram a colonizagao.
Desses Ultimos, trés eram colonizados por ERV e os outros trés por
Enterobactérias resistentes a carbapenémicos e a mediana de consumo de L.
plantarum deles foi de 17 dias (Intervalo interquartil [IIQ] de 7) e 47 dias (11Q 36),
respectivamente. A mediana de dias entre o inicio do L. plantarum e a avaliagao
da descolonizacéao foi de 19 dias (11Q 47). Independentemente da intervengao,
ambos os grupos tiveram uma redugdo na colonizagdo por BMR durante o
periodo. Nado houve nova colonizagdo por outros BMR durante o periodo de
acompanhamento em ambos 0s grupos.

Apoés a retirada de L. plantarum, durante o periodo da neutropenia do
TCTH, notamos um aumento da identificagdo de colonizagdo com presencga de
genes de resisténcias de semelhante forma para ambos os grupos avaliados
(tabela 5).

Nao foi isolado nenhum Acinetobacter baumanni durante a pesquisa e 0s
dois unicos isolados de Pseudomonas aeruginosa foram de dois pacientes
submetidos ao TCTH alogénico em uma terceira readmissdo na enfermaria por
complicagdes pés TCTH. Ambos os isolados de Pseudomonas aeruginosa

apresentaram blaivp.

Tabela 5. Colonizagao por bactéria multirresistente a antimicrobianos dos pacientes incluidos no
estudo por grupo de alocacdo, previamente a inclusédo e apos a retirada do L.plantarum, durante a
neutropenia do transplante de células-tronco hematopoiéticas.

Colonizagao prévia Colonizagao durante neutropenia do TCTH
Paci- Grupo ERV KPC Aci- Pseudo- Entero- Klebsiella Acineto- Pseudo- E.coli
ente neto monas coccus bacter monas
1 Gl 1 0 0 0 0 0 0 0 NA
2 Gl 1 1 0 0 Nao realizou TCTH
3 Gl 0 1 0 0 NA NA NA NA NA
4 Gl 1 1 1 0 NA blakpc 0 0 NA
5 Gl 0 1 0 0 0 NA 0 0 NA
6 Gl 1 0 0 NA 0 0 NA
7 Gl 1 0 0 NA 0 0 NA

Continua
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Continuagao

Colonizagao prévia Colonizagao durante neutropenia do TCTH
Paci- Grupo ERV KPC Aci- Pseudo- Entero- Klebsiella Acineto- Pseudo- E.coli
ente neto monas coccus bacter monas

8 Gl 1 0 0 0 NA NA NA NA NA
9 Gl 1 1 1 0 NA NA NA NA NA
10 Gl 1 1 1 0 0 0 NA 0 NA
1 Gl 1 1 0 0 vanA 0 NA NA NA
12 Gl 1 1 0 0 0 0 NA 0 NA
13 Gl 1 0 1 0 0 0 NA 0 NA
14 Gl 1 1 0 0 0 blakpc 0 0 0
15 Gl 0 1 0 1 0 0 0 0 0
16 Gl 1 1 1 0 0 0 0 0 0
17 Gl 1 0 0 0 0 blakpc 0 0 0
18 Gl 0 0 1 0 0 0 0 0 0
19 Gl 1 1 0 0 0 0 0 0 0
20 Gl 1 1 0 0 0 0 0 0 0
21 Gl 0 1 0 0 0 ESBL 0 0 0

(blatem,

blasuv)
22 Gl 1 0 0 0 0 0 0 0 0
23 GC 1 0 0 0 NA 0 0 0
24 GC 1 0 0 0 NA 0 0 0 NA
25 GC 1 0 0 0 0 0 0 0 NA
26 GC 1 1 0 0 1* 1* 0 NA NA
27 GC 1 0 0 0 NA 0 NA NA
28 GC 1 0 1 0 1* 0 NA 0 NA
29 GC 0 1 0 0 NA NA NA NA NA
30 GC 1 0 0 0 0 0 0 0 ESBL

(blacTxm-2)
31 GC 1 1 0 0 1* 1* NA 0 NA
32 GC 1 0 0 0 0 0 NA 0 NA
33 GC 1 0 0 0 0 0 NA 0 NA
34 GC 1 0 0 0 vanA blakpc 0 0 0
35 GC 1 1 0 0 0 0 NA NA NA
36 GC 0 1 0 0 0 0 0 0 0
37 GC 1 0 0 0 0 0 0 ESBL
(blacTxm-2)

38 GC 1 0 0 0 0 ESBL 0 0 0

(blatewm)
39 GC 1 0 0 0 0 blakpc 0 0 0
40 GC 1 1 0 0 0 0 0 0 0
41 GC 1 0 0 0 0 0 0 0 0
42 GC 1 1 0 0 0 ESBL 0 0 0

(blatem,

blasuv)

1=Sim; 0= Nao; Gl = Grupo intervengéo; GC= Grupo controle; NA = ndo avaliado; 1* = amostra
avaliada pelo laboratério central do HCFMUSP por agar diluicdo, sem analise de PCR; ESBL =

Beta-lactamases de espectro estendido (do inglés, extended-spectrum beta-lactamases).
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4.3. Infeccbes

Neutropenia febril ocorreu em 16/20 (80%) dos pacientes no grupo
controle e 10/20 (52,6%) no grupo intervencgéo (p=0.14). No grupo intervencgao,
sete pacientes desenvolveram ICSADBM. Em comparagao, no grupo controle
ocorreram duas ICSADBM e duas ICS relacionada ao cateter (p=0.42). No grupo
intervencgao, cinco pacientes tiveram infec¢ao por Klebsiella pneumonia, um dos
quais era resistente a colistina e outro era Klebsiella pneumonia BMR. Trés dos
cinco pacientes do grupo intervengdo que desenvolveram ICSADBM por
Klebsiella pneumonia tinham sido colonizados por Klebsiella pneumonia
resistente a carbapenémicos. A paciente que desenvolveu ICS por Klebsiella
pneumonia BMR evoluiu a 6bito. Esta paciente apresentou menor adesao ao uso

de L. plantarum (66%). Os agentes das infec¢des sdo descritos na tabela 6.

Tabela 6. Detalhamento das infecgbes de corrente sanguinea ocorridas nos pacientes submetidos
ao transplante de células tronco hematopoiético.

Grupo Grupo

Intervengdo controle P
(n=20) (n=20)
Numero de infecgdes 7 (35%) 4 (20%) 0.3008
Ics? 0 2 (10%) 0.4872
Dias entre DO do TCTH e a ICS (média) 5(%3) 8(%3)
ICS durante neutropenia 5 4
ICS durante o uso de L. plantarum 2* -
Dias sem L. plantarum (média) 1(+2) -
Agentes
ICS-cvC?
Capnocytophaga sp 0 1 (5%)
Staphylococcus epidermidis 0 1 (5%)
ICSADBM3 7 (35%) 2 (10%) 0.0648
Klebsiella pneumonia BMR 1(5%) 0
Klebsiella pneumonia 2 (10%) 0
Enterobacter cloacae complex e Klebsiella pneumonia 1(5%) 0
Klebsiella pneumonia e Streptococcus oralis 1 (5%) 0
Escherichia coli 2 (10%) 1 (5%)
Escherichia coli e Streptococcus viridans 0 1 (5%)
Mesmo agente da colonizag¢do previa 3 (15%) 0

1nfecgdo de corrente sanguinea (ICS); 2 Infecgdo de corrente sanguinea relacionada ao acesso
central (ICS-CVC); 3Infecgdo de corrente sanguinea associada ao dano de barreira mucosa (ICSADBM);

*ambos agentes Klebsiella pneumonia.
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Dois pacientes que apresentaram infeccdo antes da retirada do L.
plantarum (um deles um dia antes e o outro dois dias antes) provavelmente
tiveram a adesao reduzida na ultima semana antes da neutropenia devido a

terapia de condicionamento que pode induzir a nauseas e vomitos.

4.4. Clonalidade

Dentre os isolados de Klebsiella pneumoniae (Figura 4) seis clusters
diferentes foram observados. Nao houve perfil clonal entre pacientes e os clones
observados eram de isolados do mesmo paciente ao longo da internagao do
TCTH. O mesmo foi visto entre os isolados de E.coli. Na analise do dendrograma
dos isolados de E.coli (Figura 5), foram incluidos também isolados provenientes
de outros pacientes hospitalizados na enfermaria no periodo de

acompanhamento deste estudo.
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4.5. Analise da quantidade de L. plantarum nas capsulas

A analise das capsulas de L. plantarum através de NGS mostrou
abundancia de Lactobacillaceae. Quando comparado a sequéncia (através de
ASV) mais abundante das amostras com o GenBank (mantido pelo National
Center for Biotechnology Information - NCBI)(84), encontramos 99% de
identidade com L. plantarum. Além disso, a avaliacido por espectrometria de
massa mostrou correspondéncia com L. plantarum (score 2.175). Entretanto, a
contagem das UFC demonstrou um déficit em relagdo a quantidade sperada por
capsula. A quantidade esperada era de 5x10°UFC/capsula e a encontrada foi
6x108 £3.45 x10 UFC. Como consequéncia, nés ajustamos a orientagéo para o

paciente consumir duas capsulas de L. plantarum duas vezes ao dia.

4.6. Adeséo ao uso de L. plantarum

A adesédo ao uso de L. plantarum foi de 89% (x10%) por 46 (+ 29) dias.
Sintomas como flatuléncia leve (grau 1 pelo CTCAE) ou moderada (grau 2) foram
reportadas por trés individuos. Dos 16 pacientes que reportaram fezes do tipo 3
pela escala de Bristol antes do consumo de L. plantarum, somente um
permaneceu com tipo 3 apds a intervengdo, enquanto os outros 15
subsequentemente relataram fezes do tipo 4. Um paciente referiu fezes do tipo
2 antes, outro referiu tipo 5 e quatro relataram tipo 4, todos eles apds a

intervencao referiram fezes do tipo 4.

4.7. Microbioma

Os dados gerados dos sequenciamentos de microbioma foram
depositados no NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine) sob o numero de Bioproject PRINA724885.

Conforme descrito na metodologia, estabelecemos uma nova analise de
bioinformatica, através do pipeline DADAZ2.

O resultado dessa analise foi um aumento da riqueza (numero de taxons
distintos detectados por amostra) e o numero de sequencias por amostra
identificadas, que pode ser visualizado no grafico de rarefagéo (Figura 6). Houve

um incremento em cerca de 150 espécies observadas. Outra ferramenta
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importante que foi utilizada foi a implantagdo do método de machine learning no
DADA2 que “aprende” com as diferentes taxas de erro do conjunto de
sequencias geradas e infere a verdadeira composi¢gdo da amostra. A figura 7 traz
as taxas de erro para cada transigdo possivel (Adenina — Citosina, Adenina

—Guanina,...) nos nucleotideos sequenciados.

Figura 7. Taxas de erro para cada transi¢do possivel nos nucleotideos sequenciados.
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Os pontos equivalem as taxas de erro observadas para cada pontuagao de qualidade de consenso. A

linha preta mostra as taxas de erro estimadas apds a convergéncia do algoritmo de aprendizado de maquina. A
linha vermelha mostra as taxas de erro esperadas sob a definigdo nominal do Q-score. Aqui, as taxas de erro
estimadas (linha preta) sdo um bom ajuste para as taxas observadas (pontos), e as taxas de erro caem com o

aumento da qualidade, conforme esperado. Adenina(A), Guanina(G), Cistosina (C), Timina (T), Uracila(U).
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As amostras de fezes foram coletadas periodicamente entre os
participantes do grupo controle (baseline n=13 e enxertia n=10) e entre os do
grupo intervengao (baseline n=23, segunda semana de consumo de L. plantarum
n= 22, na semana da neutropenia n=11, uma semana antes da infeccdo n=4 e
na enxertia n=10). Entretanto, nem todos os pacientes coletaram as amostras
solicitadas em todos os periodos. Assim, amostras de 33 pacientes foram
sequenciadas: 20 do grupo intervencédo e 13 do grupo controle, totalizando 93
amostras. No geral foram obtidas 12.545.745 reads com uma média de 134.900

reads por amostra.
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Figura 8. .Alteracdo na diversidade alfa por ASV observado, Shannon, Simpson e indice de
uniformidade de Pielou entre os pacientes de TCTH entre os periodos por grupos. Os indices de diversidade
alfa foram testados para diferengas usando o teste de soma de postos de Wilcoxon (* p <0,05; ** p <0,01).
A linha continua representa a mediana e a regido sombreada os percentis 25 e 75.
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No geral, houve reducao da diversidade alfa (ASVs observados, Shannon
e Simpson) para os pacientes entre os periodos, independente do uso de L.
plantarum, com valores significativos principalmente entre o baseline e a
segunda semana de L. plantarum versus neutropenia e enxertia (Wilcoxon p
<0,05 e p <0,01) (Figura 8). Além disso, podemos ver uma intensa variabilidade
intraindividual na diversidade alfa entre os periodos avaliados. A diversidade alfa
por Faith diminuiu entre o baseline e a enxertia em ambos os grupos (Gl p =
0,0026; GC p = 0,018). Nao houve diferenga significativa entre baseline e a
diversidade alfa da segunda semana por Faith (p = 0,80), uniformidade de Pielou
(p = 0,83) e Shannon (p = 0,89) apos a intervencgao (Figura 9).
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Figura 9. Diversidade alfa por Faith PD e Pielou evenness.

Ao analisarmos a composigao tanto do Gl quanto do GC, observamos que
houve alteracao significativa em seu bacterioma, qualitativa e quantitativamente,
entre o baseline e a enxertia (ANOSIM - bray, unifrac ponderado e néao

ponderado p <0,05) (Figura 10). Por outro lado, quando a composigao bacteriana
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de ambos os grupos foi comparada nesses dois pontos, ndo foram encontradas
diferencas significativas (Gl x GC na linha de base - ANOSIM unifrac P = 0,409,
R =0,007; bray P = 0,181, R = 0,057; wunifrac P = 0,37, R = 0,01); (Gl x GC na
enxertia - ANOSIM unifrac P = 0,868, R = -0,056; bray P = 0,569, R = -0,022;
wunifrac P = 0,837, R = -0,057). Esses dados indicam que ambos os grupos
tinham composi¢des bacterianas semelhantes no baseline e que as alteragdes
observadas na enxertia foram independentes do uso de L. plantarum e
possivelmente relacionadas ao tratamento geral e aos procedimentos

associados ao TCTH.
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Figura 10.Medidas de diversidade beta de amostras de fezes dos grupos intervengéo(lG) e
controle(CG) (ANOSIM p <0,05 foi considerado significativo) no baseline e na enxertia.
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Grupo controle Grupo intervengao
B Actinobacteria M Bacteroidetes M Firmicutes 2% =
8%

Fusobacteria H Proteobacteria M Tenericutes ’ 17%
B Verrucomicrobia B Outros 6% St
——

5%

I Baseline Segunda Neutropenia  Antes infec Enxertia

Baseline Neutropenia Enxertia semana

Figura 11. Abundancia relativa dos filos no microbioma em amostras de fezes em diferentes periodos de coleta do transplante de
células tronco hematopoiéticas.

No baseline pelo menos 50,9% das bactérias eram predominantemente
dos filos Bacteroidetes, seguidos por Firmicutes (38,3%) e Proteobacteria
(4,5%). Esses filos ainda eram predominantes na enxertia para Gl e GC.

As Proteobactérias aumentaram em ambos os grupos entre o baseline e
a enxertia (p = 0,009), sem diferengas significativas entre os grupos (p = 0,41).
A deteccao dos filos Firmicutes e Bacteroidetes foi comparavel no Gl e GC no
inicio do estudo (p=0,18 e p=0,72, respectivamente) e apds a enxertia (p=0,50 e
p=0,14, respectivamente) (Figura 11).

Amostras de fezes de quatro pacientes que desenvolveram infec¢ao
foram coletadas uma semana antes da infecgado ocorrer. Ao sequenciamento,
um paciente que apresentou como agente infeccioso Klebsiella pneumonia
apresentou uma semana antes da infec¢do uma dominagao do microbioma por
Enterobacteriaceae (abundéancia relativa maior ou igual a 30%). Dois outros
pacientes tiveram aumento do género Bacteroides, um deles apresentou ICS por
E.coli ESBL e outro por Klebsiella pneumonia BMR. O quarto pacientes tinha um
aumento no género Bacteroides e na familia Ruminococcaceae e posteriormente
ICS por Enterobacter cloacae complex e por Klebsiella pneumonia sensivel a

antimicrobianos.
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A ANCOM identificou o género Weissella (pertencente ao filo Firmicutes)
como um diferencial na composi¢cdo da abundancia média microbiana dos taxons
entre amostras dos grupos controle e intervencédo. A ANCOM foi aplicada a todas

as amostras, independente do grupo ou periodo do TCTH.
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Figura 12. Presenca de Lactobacillus ao longo do estudo entre
amostras de fezes de participantes do grupo intervengao.

O consumo de L. plantarum foi associado ao aumento da presencga de
Lactobacillales (p = 0,004) na segunda semana. A presenca de Lactobacillus foi
avaliada nos diferentes periodos para o Gl, e ndo foram observadas diferencas
significativas, variando de 0 a apenas 0,09% (Figura 12).

As diferencgas entre o baseline e a segunda semana medidas por LefSe
com valor alfa para o teste fatorial Kruskal-Wallis p <0,05 e LDA 2,0, mostraram
aumento de Lactococcus, com diminuicado de Turicibacter (Figura 13). A familia
Lactobacillaceae também foi identificada como diferentemente abundante
quando o valor alfa do teste de Kruskal-Wallis foi de p<0,01 e o LDA de 2,0. Ja
o escore LDA>3,0 ndo apresentou caracteristicas diferenciais com significancia

estatistica (Figura 14).
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Figura 13. Abundéncia relativa de Turicibacter, Lactococcus,Lactobacillaceae, Lactobacillales
entre o baseline e a segunda semana de consumo de Lactobacillus plantarum..
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Figura 14. Os biomarcadores potenciais foram definidos pelo tamanho do efeito da analise discriminante linear
(LefSe). (A) Cladograma para representagéo taxonémica de diferengas significativas entre o baseline e a segunda semana
do consumo de L. plantarum. (B) LefSe demonstrando aumento da abundancia da familia Lactobacillaceae apdés duas
semanas de L. plantarum (C) Histograma da pontuagdo da analise discriminante linear (LDA) para caracteristicas
diferencialmente abundantes entre o baseline e a segunda semana (p <0,05 e pontuagdo LDA> 2 foram considerados
significativos e sdo mostrados aqui com notagdo para sua taxonomia correspondente [g = género, f = familia, o = ordem]).
(D) Mapa de calor (heatmap) da abundéancia relativa de bactérias da ordem de Lactobacillales de pacientes nos grupos de
intervengdo e controle (*) entre os periodos avaliados.
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Embora nenhuma bactéria com abundancia diferencial tenha sido
identificada entre Gl e GC, ambos os grupos apresentaram uma diminuigdo na
presenca de Roseburia e Coprococcus, quando o baseline e a enxertia foram

comparados (Figura 15).
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Figura 15. Biomarcadores potenciais foram definidos pelo tamanho do efeito da analise discriminante linear (LefSe) entre
os periodos de baseline e enxertia. (A) LefSe demonstrando diminuigdo na presenga de Roseburia e Coprococcus no periodo de
enxertia em comparagdo com o baseline. (B) Histograma da analise discriminante linear (LDA) para caracteristicas
diferencialmente abundantes entre o baseline e a enxertia (p <0,05 e a pontuagdo LDA> 4 foram considerados significativos).

Nos periodos avaliados, tanto o Gl quanto o GC apresentaram aumento
de Enterobacteriaceae (p = 0,00046), principalmente por Enterococcus (p =
0,0041) (Figura 16). Este taxon é responsavel pelo maior numero de infecgdes
no Gl. A analise da amostra pareada (n = 10), considerando os pacientes com
fezes coletadas nos dois periodos (baseline e enxertia), ndo evidenciou
diferencas significativas na abundéncia de Enterococcus (p = 0,16),
provavelmente devido a suspensao do L. plantarum na neutropenia. Nenhuma
diferengca foi observada quando as amostras do baseline (n=23) foram

comparadas com as amostras da semana anterior de infec¢ao (n=4) (p= 0,11).
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Figura 16. Abundéancia relativa do género Enterococcus no microbioma entre 0s grupos

interveng&o e controle durante o transplante de células tronco hematopoieticas.

4.8. Caracteristicas Nutricionais

Tabela 7. Classificacao do Estado Nutricional dos participantes no estudo do
grupo controle e intervengdo. HCFMUSP, 2017-2020.

Grupo Grupo
Intervengao % Controle % total
Classificagdo do Estado Nutricional* N=22 N=20
Baixo peso 0 0% 1 2% 1
Eutrofia 8 19% 6 14% 14
Sobrepeso 7 17% 7 17% 14
Obesidade 7 17% 6 14% 13

*Classificagdo de acordo com a idade (OMS/OPAS).
Todos os pacientes avaliados previamente ao TCTH pela ASGPPP

tiveram a classificagao de bem nutrido.

A abundancia
Bacteroidetes e Firmicutes ao longo dos periodos estudados sao apresentados
na figura 17 (grupo controle) e na figura 18 (grupo intervenc&o) nao tendo sido
encontrado diferencas significativas entre eles e o estado nutricional dos

individuos. Da mesma forma, ndo foi encontrada diferengas significativas entre

géneros e espeécies e o estado nutricional por LefSe.

relativa entre os filos bacterianos Proteobacteria,
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Figura 17. Abundancia relativa dos filos bacterianos Proteobacteria, Bacteroidetes e
Firmicutes por individuo do grupo controle (cada cor de esfera representa um individuo), por
periodos de acompanhamento e por estado nutricional.
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No presente estudo, ndo observamos uma redugdo significativa na
colonizagdo ou infeccdo por BMR apds a ingestdo de L. plantarum em
comparagao com o grupo controle. No entanto, todas as infec¢gdes no grupo de
intervencao foram ICSADBM, com a maioria delas ocorrendo durante a
neutropenia e apos a interrupcédo do uso de L. plantarum. Destaca-se que L.
plantarum foi seguro e toleravel antes da neutropenia em todos os adultos e
idosos submetidos ao TCTH e que pode reduzir, potencialmente, os niveis fecais
do género Enterococcus em candidatos a TCTH. Houve diminui¢cao da presencga
de Roseburia e Coprococcus em ambos 0s grupos no periodo de enxertia
relacionado aos procedimentos do TCTH. Nenhum dos pacientes no grupo de
intervengao teve ICS ou eventos adversos graves.

Embora a abundancia de Enterococcus tenha sido maior no GC, ndo
houve diferencga significativa entre os grupos, provavelmente devido a cessacao
de L. plantarum na neutropenia. Um estudo prévio observou que o aumento de
Enterococcus no microbioma no periodo da enxertia esta associado a ICS
durante o TCTH (19).

Nao foram identificados diferencas na abundancia dos taxons entre os
periodos avaliados, exceto para Lactococcus e Turicibacter na segunda semana
de uso de L. plantarum no grupo intervencdo. Esses achados, embora
estatisticamente significativos, provavelmente ndo sdo biologicamente
relevantes devido a baixa frequéncia de ambos os taxons e porque essa
mudanga n&o foi estavel ao longo dos periodos avaliados. Essas modificagdes
podem ser explicadas pela variabilidade intraindividual do microbioma e outros
fatores de confusao nao avaliados aqui. No entanto, o aumento de Lactococcus
pode ser digno de nota, pois esse género expressa um peptideo antimicrobiano
envolvido na homeostase intestinal humana e pode reduzir a colonizacdo de
ERV pela produgao de lantibiéticos (85,86). Kim et al. demonstraram em modelo
animal e em amostras de fezes de pacientes de TCTH alogénicos que alta
abundancia de lantibidticos correspondia a baixa abundancia de E. faecium e
inibicdo de ERV. No entanto, os pesquisadores ndo conseguiram colonizar a
microbiota dos ratos com Lactococcus (86).

Além disso, nao foram observadas diferencas no consumo de L.
plantarum nas amostras de fezes, independente do uso de L. plantarum. Isso é

esperado, uma vez que a colonizacdo e alteracbes no microbioma
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gastrointestinal devido ao uso de probidticos tém sido descritas como
extremamente variaveis entre os individuos, dependentes da microbiota
preexistente e relacionada ao hospedeiro (87). Encontramos uma reducgao de
Roseburia e Coprococcus entre as amostras de enxertia, independente do grupo
avaliado. Tal condigao tem sido relacionada com DECH devido a privagao de
butirato (88).

A comparacao entre os valores de diversidade alfa do baseline e da
segunda semana pos-ingestdo nao foi significativa, provavelmente porque
alguns pacientes (n = 5) ja haviam se submetido a terapia de condicionamento
de TCTH nessa época, possivelmente reduzindo a diversidade nessas amostras.

A reducao da uniformidade das espécies observadas entre o baseline e a
semana antes da infecgao pode ser sido ocasionada pela dominancia de micro-
organismos patogénicos. A comparacdo da abundéncia da familia
Enterococcaceae (responsavel pelo maior numero de infecgbes nos pacientes
do grupo intervengao) entre baseline e as amostras da semana anterior da
infeccdo foi significativo, mostrando o impacto da alteragdo do microbioma
intestinal e o risco de infecgéo.

Sem duvida, o desequilibrio microbiano intestinal contribui para a
ocorréncia de infecgdes. A redugao dos valores de uniformidade de Pielou pode
confirmar a dominancia da espécie nas amostras antes da infecgéo. Ao longo do
periodo de TCTH, houve reducéo da diversidade alfa no microbioma intestinal,
conforme mostrado anteriormente por Taur et al. (19). Curiosamente, houve uma
reducao da uniformidade das espécies observada entre o baseline e a enxertia
em ambos os grupos ligeiramente menor no grupo controle do que no grupo
intervencgao.

Ainda que o uso de L. plantarum tenha sido interrompido no periodo de
neutropenia, foi possivel notar diferengas nos filos entre os grupos controle e
intervencao na enxertia. No momento da enxertia, houve uma correlacao na
diversidade beta entre as amostras, indicando uma composicao de microbioma
semelhante entre diferentes individuos.

Um aumento no filo Proteobacteria tem sido descrito como uma possivel
assinatura microbiana de doengas (89) e foi associado a ICS por BGN em TCTH

quando era o taxon mais abundante (19). Somado a isso, estudos observaram
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que o aumento do género Enterococcus no microbioma esta associado a
infeccdo de corrente sanguinea nos pacientes TCTH (19).

A familia Enterobacteriaceae, principalmente Klebsiella pneumonia, foi
responsavel pelo maior numero de infec¢gdes em pacientes do grupo intervencao.
Nés observamos uma dominacao intestinal por Enterobacteriaceae em apenas
um paciente que desenvolveu ICS. O grupo intervengéo desenvolveu ICSADBM
no periodo de neutropenia apés o L. plantarum ser descontinuado e nas
amostras desses individuos n&o encontramos membros da ordem
Lactobacillales. Essas mudancas podem ser devido a interacbes entre L.
plantarum, outros micro-organismos e metabdlitos (90).

No presente estudo, tanto o grupo intervengéo, quanto o grupo controle,
apresentaram diminuigao da proporcéo de BMR antes do TCTH. Possivelmente
decorrente do uso prévio de antimicrobianos pelos tratamentos anteriores ao
TCTH ou a descolonizagdo esponténea. Heidenreich et al. (91) avaliaram
pacientes colonizados por BMR ap6s TCTH alogénico e os BMR tornaram-se
indetectaveis apds um tempo médio de seis meses.

E interessante notar que houve uma diferenca na colonizagdo entre a
semana que antecedeu TCTH e a semana prévia a enxertia. Houve um aumento
da positividade de BMR e genes de resisténcia principalmente entre os
participantes do grupo controle (de trés para 11 BMR). Um estudo de 2019 (92)
mostrou que o resistoma de criancas italianas candidatas ao TCTH possui uma
estrutura diferente daquele de individuos saudaveis, possivelmente moldada
pela exposicao prolongada a ambientes de saude e sendo enriquecida em genes
que fornecem resisténcia a macrolideos. Quando foram submetidas ao TCTH,
aquelas que apresentaram aquisicdo de novos genes de resisténcia no
microbioma intestinal, somado aos genes de resisténcia ja presentes
previamente ao TCTH, desenvolveram DECH aguda (92).

Diferentemente de surtos e de disseminagao de colonizagao por BMR (93)
em unidades de saude, neste estudo ndo foram encontrados perfis clonais entre
os isolados de colonizagdo dos pacientes estudados. Os clones encontrados
pertenceram ao mesmo individuo.

Estudos tem demonstrado uma maior abundancia de genes de resisténcia
em individuos obesos quando comparados aos eutroéficos, tanto entre criancas

(94) quanto entre adultos (95). E conhecido que a estrutura do microbioma
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intestinal de individuos obesos € diferente dos eutréficos pela maior abundancia
Proteobacterias, de Firmicutes e ainda de Enterobacteriaceae, € menor
abundancia de Bacteroidetes, correlacionando-se com disbiose (95,96).
Entretanto, neste estudo ndo foi encontrada diferenca entre filos e abundancia
relativa de géneros e espécies bacterianas nos microbiomas avaliados no
baseline. Possivelmente o microbioma de individuos obesos em tratamento
oncolégico é distinto daquele encontrado nos obesos saudaveis.

Este estudo tem limitagbes. A dose de L. plantarum nas capsulas foi
menor do que o esperado e, embora tenham sido feitos ajustes em sua
administragdo, ndo podemos garantir que a quantidade de L. plantarum ingerida
foi de 5x10°UFC. A duracéo do consumo de L. plantarum pelos pacientes variou
de acordo com a disponibilidade do paciente e condicio clinica para admissao
ao TCTH. Nao houve randomizagao dos participantes entre os grupos, o que
pode gerar vieses na analise dos dados. O tamanho da amostra de individuos
foi pequeno e nao controlada por caracteristicas clinicas que potencialmente
poderiam influenciar os resultados. No entanto, ndo houve diferencas
estatisticas relevantes nas mais importantes variaveis clinicas entre os dois
grupos. A dificuldade em aumentar o numero de pacientes recrutados é
multifatorial e esta relacionado principalmente a falta de vagas hospitalares para
TCTH e dificuldades na obtencdo de material biolégico para andlise do
microbioma. No grupo de interveng¢ao, nem todos os pacientes coletaram fezes
semanalmente para analise do microbioma, por vezes, devido a diarreia, que é

um sintoma bastante comum no TCTH.
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Conclusdio
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Houve uma modulagcdo do microbioma no grupo intervencao (L.
plantarum) com redugdo de Enterecoccus e melhor diversidade alfa.
Embora o L. plantarum possa ter potencial para reduzir os niveis fecais
do género Enterococcus, ndao apresentou nenhum beneficio adicional na

descolonizacado por BMR em candidatos a TCTH.

Houve diminuicdo da presenca de Roseburia e Coprococcus em ambos
0s grupos no periodo de enxertia relacionado aos procedimentos do
TCTH.

A ingestdo de capsulas de L. plantarum foi segura e toleravel em
pacientes de TCTH.

Nao foi encontrado perfil clonal entre os isolados das colonizagdes dos

participantes da pesquisa.
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8.2Anexo B

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Impacto do uso de Lactobacillus plantarum na
colonizagao, na infec¢ao por bactérias multirresistentes e no microbioma
de pacientes submetidos a Transplante de Células Tronco

Hematopoiéticas.

Pesquisador principal — Nutricionista Bruna Del Guerra de C. Moraes;
Orientador — Prof? Dra. Silvia Figueiredo Costa — médica infectologista;
Departamento/Instituto — Departamento de Infectologia do Instituto Central do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Convidamos o(a) Sr(a) para participar desta pesquisa cujo objetivo € verificar se
o0 consumo do probidtico Lactobacillus plantarum auxilia na alteracdo das
bactérias intestinais benéficas a saude para reduzir riscos de infeccédo e
colonizacao por bactérias comensais durante e apés o Transplante de Células

Tronco Hematopoiéticas (TCTH).

Justificativa e objetivos do estudo — Durante o transplante (TCTH) ha um
aumento do risco de infecgdes por algumas bactérias. No nosso organismo ha
diversas bactérias que vivem pelas condi¢gdes propicias que nosso organismo
oferece, mas também trazem beneficios a nossa saude. Um grande numero
delas se encontra no nosso intestino onde ha diversas espécies e grupos
(cepas). Essas bactérias tem sua quantidade e agao controlada por outras, como
os Lactobacillus. O conjunto das bactérias do nosso intestino, suas interagdes
com 0 nosso organismo, incluindo genéticas, € chamado de Microbioma. Essas
bactérias intestinais sdo afetadas por diversas situacdes como a alimentacgao, o

uso de antibiéticos e de quimioterapicos. Tais alteracoes podem ser o aumento



Pagina | 100

em numero de algumas batérias, ou seja, uma colonizagdo do organismo, que
pode proporcionar alteragdes genéticas que as tornem resistentes a antibioticos
e gerar infecgbes no hospedeiro.

Uma das formas de adequarmos a quantidade de bactérias intestinais é
consumindo certas cepas (grupos) de bactérias que sao bem estudadas, vivem
em intestinos saudaveis e sdo benéficas por manter o equilibrio da microbiota.
Uma dessas cepas é o Lactobacillus, que denominamos de probidtico por passar
pelo trato gastrintestinal e chegar vivo no intestino trazendo beneficios a saude
do consumidor. Os Lactobacillus ja sdo usados na pratica clinica em pacientes
transplantados de medula éssea e com outras doencas que precisam melhorar
a flora do intestino.

A melhora da flora intestinal com o consumo de probidticos esta relacionada a
melhora da imunidade, a inibicdo de bactérias indesejadas no intestino e o
aumento da digestao de lactose.

Assim, o estudo ira verificar a quantidade e a variedade de bactérias no intestino
pré-transplante e apds a ingestao de Lactobacillus, bem como avaliar se o
consumo de Lactobacillus podera controlar e prevenir infecgdes pela alteragao
das bactérias intestinais.

Procedimentos que serao realizados e métodos que serdao empregados — A
analise de colonizacao pré transplante sera feita partir da coleta de material por
uma haste longa com um algodao na extremidade, material chamado de SWAB,
das regides inguinal e retal. Para a analise do microbioma, sera coletada uma
amostra de fezes em frasco especifico contendo solugdo de guanidina para
preservar o DNA das bactérias do intestino. Apds a coleta, o frasco deve ser
congelado e entregue para o pesquisador principal deste estudo.

Ap0ds a primeira coleta de fezes, sera ofertado o probidtico por um periodo
de um més. Durante esse periodo, sera necessario coletar amostras de fezes
semanalmente (uma vez na semana). A amostra de fezes devera ser coletada
em frasco especifico entregue pela pesquisadora desse estudo. A amostra deve
ser coletada tomando-se cautela para ndo desprezar o conteudo (solugao de
guanidina). Logo apds a coleta, o frasco deve ser congelado e no dia da entrega
para o pesquisador principal, acondicionar em bolsa térmica para manter a

temperatura. Caso o Sr(a) apresente alguma infecgdo ou colonizagdo por
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bactéria resistente a antibiéticos uma nova amostra por swab retal sera coletada
para realizagdo de uma analise em laboratorio (analise chamada de PCR ou
reagcao em cadeia da polimerase) para avaliar os genes da bactéria responsavel
pela infecgao.

Havera uma consulta detalhada com a nutricionista pesquisadora para
coletar dados de habitos alimentares e intestinais logo que aceitar participar do
estudo. Apds essa consulta inicial com a nutricionista e tendo aceitado participar
do estudo, o Sr.(a) sera encaminhado para a farmacia do transplante para retirar

o Lactobacillus.

Possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagao na pesquisa
— Nao ha riscos com o consumo do placebo. Algumas pessoas podem
apresentar gases ou desconforto estomacal apds o uso do Lactobacillus.

O Lactobacillus tem risco de causar infeccbes em pacientes com inflamagao da
boca e ou intestino (mucosite ou doenga do enxerto versus hospedeiro do
intestino) durante o periodo de neutropenia (contagem baixa de um tipo de
glébulo branco responsavel pela “defesa” do organismo) devido a bactérias vivas
que ultrapassam a barreira de defesa do trato gastrintestinal. Portanto, pacientes
que apresentam mucosite (inflamagao da boca e ou do intestino) e diarreia ndo
receberao o Lactobacillus enquanto apresentarem sintomas, dor na boca, dor na
barriga e diarreia, que aumentem o risco de infec¢do. Estas infecgbes podem ser
graves, acometer apenas um o6rgao ou difundir pelo sangue. Contudo, raros
casos de infecgbes ocasionadas por Lactobacillus ja foram vistos.

O Lactobacillus plantarum ja foi consumido por criangas e adolescentes durante
o transplante (TCTH) e ndo houve infecgbes ou qualquer outra complicagao.
Também n&o ha qualquer relato deste probidtico causar complicagdes como
infeccbes. Entretanto, caso alguma pessoa que participe do estudo seja
identificada com infeccao pelo Lactobacillus ofertado, o estudo sera suspenso o
paciente em questao tera todos os cuidados da equipe do transplante e da
infectologia do Hospital das Clinicas.

O uso do Lactobacillus pode ser benéfico no transplante, o que sera avaliado no
estudo. Alem da possivel reducao das infec¢des durante o transplante, ha outros
possiveis beneficios como a redug¢ao do periodo de diarreia, de dores na barriga

e do risco de doenga do enxerto versus hospedeiro (habitualmente chamada pela
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sigla DECH), complicagdo do transplante com doador (transplante alogénico)
que pode ocorrer quando as células tronco do doador (células do transplante)
reconhecem as células do paciente como estranhas e iniciam um ataque contra

elas, afetando muitos tecidos do corpo como pulmao, pele e o proprio intestino.

Beneficios esperados para o participante — Diversos estudos cientificos tem
demonstrado que o transplante promove a alteracdo da microbiota e a
correlaciona com o desenvolvimento da doencga de enxerto versus hospedeiro,
mas o que mais pretendemos é controlar e reduzir o risco de infecgbes no
transplante.

Caso nao seja observado beneficio no consumo do Lactobacillus durante o
transplante, sua participagdo tera sido de grande valia para a comunidade
cientifica, contribuindo nos estudo de probiéticos, de infecgdes no transplante de
células tronco hematopoiéticas e de microbioma.

Durante todo o estudo o Sr(a) sera acompanhado por equipe multiprofissional
especializada em transplante. O acompanhamento integrado sera proporcionado
ao Sr(a) para prevenir riscos ou reduzir efeitos adversos da pesquisa em

questao.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que
terao direito os participantes da pesquisa — Durante o transplante a
assisténcia sera feita pela equipe multiprofissional do transplante. Nos casos de
duvidas ou necessidade de esclarecimento de algum ponto sobre o uso do
Lactobacillus a nutricionista/pesquisadora pode ser acionada pela equipe ou o

Sr(a) podera entrar em contato por e-mail.

O Sr(a) tem total liberdade em se recusar a participar ou retirar o seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagao alguma, de sigilo

e privacidade.

O Sr(a) recebera uma via do termo de consentimento. Ndo havera despesas pela
parte do Sr(a). As despesas decorrentes desse estudo serao financiadas pela

Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).
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O material biolégico (SWAB retal e inguinal e amostras de fezes) obtido para
esta pesquisa sera armazenado de acordo com a resolucédo 441/2011 que diz
respeito ao armazenamento e a utilizagdo de material biolégico humano com
finalidade de pesquisa.

As amostras ndo serao reutilizadas, apenas servirdo para analises dos dados
obtidos para este estudo. Caso estas analises sejam utilizadas para nova
pesquisa, sera pedido novo consentimento. Toda nova pesquisa sO sera
realizada com a aprovacéo do Comité de Etica e Pesquisa da Comiss&o Nacional
de Etica e Pesquisa (CEPCONEP).

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal investigador é a
Nutricionista Bruna Moraes que pode ser encontrada no endereco Av. Dr. Enéas
de Carvalho Aguiar, 255 - Cerqueira César, Sao Paulo - SP, 05403-000.
Telefone(s) (11)2661 7173 ou (11) 940813284

e-mail bruna.carvalho@hc.fm.usp.br

ou brudelguerra@yahoo.com.br

Se vocé tiver alguma consideragado ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549;

e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Impacto do uso de
Lactobacillus plantarum na colonizagdo, na infecgdao por bactérias
multirresistentes e no microbioma de pacientes submetidos a Transplante

de Células Tronco Hematopoiéticas”.
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Eu discuti as informagdes acima com a Pesquisadora Responsavel Bruna
Del Guerra de Carvalho Moraes sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais
desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via rubricada

pelo pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo: Nutricionista Bruna Moraes
CRN3 26136

Data / /
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DADOS DE IDENTIFICAGAO
DO PARTICIPANTE DA
PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

Etiqueta

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : ...

SEXO: Mo Fo DATA NASCIMENTO:

2 RESPONSAVEL LEGAL......coovieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ...............

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ......cooviiiieeeee e

SEXO: Mo Fo DATA NASCIMENTO.:
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8.3Anexo C
Critérios do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para

infecgao hospitalar.

Definigoes dos principais sitios de infecgao hospitalar

Infecgao de corrente sanguinea (ICS)

Para diagndstico da infeccdo de corrente sanguinea confirmada
laboratorialmente, o paciente deve preencher um dos seguintes critérios:

1. Paciente de qualquer idade, com no minimo uma hemocultura positiva
coletada de sangue periférico, com patdégeno nao relacionado a infecgao em ouro
sitio.

2. Paciente de qualquer idade com pelo menos um dos seguintes sinais e
sintomas nao relacionados a infeccdo em outro sitio: febre, tremores,
hipotenséo.

E

Duas ou mais hemoculturas (em diferentes pungdes e com intervalo
maximo de 48h) com contaminante de pele comum (ex: estafilococo coagulase
negativo, difteroides, etc)

3. Paciente menor que 1 ano de idade, com os seguintes sintomas nao
relacionados com outro foco: febre, hipotermia, instabilidade hemodinamica,
apnéia, bradicardia, intolerancia alimentar e hipoatividade.

E

Duas ou mais hemoculturas (em diferentes pung¢des e com intervalo
maximo de 48h) com contaminante comum de pele

Para uma infecgdo de corrente sanguinea ser relacionada a cateter
venoso central, esta deve ser diagnosticada em até 48h apos a retirada do
cateter. Porém, ndo existe periodo minimo apds a inser¢cédo do dispositivo para

que este seja relacionado a infecgéo.

Infecgao do trato gastrointestinal

Para definigdo, optou-se por dividi-las entre as grastroenterites e as outras
infeccdes do TGl (esofagites, enterocolites e retites)

Para diagndstico das gastroenterites, € necessario que o paciente

preencha pelo menos um dos critérios abaixo:
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1. Paciente com quadro de diarreia aguda (fezes liquidas por mais de 12
horas), acompanhada ou n&o de vOmitos, febre, sem outra causa infecciosa
possivel.

2. Paciente com no minimo dois dos seguintes sinais e sintomas: nauseas
e vomitos, dor abdominal, febre e cefaleia.

Associado no minimo outro critério laboratorial:

a. Um patdégeno entérico isolado em cultura de fezes ou swab retal.

b. Antigenos ou anticorpos entéricos identificados em amostras de sangue

c. Um patogeno entérico identificado através de mudangas citopaticas em
culturas de células.

d. Identificagdo de IgM ou aumento dos titulos de IgG de um determinado

patégeno entérico.

Outras infecgbes entéricas excluindo-se as gastroenterites e as
apendicites sao definidas a partir da presenga de um dos seguintes critérios:

1. Abscesso ou sinais de infecgao visualizados ou durante ato cirurgico,
ou em exame anatomopatolégico

2. Paciente com no minimo dois dos seguintes sinais e sintomas: febre,
nauseas, vomitos ou dor abdominal, seguido de ao menos um dos critérios
seguintes:

a. Micro-organismo isolado de cultura de material drenado, ou obtido
durante procedimento cirurgico ou endoscopico.

b. Micro-organismo visualizado em exame bacterioscépico (Gram) nas
situacdes descritas acima

c. Micro-organismo isolado em hemocultura

d. Achados radiolégicos compativeis com quadro infeccioso

e. Achados patolégicos em exame endoscépico (ex: esofagite ou proctite

por candida)

Pneumonia
O diagnostico de pneumonia em adultos, em geral € de dificil defini¢ao,

pois se baseia no quadro clinico e radiolégico do paciente.
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Depende da existéncia em pelo menos dois exames, achados
radiolégicos compativeis com consolidagdo, cavitagdo ou mesmo infiltrado difuso
persistente.

Além disso, faz-se necessario que o paciente tenha quadro clinico
compativel, com febre, leucopenia (<4.000 leuco/mm3) ou leucocitose (>12.000
leuco/mm3) associado a presenga de sintomas respiratérios como tosse
produtiva, secreg¢ao purulenta, dispneia, ou piora desses aspectos no paciente
pneumopata cronico. Pode ocorrer também piora nos parametros de troca
gasosa ou aumento da necessidade de suporte de O2.

Microbiologicamente deve existir ao menos um dos critérios citados
abaixo para que se defina uma infecgdo pulmonar causada por patégenos
bacterianos habituais:

1. Hemocultura positiva (sem outro foco definido)

2. Cultura de liquido pleural positiva

3. Cultura quantitativa positiva de lavado bronco alveolar (LBA) ou
escovado bronco alveolar

4. =2 5% das células obtidas por LBA — com bactérias intracelulares no
exame microscopico direto

5. Exame histopatolégico mostra pelo menos uma das seguintes
evidéncias de pneumonia: formagao de abscesso ou foco de consolidagdo com
acumulo intenso de polimorfonucleares (PMN) em bronquiolos e alvéolos ou
evidéncia de invasao do parénquima pulmonar por hifas ou pseudo-hifas

A infecgao do trato urinario

A infecgao do trato urinario (ITU) pode ser sintomatica ou assintomatica,
sendo que a primeira deve preencher ao menos um dos seguintes critérios:

1. Paciente com ou sem sonda vesical no momento da coleta da
urocultura

E

Ao menos um dos seguintes sinais ou sintomas sem outra causa
reconhecida: febre (=37,80C), desconforto supra pubico, disuria, polaciuria, dor
ou desconforto no angulo costo-vertebral

E
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Urocultura com = 105 UFC/ml com no maximo duas espécies de micro-
organismos.

2 .Paciente com ou sem sonda vesical no momento da coleta da
urocultura

E

Ao menos dois dos sinais ou sintomas citados acima

E

Analise de urina com pelo menos um dos seguintes achados: teste em
urina positivo para esterase leucocitaria e/ou nitrato, leucocituria (= 10
leucdcitos/campo ou > 10.000 leucdcitos/ml) ou bacterioscopia positiva

E

Ao menos 2 culturas positivas com o mesmo micro-organismo isolado,
crescimento 2103 e <105 UFC/ml com no maximo duas espécies de micro-
organismos em cada amostra, ou

Crescimento de 105 UFC/ml de um unico patégeno (Gram-negativo ou
S.saprophyticus) em paciente em vigéncia de antibioticoterapia que cubra
patogenos de trato urinario.

ou

Diagndstico médico de infecgao do trato urinario

Para o diagndstico da bacteriuria assintomatica, € necessario que ocorra
ao menos um dos critérios abaixo:

1. Paciente com sondagem vesical por pelo menos 7 dias no momento da
urocultura, com crescimento de > 105 UFC/ml de no maximo duas espécies de
micro-organismos por amostra.

E

Paciente afebril e sem sintomas relacionados a infec¢ao urinaria

2. Paciente sem sondagem vesical por pelo menos 7 dias no momento da
urocultura, com crescimento do mesmo patégeno em no minimo duas amostras
diferentes, com > 105 UFC/ml de no maximo duas espécies de micro-organismos
por amostra

E

Paciente afebril sem sintomas relaciona

ICS associada ao dano de barreira mucosa (ICSADBM)
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Paciente de qualquer idade que atende aos critérios de ICS
laboratorialmente confirmada com pelo menos 1 amostra de hemocultura com
qualquer dos seguintes organismos intestinais: Bacteroides spp., Candida spp.,
Clostridium spp., Enterococcus spp., Fusobacterium spp., Peptostreptococcus
spp., Prevotella spp., Veillonella spp. ou Enterobacteriaceae, e nenhum outro
organismo.

E

Paciente preenche pelo menos 1 dos seguintes critérios:

1. Paciente transplantado alogénico de medula 6ssea dentro de um ano
com um dos seguintes aspectos documentados durante a mesma internagéo da
hemocultura positiva:

a. Doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) gastrointestinal grau |l
ou IV.

b. = 1 litro de diarreia em 24 horas (ou =2mL/kg em 24 horas para pacientes
menores que 18 anos de idade) com inicio em ou dentro de 7 dias de calendario
antes da data da hemocultura positiva.

2. E neutropénico, definido com pelo menos dois dias separados com
valores de contagem absoluta de neutrdfilos ou contagem de células brancas no
sangue total menor que 500 células/mm? dentro de um periodo de 7 dias que
inclui a data da hemocultura positiva (Dia 1), e investigar 03 dias antes e trés
dias depois.

ou

Paciente de qualquer idade, com ICS confirmada com pelo menos 1
amostra de hemocultura com Streptococcus do grupo viridans e nenhum outro
organismo, com sintoma de febre (>38°C), calafrios ou hipotensao.

E Paciente preenche pelo menos 1 dos seguintes critérios:

1. Paciente transplantado alogénico de medula éssea dentro de um ano
com um dos seguintes aspectos documentados durante a mesma internagéo da
hemocultura positiva:

a. Doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) gastrointestinal grau Il
ou IV.

b. = 1 litro de diarreia em 24 horas (ou = 20 mL/kg em 24 horas para
pacientes menores que 18 anos de idade) com inicio em ou dentro de 7 dias de

calendario antes da data da hemocultura positiva.
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2. E neutropénico, definido com pelo menos dois dias separados com
valores de contagem absoluta de neutrofilos ou contagem de células brancas no
sangue total menor que 500 células/mm? dentro de um periodo de 7 dias que

inclui a data da hemocultura positiva (Dia 1), e investigar 03 dias antes e trés
dias depois.
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8.4Anexo D
8.5Avaliagdo Subjetiva Global Produzida Pelo Paciente

2. Peso

Resumo do meu peso atual e recente:
Eu atualmente peso aproximadamente kg
Eu tenho aproximadamente 1 metro e cm
Ha um més atrds eu pesava aproximadamente
kg
Ha seis meses atras eu pesava aproximadamente
kg
Durante as 2 ultimas semanas meu peso:

Diminuiu  LIFicou igual [_]Aumentou

1.Sintomas

Durante as 2 ultimas semanas, eu tenho tido os
seguintes problemas que me impedem de comer
o suficiente (marque todos os que estiver
sentindo):

Sem problemas para se alimentar

Sem apetite, apenas sem vontade de

comer

Nausea (vontade de vomitar)

Vomito

Constipacao

Diarreia

Feridas na boca

Boca seca

Alimentos tém gosto estranho ou ndo

tém gosto

Os cheiros me enjoam

Problemas para engolir

Rapidamente me sinto satisfeito

Dor, onde?

Outros*

*ex. depresséao, problemas dentarios, financeiros

4. Ingestéo alimentar

Em comparagdo a minha alimentagao
normal, eu poderia considerar minha ingestédo
alimentar durante o ultimo més como:

Sem mudancgas

Mais que o normal

Menos que o normal

Atualmente, eu estou comendo:

Comida normal (alimentos sélidos) em menor
quantidade

Comida normal (alimentos sdlidos) em pouca
quantidade

Apenas liquidos

Apenas suplementos nutricionais

Muito pouco de qualquer comida

Apenas alimentos por sonda ou pela veia

3. Atividades e fungao

No ultimo més, eu consideraria minha
atividade como:
Normal, sem nenhuma limitagéo

Nao totalmente normal, mas capaz de manter
quase todas as atividades normais

Nao me sentindo bem para a maioria das
coisas, mas ficando na cama ou na cadeira
menos da metade do dia

Capaz de fazer pouca atividade, e passando a
maior parte do tempo na cadeira ou ha cama

Bastante tempo acamado, raramente fora da
cama

O restante do- questiondrio- serds preenchido-pelo- nmutricionisto. Obrigada.

5. Doenca e sua relagao com requerimentos nutricionais

Todos os diagndsticos relevantes

Estadiamento da doencga primaria | Il Il IV Outro

Idade

6. Demanda Metabdlica

7. Exame fisico

Escore numérico do anexo 2 ] B

Escore numérico do anexo 3 ] C

Escore total ASG-PPP: A+B+C+D = |:|

Escore numérico do anexo 4 LIb
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8.6Anexo E

Escala Fecal de Bristol

o0l ® @ @ .Pedoc;os separados,
® o duros como amendoim

. Forma de salsicha,
Tipo 02

mas segmentaddad

Tioo 03 -Formq de salsicha, mas

com fendas na superficie

Tipo 04 Forma de sdlsicha ou
cobrag, lisa e mole

- B & Pedacos moles,

Tipo 05 & w8 g5 contornos nitidos

) ~ Pedacos aerados,
Tipo 06 contornos esgarcados

Aquosd,
Tipo 07 ._‘ sem pecdas solidos
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8.7Anexo F
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Centficamos que o trabalho
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IOCW INTESTINAL DE PACI SUBMETIDOS
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308 autores: BRUNA DEL GUERRA DE CARVALHO MORAES: ROBERTA CRISTINA RUEDAS
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THAIS GUIMARAES; VANDERSON G ROCHA: ESTER C SABINO: SILVIA F COSTA, I
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no evento XXI CONGRESSO BRASILEIRD DE INFECTOLOGIA ocomido de 10 a 13 de setermbro
08 2018 no Hangar Centro de Corvengdas em Belém/PA.

Belém, 13 de setembro de 2019
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CERTIFICADO DE APROVAGAO

Certificamos que o{a) aluno{a) BRUNA DEL GUERRA DE CARVALHO MORAES, portador(a) do

CPF 36055991845 participou do curso Intermedidrio de Pesquisa Clinica no periodo de 15 de
abril a 30 de setembro de 2020, com carga horaria de 70 (setenta) horas.

S&o Paulo, 16 de outubro de 2020.
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