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“Toda doenca comeca no intestino.”

Hipocrates
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ANALISE DA MODULACAO DA MICROBIOTA GASTROINTESTINAL
POR TRATAMENTO IN VITRO DE FEZES DE LEITOES COM PREBIOTICOS!

Autor: Bruno Pinheiro Milnitsky

Orientador(a): Prof®. Dr®. Gertrudes Corc¢ao

RESUMO

Este estudo teve como objetivo utilizar um modelo in vitro para analise da
microbiota gastrointestinal, simulada a partir de fezes provenientes de leitdes
desmamados, apoés tratamentos com prebioticos. O modelo utilizado foi separado em
diferentes grupos conforme duas regibes do trato gastrointestinal, ileo e colon
proximal, e dois prebioticos foram utilizados, mananoligossacarideos (MOS) e butirato
de sodio. Metagendmica e culturdmica foram utilizados em conjunto para avaliar os
efeitos dos prebidticos sobre a composicdo da microbiota simulada, e testes de
suscetibilidade a antimicrobianos e de concentracao inibitoria minima (CIM) foram
utilizados para avaliar os efeitos dos probioticos sobre os perfis de suscetibilidade das
bactérias ali presentes. Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroida e Actinobateria foram
os principais filos encontrados. A culturémica identificou 8 familias e diversas espécies
gue nao foram detectadas através da metagendémica. Os grupos que receberam MOS
apresentaram um aumento na abundancia de espécies e uma reducao de bactérias
portadoras de fimbrias do tipo | no célon proximal, enquanto que 0S grupos que
receberam butirato de sédio apresentaram um aumento de bactérias benéficas para
0 hospedeiro e uma reducdo de bactérias patogénicas. Quanto ao perfil de
suscetibilidade, os tratamentos ndo foram capazes de exercer uma influéncia

estatisticamente significante sobre a suscetibilidade bacteriana a antibiéticos.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. Janeiro, 2024.
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ANALYSIS OF GASTROINTESTINAL MICROBIOTA MODULATION BY IN VITRO
TREATMENT OF PIGGLET FECES WITH PREBIOTICS?

Author: Bruno Pinheiro Milnitsky
Advisor: Prof. Dr. Gertrudes Corcao

ABSTRACT

This study aimed to use an in vitro model to analyze the gastrointestinal microbiota,
simulated from feces from weaned piglets, after receiving treatments with prebiotics.
The model used was separated into different groups representing two regions of the
gastrointestinal tract, ileum and proximal colon, and two prebiotics were used,
mannanoligosaccharides (MOS) and sodium butyrate. Metagenomics and culturomics
were used together to evaluate the effects of prebiotics on the composition of the
simulated microbiota, as well as susceptibility and minimum inhibitory concentration
(MIC) tests were used to evaluate the effects of probiotics on the susceptibility profiles
of the bacteria present there. Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroida and Actinobateria
were the main phyla found. Culturomics identified 8 families and several species that
were not detected through metagenomics. The groups that received MOS showed an
increase in the abundance of species and a reduction of bacteria carrying type |
fimbriae in the proximal colon, while the groups that received sodium butyrate showed
an increase in bacteria beneficial to the host and a reduction of pathogenic bacteria.
As for the susceptibility test, the treatments were not able to exert a statistically

significant influence on bacterial susceptibility to antibiotics.

IMaster of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias

Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. January, 2024.
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1. INTRODUCAO

O estudo da microbiota e sua influéncia sobre os organismos que habitam
demonstraram, de maneira geral, diversos resultados promissores. A microbiota
intestinal humana demonstrou a habilidade de modular o funcionamento do sistema
imune e garantir seu funcionamento, e a variacdo na sua composi¢cao taxonémica pode
estar associada ao desenvolvimento de doencas como Parkinson, diabetes, depressao,
doencas cardiovasculares, obesidade entre outras. Coincidentemente, a microbiota
também exerce semelhante influéncia sobre outros animais, modulando sua saude e o
funcionamento. Logo apds o nascimento, a mucosa do trato gastrointestinal dos animais
€ colonizada por microrganismos benéficos e nocivos a saude. A microbiota benéfica
leva ao bem-estar do animal, e a nociva pode refletir de maneira negativa na saude e
desempenho do animal.

No setor da agropecuéria, a carne suina € a mais consumida no mundo, sendo
36% do consumo de carne mundial, e apresenta um crescimento de 13,8% no consumo
de 1990 a 2012. Por muito tempo, foram utilizados antibiéticos para prevenir o
desenvolvimento de doencas infecciosas em animais neste setor, mas estudos recentes
demonstraram que o uso desta classe de medicamentos causa 0 aparecimento e
disseminacdo de espécies bacterianas resistentes a antibioticos, o que apresenta um
grande risco a saude humana. Assim, o uso de probidticos e prebibticos poderiam ser
uma possivel alternativa para o uso de antibiéticos na prevencao de doencas em suinos
na area agropecuaria.

Dentre os prebioticos, destacam-se os mananoligossacarideos e o0 acido
butirico. Os mananoligossacarideos podem ser utilizados como aditivos de ra¢do animal
por apresentar efeitos benéficos a salude de animais através do estimulo do crescimento
das bactérias benéficas e a reducdo de espécies nocivas, principalmente através da
inibicdo da invasdo de patégenos pelo epitélio intestinal ao bloquear a adeséo pelas
fimbrias do tipo | bacterianas. O acido butirico, apesar de ser naturalmente presente no
trato gastrointestinal, sendo produzido por certas enterobactérias ali presentes, também
faz parte da escolha de aditivos alimentares para animais de producdo. Sua presenca
no trato gastrintestinal & essencial para a saude do hospedeiro, mantendo a homeostase
e permeabilidade normal do intestino e reduzindo as populacdes de bactérias nocivas
através da reducao do pH intestinal.

Atualmente, ha também interesse na construcdo de modelos experimentais in



vitro que nao utilizem animais e que permitam a observacéo das alteracdes da microbiota
por diferentes tratamentos. O desenvolvimento destes modelos facilita o conhecimento
da microbiota do trato gastrointestinal de animais e a compreensao de como 0 uso de
moléculas prebioticas, de probidticos e de antibidticos, podem afetar o desenvolvimento
das bactérias benéficas e nocivas a salude do animal, causando uma modulacao da
microbiota gastrointestinal. Tais modelos permitiriam a realizacdo de experimentos com
menor custo e menores restricdes éticas.

Outra metodologia de interesse para este tipo de estudo é a culturbmica, uma
técnica de alto rendimento que consiste na utilizacdo de diversas culturas celulares para
a identificagdo compreensiva das espécies presentes na amostra de interesse. Este
método foi desenvolvido em resposta as limitagbes que a metagendmica (que envolve a
analise de material genético proveniente de amostras coletadas do ambiente) apresenta,
principalmente devido ao fato que a metagendémica detecta principalmente bactérias que
nao podem ser cultivadas em meios de cultura. A analise de microbiota através da
culturdmica, em certos casos, apresenta mais resultados em comparacdo com oS
métodos de metagendmica, 0 que sugere que a cultorbmica seja uma ferramenta mais
adequada para a identificacdo das espécies presentes em um microbioma.

Os efeitos de prebidticos sobre a microbiota intestinal suina, no entanto, ainda
nao sdo bem estudados. Primeiramente, os métodos atuais que permitem a identificacao
das espécies bacterianas presentes na microbiota, como a metagendémica, possuem
certas limitacdes; analises feitas com tais métodos detectam principalmente espécies
gue nao sao cultivaveis. O numero de artigos que especificamente detalham a
modulacao de microbiota pela utilizacdo de prebidticos ou da culturdmica em suinos sao
poucos.

Portanto, este estudo tem como proposta desenvolver uma metodologia que
envolva analise da modulacdo da microbiota de leitdes através de um modelo in vitro,
gue simule tratamento com os prebiéticos mananoligossacarideos e acido butirico em

condi¢cBes gastrointestinais e uso de culturomica.

2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo Geral do estudo

Averiguar os efeitos de prebidticos sobre a modulacdo da microbiota intestinal
de leitdes utilizando um modelo de estudo in vitro, desenvolvido in house que fornece
uma simulacao do trato gastrointestinal de leitbes e a microbiota ali presente.

2.2.1 Objetivo especifico 1

Analisar o crescimento de bactérias provenientes de amostras de fezes de
leitdes utilizando um modelo in vitro, na presenca e auséncia de prebidticos utilizados na
producdo de suinos para verificar se tais moléculas atuam na modulacdo da populacao
bacteriana.

2.2.2 Objetivo especifico 2

Utilizar culturomica e metagenomica para montar um perfil detalhado da
microbiota intestinal de leitdes, a partir do cultivo de amostras de fezes no modelo in
vitro.

2.2.3 Objetivo especifico 3

Realizar andlise fenotipica da suscetibilidade a antibidticos das cepas
bacterianas isoladas por culturomica para verificar se existe alteracdo no perfil de

suscetibilidade das populac6es microbianas com o uso dos prebioticos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microbiota trato gastrointestinal de leitdes

Estima-se que o numero de bactérias presentes no célon suino seja cerca
de 10%° e 10* células por grama de fezes (Gaskins et al; 2002), uma densidade
semelhante a dos seres humanos (10! células por grama de fezes) (Hartl,
Dykhuizen; 1984). De maneira semelhante aos seres humanos, leitdes recebem uma
colonizagao bacteriana ao nascerem, tais colonizadores sao provenientes do leite
materno (Liu et al; 2019), do ambiente e da alimentacdo (Bian et al; 2016). A
microbiota intestinal de leitdes € constituida principalmente pelas familias
Enterobactericeae, Bacteroidaceae e Clostridiaceae e pelos géneros Lactobacillus,
Streptococcus e Clostridium (ileo), Prevotella, Ruminococcus e Lactobacillus (célon),
populacdes que se mantém relativamente estaveis durante a fase de amamentacao
(Frese et al; 2015). Modificagcbes na composicdo da microbiota suina somente
comecam a partir da introducdo da dieta sdlida, resultando no aumento das
populacdes de Prevotella e Ruminococcus, bactérias associadas a digestdo de
nutrientes (Qi et al; 2021).

No entanto, € importante ressaltar que os resultados de tais analises
populacionais variam conforme a metodologia utilizada: métodos independentes de
cultura descrevem a microbiota intestinal de leitbes dominada pelos filos Firmicutes
e Bacteroidetes, cujas populagdes aumentam ao longo do crescimento do animal, e
do género Prevotela, predominante durante os primeiros periodos da vida dos leitdes,
diminui nos outros estagios. Por outro lado, analises com métodos dependentes de
cultura, relatam que a microbiota suina consiste principalmente dos filos Firmicutes e
Proteobacteria (cujas populacées aumentam e diminuem ao longo da vida do animal,
respectivamente) e pelos géneros Escherichia (amplamente presente durante a
infancia dos leitdes, sofrendo uma reducédo ao longo do crescimento), Lactobacillus e
Streptococcus (cujas populacdes se mantém relativamente constantes durante o
desenvolvimento do animal) (Wang et al; 2021).

Mun et al. (2021) utilizaram métodos dependentes e independentes de
cultivo para analisar a microbiota intestinal de leitdes pds-desmame e de porcas
adultas identificando e caracterizando as bactérias ali presentes através de

sequenciamento do gene 16S rRNA e analise metagenbémica. Os métodos de



culturbmica revelaram que a microbiota dos leitbes era predominantemente
composta, em ordem decrescente, pelos filos Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes, e pelos principais géneros Lactobacillus, Escherichia,
Enterococcus, Bifidobacterium e Olsenella. As porcas adultas, por outro lado,
apresentaram a microbiota composta pelos filos Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, e Bacteroidetes, e pelos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium,
Escherichia, Bacteroides e Bacillus. Géneros isolados de ambos os grupos incluem
Acidaminococcus, Bacteroides, Bifidobacterium, Enterococcus, Escherichia e
Lactobacillus, este dltimo sendo o mais comumente isolado em ambas as amostras.
Os métodos de metagendmica, por outro lado, obtiveram resultados diferentes: na
microbiota das porcas adultas, os filos dominantes, novamente em ordem
decrescente, foram Firmicutes, Bacteroidetes, Spirochaetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, e Fibrobacteres, e os géneros dominantes foram Treponema,
Prevotella, Christensenella, Muribaculum, e Turicibacter, enquanto que na microbiota
dos leitdes, os filos dominantes foram Spirochaetes, Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fibrobacteres, Candidatus, Melainabacteria, e
Chlamydiae, e os géneros dominantes foram Treponema, Clostridium, Prevotella,
Lactobacillus, e Barnesiella.

Ke et al. (2019) realizaram uma analise da microbiota de leitbes em 4
diferentes idades (25, 80, 120 e 240 dias) a partir de amostras de fezes. De maneira
geral, o filo Firmicutes foi o mais abundante nos quatro estagios da vida, apesar de
sua menor abundancia em leitdes com a idade de 25 dias. O filo Bacteroidetes
aumentou no periodo entre 25 e 80 dias, mas sofreu uma diminuicdo nas etapas
seguintes. Quanto aos géneros, Bacteroides, Fusobacterium, e Prevotella foram os
mais abundantes no primeiro estagio, enquanto Lactobacillus, Prevotella,
Ruminococcus e Treponema foram os principais constituintes da microbiota suina a
partir do dia 80.

Adicionalmente, existe outro fator externo que influencia a composicéo e o
desenvolvimento da microbiota suina: no setor de agropecuaria, animais jovens
passam por um processo denominado “desmame”, onde o0 animal é separado da mae
e ocorre a troca da dieta liquida (leite materno) por uma dieta sélida. Apesar de ser
um processo necessario, estudos demonstram que o desmame pode ter efeitos
nocivos sobre os leitdes, como 0 aumento de estresse, alteracado da permeabilidade

da barreira intestinal, diminui¢do do crescimento, alteracées na microbiota intestinal,



enfraguecimento do sistema imune e aumento do risco de doencas (van der Meulen
et al; 2010).

O processo de desmame causa modificacfes fisiolégicas no intestino
suino, principalmente através da disfuncdo das proteinas de juncdo e danos na
camada da mucosa (Pluske; 2013). Esta alteracao funcional do intestino prejudica a
absorcao de nutrientes, agravando as complicacdes decorrentes do processo de
desmame e desencadeia a desenvoltura da diarreia p6s-desmame, uma das
principais causas do enfraquecimento e morte dos suinos no setor de agropecuaria
(Kongsted et al; 2014). Para avaliar a composi¢do da microbiota em porcos com
diarreia, Dou et al (2017) realizou uma comparagdo entre leitdes saudaveis e
acometidos por diarreia, observando que 0S porcos saudaveis apresentaram
populacbes maiores das familias bacterianas Prevotellaceae, Lachnospiraceae,
Ruminococaceae e Lactobacillaceae, sugerindo que modificagbes na microbiota
possam tornar 0s animais mais suscetiveis a desenvolver a diarreia poés-desmame.

Tais estudos demonstram que é possivel obter uma visdo geral da
populacdo bacteriana presente no intestino suino, mas a identificacdo precisa das
espécies ali presentes se demonstra dificil devido a discrepancia entre os resultados
de diferentes estudos. E possivel que os métodos convencionais utilizados para a
analise da microbiota ndo sejam capazes de detectar corretamente todas as espécies

presentes na microbiota, e que métodos adicionais sejam necessarios.

3.2 Uso de prebidticos como substitutos de antibidticos

Na industria agropecuaria, € de interesse manter os animais saudaveis,
uma vez que doencas causam a perda de animais, reducédo do bem-estar animal e a
diminuicdo da qualidade do produto, ou seja, perda econdmica para o pais produtor.
Por muito tempo, antibiéticos tém sido utilizados para prevenir o desenvolvimento de
doencas infecciosas em animais neste setor, mas estudos recentes demonstraram
gue o uso indiscriminado desta classe de medicamentos causa o desenvolvimento
de espécies resistentes a antibiéticos (Tang, Karen et al; 2017), o que apresenta um
grande risco a saude humana. Por este motivo, diversas inddstrias agropecuarias
reduziram a utilizacdo de antibidéticos nos animais, e surgiu 0 interesse por
alternativas que providenciem uma protecdo contra doengcas sem desenvolver

espécies microbianas resistentes a antibiéticos ou alterar minimamente a microbiota



do animal. Um possivel candidato para substituir os antibiéticos no setor de
agropecudria sdo os prebidticos, substancias que estimulam o crescimento e
desenvolvimento de microrganismos que sao considerados benéficos para a saude
do hospedeiro. Sendo fibras indigestiveis, os prebioticos tem menor sensibilidade do
gue probidticos, que sdo organismos vivos. Quando utilizados em conjunto, contudo,
seus efeitos benéficos podem ser potencializados (Arena et al, 2014).

Barszczet al (2016) analisou este possivel efeito em conjunto através do
uso de inulina (polissacarideo vegetal) prebiotica proveniente de raiz de chicéria ou
alcachofra-de-jerusalém seca em leitbes e diversos probiéticos (Lactococcus lactis,
Carnobacterium divergens, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum e
Saccharomyces cerevisiae). O grupo que recebeu a raiz de chicoria apresentou uma
diminuicdo do pH e da atividade da beta-glucosidase no ceco, e um aumento de
acidos graxos de cadeia curta como 0s acidos valéricos e propidnico; a utilizacdo da
alcachofra-de-jerusalém seca também reduziu o pH e a atividade da beta-
glucosidase, e também diminuiu a concentracdo de isoacidos e aumentou as
populacdes do género Bifidobacterium no célon proximal e distal; o tratamento com
0s probidticos aumentaram os niveis de acidos graxos de cadeia curta e do acido
cecal e as populacdes do género Clostridium no colon distal. De maneira geral, 0
tratamento com a alcachofra-de-jerusalém seca teve maior efeito no intestino dos
leitdes do que a raiz de chicoria, e a juncado dos prebidticos com os probioticos ndo
potencializou seus efeitos.

O oposto foi observado em um modelo de simulac&o do célon suino, onde
foi avaliado a utilizacdo em conjunto de uma espécie bacteriana probiotica
(Bifidobacterium thermophylium RBL67) e prebioticos (Fructo-, Galacto- e
Mananoligossacarideos) contra uma bactéria patégena, Salmonella enterica. No
controle, a Salmonella colonizou e se desenvolveu no meio normalmente, mas seu
crescimento foi reduzido nos grupos que receberam os tratamentos, juntamente com
um aumento da producao de acidos graxos de cadeia curta. A reducao foi maior nos
grupos que receberam ambos os tratamentos, sugerindo que a utlizacdo de
probidticos e prebidticos em conjunto potencializa seu poder beneficial (Tanner et al;
2014).

3.2.1 - MOS



MOS séo fibras insolGveis provenientes da parede celular de leveduras.
Como prebidticos, eles sdo capazes de modificar as populacdes bacterianas do
microbioma intestinal (Gibson et al; 1995) e s&o um potencial substituto de
antibidticos como promotor de crescimento em animais (Saeed et al; 2017). No
entanto, a principal caracteristica de interesse € sua capacidade de interferir no
processo de colonizacdo de bactérias que contenham fimbrias do tipo |. Tais
bactérias utilizam suas fimbrias para se aderir as células epiteliais do intestino, o que
permite a colonizagcdo deste ambiente (Althouse et al; 2003). Os MOS interferem
neste processo ao se ligarem as fimbrias bacterianas, impedindo a sua ades&o no
epitélio (Spring et al; 2000).

A utilizacdo de prebidticos como MOS de leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) demonstraram efeitos benéficos sobre a saude de bovinos, reduzindo a
concentracdo de amdbnia e aumentando o pH no ramen dos animais, assim como
aumentando os niveis de acidos graxos de cadeia curta, e uma menor presenca de
lipopolissacarideos (LPS) e sérum amiloide A (SAA) na corrente sanguinea, o que
reduziu a ocorréncia de reacdes inflamatérias nos animais (Garcia Diaz et al; 2018).

Tais efeitos pela utilizacdo de MOS foram também observados por Gainza
e Romero (2020), ndo em mamiferos, mas em crustaceos da espécie Litopenaeus
vannamei, também conhecido como “camardo de pata branca”. De maneira
semelhante a agropecuaria, o setor de aquicultura sofre perdas econdémicas devido
a doencas que afetam o produto, e procura por alternativas para substituir a utilizacéo
de antibidticos. Neste caso, a criacdo do camarao de pata branca € prejudicada pela
sindrome de necrose aguda hepatopancreética, uma doenca causada pela bactéria
Vibrio parahaemolyticus e seus metabdlitos tdéxicos (Tran et al; 2013). A utilizacdo
dos MOS como aditivos na alimentacdo dos camardes aumentou a biomassa colhida
pelo aquicultivo, uma consequéncia da diminui¢cdo da perda de camardes durante o
cultivo. O aumento da sobrevivéncia dos animais pode ser atribuido a modifica¢8es
positivas na sua microbiota, marcadas pela multiplicacdo de bactérias do filo
Actinobacteria, e uma reducéao do filo Proteobacteria, assim como um maior nimero
de bactérias do género Lactococcus e do filo Verrucomicrobiaceae, e menores
populagbes de géneros contendo bactérias patogénicas oportunistas, como Vibrio,
Aeromonas, Bergeyella e Shewanella. E sugerido que este efeito conferido pelos

MOS ocorre devido a seu potencial de interferir com o processo de adesédo de



patégenos ao epitélio do organismo hospedeiro, dificultando a colonizagdo do
ambiente intestinal por estas bactérias nocivas.

Quando utilizados em suinos, os MOS apresentam resultados
promissores. Os MOS sao capazes de aumentar o desempenho de crescimento de
leitdes quanto introduzidos no momento do desmame (Miguel et al; 2004) e de
fortalecer o epitélio intestinal, estimulando o crescimento das vilosidades e
aumentando a absorcao de nutrientes (Poeikhamphaet al; 2011). Xudong et al (2019)
adicionaram o prebiético na racéo de porcas e leitdes, resultando em um aumento de
Lactobacillus e uma diminuicdo de Escherichia coli na regido do jejuno, assim como

a diminuic&o dos niveis de fatores inflamatérios na regiéo intestinal.

3.2.2 — Butirato de sédio

Acido butirico € um é&cido carboxilico geralmente encontrado no sistema
digestivo de mamiferos, produzido por bactérias ali presentes. Tal acido €
indispensavel para o funcionamento do organismo hospedeiro, regulando o equilibrio
metabolico e o funcionamento do sistema imune (Kasubuchi et al; 2015), e
influenciando a diferenciacao de linfocitos T reguladores (Furusawa et al; 2014).

Qi et al (2021), além de avaliar a composicdo da microbiota de leitdes
durante seu crescimento, também realizou uma analise bioquimica de metabolitos
produzidos pelas bactérias, principalmente os acidos graxos de cadeia curta (SCFA)
e bioaminas. Estes acidos graxos, principalmente o butirato, sdo responsaveis pela
manutencdo da barreira epitelial do intestino (Burger-van Paassen et al; 2009),
enquanto as bioaminas sao substancias organicas ativas com nitrogénio que
exercem a funcdo de neuromodulacdo em animais (Nobuyuki; 2019). Os niveis de
SCFAs no intestino dos leitbes aumentou drasticamente ao longo do seu
crescimento, enquanto as bioaminas demonstraram um aumento mais sultil;
histamina, em particular, apresentou 0 maior aumento, enquanto a putrescina
diminuiu. Adicionalmente, Qi et al (2021) analisou o desenvolvimento do epitélio
intestinal, observando um aumento da grossura do epitélio, a proliferagéo de ocludina
(proteina de juncéo) e o aumento de células e fatores imunes. O artigo conclui que
diversos fatores, sejam eles internos ou externos, influenciam o desenvolvimento da

microbiota dos leitdes, e por consequéncia, sua saude e funcionamento metabdlico.
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O butirato pode ser utilizado como suplemento na forma de butirato de
sodio (sal derivado do acido butirico), como demonstrado por Sun et al (2020) em um
estudo que avaliou os efeitos da utilizacao deste sal como um aditivo na alimentacéo
de suinos. O experimento envolveu a utilizagdo de suinos distribuidos em 3 grupos:
controle negativo (dieta basal), controle positivo (dieta basal com bacitracina de
zinco) e butirato de sodio (dieta basal com o prebi6tico). Os grupos que receberam o
aditivo e o controle positivo apresentaram um peso corporal e média de ganho de
peso diario maior do que o grupo negativo, assim como um aumento da ingestao da
racdo, aumento do peso da carcaga, e a diminuicdo da taxa de conversdo do
alimento. De maneira geral, o butirato de sédio melhorou o desempenho dos suinos,
possivelmente através da estimulacdo da pepsina e enzimas digestivas, que
promovem o crescimento das vilosidades intestinais e o desenvolvimento da
comunidade microbiana, aprimorando a absorcéo de nutrientes. O butirato de sédio
€, adicionalmente, uma fonte de energia para as células epiteliais do intestino,
reduzindo a sua utilizacdo de aminoacidos e glicose, permitindo a sua utilizacdo no
crescimento do animal. De maneira complementar, o sal também reduz o pH,
potencializando a digestdo de nutrientes, e mantém a barreira epitelial do intestino,
prevenindo o escape de metabdlitos bacterianos potencialmente inflamatorios ou
danosos (Sun et al; 2020).

Probidticos também apresentam um potencial para serem utilizados para
a modulacdo da microbiota suina. A utilizacdo da bactéria Clostridium butyricum
como aditivo alimentar, por exemplo, causa modificacées na populacdo da microbiota
e composicdo metabdlica de leitdes, levando a uma reducdo da ocorréncia de
diarreia, um aumento de espécies produtoras de acidos graxos de cadeia curta, como
Megasphaera, Ruminococcaceae, e Oscillospira, e um aumento de metabdlitos
essenciais para a saude do animal como Citrulina, Valina, Prolina, e acidos
dicarboxilicos de média e longa cadeia (Liang et al; 2021). Tais efeitos foram
semelhantemente observados por Fu et al (2021), que analisaram a utilizacdo de
Clostridium butyricum ZJU-F1 em leitdes que passaram por desmame, sozinho ou
em conjunto com outro probidtico, Bacillus licheniformis. Os grupos que receberam
0s probidticos apresentaram melhor digestéo intestinal de nutrientes, uma diminuicdo
da permeabilidade intestinal, um aumento da expressédo de proteinas de jungéo e
mucina, aumento da expressao de peptideos antimicrobianos no ileo, e um aumento

de metabdlitos como acido butirico, &cido propanoico, e &cido acético. Apesar do fato
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gue a utilizacdo de probidticos ndo seja o foco principal deste estudo, seu uso em
conjunto com os prebidticos pode potencializar os efeitos benéficos que ambos
oferecem, como observado por Tanner et al (2014).

3.3 - Uso de omics para analise da diversidade microbiana

Omics é um termo em inglés que se refere a um grupo de técnicas e
ferramentas utilizadas para a identificacdo das caracteristicas de seres vivos. Alguns
exemplos destas ferramentas sdo: a metagenémica, que investiga material genético
presente em um ambiente pelo sequenciamento do DNA, transcriptdbmica, que estuda
todo o material originado da transcricio do RNA de um organismo pelo
sequenciamento do RNAm; e a protedmica, que analisa proteinas produzidas por um
organismo pela espectrometria de massa. Existem diversas outras técnicas que
fazem parte deste grupo, e todas compartilham o mesmo sufixo -omics (Dai et al;
2022).

3.3.1Uso daculturébmica e metagendmica para analise da diversidade

microbiana

Técnicas de metagendmica surgiram como uma alternativa aos métodos
tradicionais dependentes de cultura. A grande maioria dos microrganismos presentes
no ambiente ndo sdo cultiviveis, severamente limitando a identificacdo de
populacdes microbianas no ambiente através destes métodos. A metagendmica,
utilizando métodos independente de cultura, permite a analise populacional mais
precisa (Philip et al; 1996).

Apesar disto, a metagendmica possui certas limitagdes: tais métodos nao
levam em consideracdo a expressdo dos genes de interesse, sdo complexos e
custosos, suscetiveis a contaminantes e dependentes de comparacdes a bases de
dados existentes e ndo sao capazes de detectar espécies que sejam menos
abundantes. Adicionalmente, os resultados a partir de curtos fragmentos de material
genético podem néo ser precisos (Wang et al; 2015).

A culturémica, um possivel complemento as técnicas de metagenémica, é
um método dependente de cultura com amplo espectro, que visa -cultivar

microrganismos previamente considerados “nao cultivaveis” através da utilizagao de
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meios de cultura mais especificos. Embora ndo seja precisa quando utilizada
exclusivamente, os métodos de culturomica demonstram resultados promissores
quando utilizados de maneira suplementar a metagendémica (Lagier et al; 2015).

A culturomica é suplementada pelo método de identificacdo de espécies
por espectrometria de massa matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight
(MALDI-TOF), ao contrario da metagenémica que depende de sequenciamento shot-
gun ou sequenciamento de alto rendimento do gene 16S RNA. Esta técnica permite
a identificacdo de espécies bacterianas do ambiente, identificacdo de espécies
resistentes a antibiéticos, identificacdo de cepas e taxonomia, e possui diversas
outras aplica¢des na virologia e micologia (Singhal et al; 2015).

Wang et al (2021) observou, através da utilizacdo de 53 meétodos de
cultura e sequenciamento de amplicons gene 16S RNA, diferentes resultados ao
analisar a microbiota suina, em diferentes estagios da vida do animal. Foram
encontrados 378, 482, 565 e 555 sequéncias variantes de amplicons nas fases de
fim da lactacdo, amamentacéao, crescimento e estagio final, respectivamente, atraves
de métodos independentes de cultura, enquanto 415, 675, 808 e 823 sequéncias
variantes de amplicons foram encontradas através de métodos dependentes de
cultura. Somente 171, 264, 301 e 313 sequéncias foram encontradas por ambos 0s
métodos, indicando que a culturémica identificou espécies ndo encontradas pelos
métodos independentes de cultura. Os autores sugeriram que certas bactérias ndo
séo detectadas via métodos tradicionais por uma variedade de motivos, como humero
abaixo do limite de deteccdo do sequenciamento, lise incompleta da célula bacteriana
durante a extracao de DNA, ou amplificacdo incorreta durante o PCR.

Mun et al (2021) realizou uma comparacédo de métodos independentes e
dependentes de cultura, através da utilizacdo de sequenciamento de amplicons do
gene 16S rRNA e metagendmica para identificar as espécies bacterianas presentes
na microbiota de leitdes e porcas adultas. No total, foram identificadas 206 espécies
bacterianas e 2 espécies de Archaea; destes, 23 espécies foram detectadas por
culturdmica, e 193 (contando as 2 espécies de Archaea) espécies foram detectadas
por metagendmica. Apesar do fato de que a metagendmica apresentou mais
resultados, 15 das bactérias identificadas pela culturébmica ndo foram detectadas

pelos métodos independentes de cultura.

3.4. Aplicacdo de modelos in vitro para analise da microbiota
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gastrointestinal de leitGes

Existe o interesse na construcdo de modelos experimentais in vitro que
nao utilizem animais, modelos biorrelevantes que permitem a simulacdo de
organismos Vvivos, sem por em risco 0 seu bem-estar. Adicionalmente, o trato
gastrointestinal suino demonstra potencial como modelos para estudos devido a sua
semelhanca ao trato gastrointestinal humano, principalmente quanto a estrutura do
sistema neural, processo de formacgéao do pellet fecal e razdo entre o peso dos 6rgaos
e da microbiota intestinal (Nakashimada et al; 2011). Estes modelos geralmente sao
projetados a partir da analise da composi¢ao bioquimica do organismo de interesse,
como a analise dos fluidos gastrointestinais suinos por Henze et al. (2020) para a
obtencao de um modelo para analises farmacocinéticas.

Apesar do numero limitado de estudos que descrevam a elaboracéo e
utilizacdo de tais meios para a simulacdo de organismos suinos, os estudos ja
existentes demonstram seu potencial como meio experimental. Tanner et al (2014)
realizou um experimento avaliando os efeitos de probioticos (Bifidobacterium
thermophilium RBL67) e de prebiodticos (Fructo-, Galacto- e Mananoligossacarideos)
sobre a bactéria patogénica Salmonella enterica em um modelo simulando o colon
proximal suino, o PolyFermS (Figura 1). Nas primeiras etapas dos testes, tanto o
probidtico quanto a bactéria patdgena foram capazes de colonizar o modelo com
facilidade, e suas populagcdes se tornaram estaveis em cerca de 2 dias. No entanto,
a Salmonella permaneceu no sistema depois de uma higienizacdo com cloro apos os
testes, indicando uma provavel formacéo de biofilme. Foi sugerido, portanto, que os
reatores sejam substituidos por unidades esterilizadas ap6s cada experimento.

Nakashimada et al (2011) realizou uma avaliacdo do efeito de parede
celular de levedura de Brewer sobre a microbiota suina com um modelo simulando o
intestino grosso do animal, montado a partir de 3 frascos contendo um meio de cultura
bioquimicamente semelhante ao ambiente intestinal e amostras de fezes. Este meio
permitiu a manutencado das populacfes bacterianas ali presentes por uma semana

de maneira estavel, permitindo a avaliacdo do prebiotico.
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Figura 01 — Esquema detalhando o sistema PolyFermS utilizado por Tanner et al (2014) para a
avaliacéo de probidticos e prebidticos. IR = reator de inoculo; CR = reator controle; TR = reatores teste 1-4; F =

valor de fluxo; stab = estabiliza¢é@o; prev = prevencao; challenge = desafio com a Salmonella N-15; RBL67

Bifidobacterium thermophilum RBL67; FOS = Fructoligossacarideo; GOS = Galactoligossacarideo; MOS

Mananoligossacarideo.

Além do cultivo da microbiota gastrointestinal, os modelos também séo
capazes de simular alteracdes nas populacdes bacterianas. Dufourny et al (2019)
construiu um modelo a partir de modificacbes ao modelo SHIME (Simulator of Human
Intestinal Microbial Ecossystem), que é utilizado para a simulacdo da microbiota
gastrointestinal humana (Van den Abbeele et al; 2010) com multiplos compartimentos
para a observacdo dos efeitos do desmame sobre a microbiota de leitdes,
denominado baby-SPIME (Simulator of Pig Intestinal Microbial Ecossystem) (Figura
2). Cada compartimento utilizado representava uma secao do trato gastrointestinal
suino, ligados por bombas peristalticas e organizados a fim de simular o fluxo de
nutrientes através do sistema digestério. Este modelo apresentou populaces
bacterianas semelhantes a microbiota descrita em estudos in vivo, e reproduziu 0s

efeitos da transicdo da dieta liquida para solida sobre a microbiota com sucesso.
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Figura 02 — Modelo baby-SPIME formulado por Dufourny et al (2019). O biorreator 1 representou o

estdbmago, duodeno e jejuno; o biorreator 2 representou o ileo; e o biorreator 3 representou o colon proximal. Os dois

frascos a esquerda continham o meio de cultura e suco pancreatico, que foram continuamente bombeados de um

compartimento para o outro, até serem descartados. O ambiente anaerébico foi mantido com a utilizagéo de nitrogénio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Modelo de estudo in vitro para a microbiota

As amostras fecais utilizadas para o experimento foram adquiridas de
leitdes desmamados alimentados com racdo sem antibiéticos, mantidos no
departamento de Zootecnia, Faculdade de Agronomia da UFRGS, disponibilizados
pelo professor Alexandre Kessler. Neste departamento, haviam 25 gaiolas
metabdlicas, cada uma contendo um leitdo. Fezes presentes em cada gaiola
metabdlica foram coletadas e reunidas em 8 potes de plastico. Os potes das amostras
foram mantidos em uma caixa com gelo durante o transporte. 2g de cada um dos 8
potes foi utilizado para a confeccéo de 6 pools de fezes (cada um com 16g de fezes)
para serem utilizados nos experimentos. As fezes foram homogeneizadas em agua
peptonada antes de serem inseridas no modelo a fim de facilitar a inoculacao.

O meio utilizado para a cultura das amostras coletadas foi preparado a
partir de modificacbes ao meio utilizado por Dufourny et al (2019). Este meio,
denominado meio antioxidante (MAO), consiste na unido de 3 solucdes diferentes:
solucéo 1 (TRIS 3 g/L, Dextrose 5 g/L), solucéo 2 (extrato de levedura 5 g/L, peptona
bacteriold6gica 5 g/L, triptona 5,67 g/L e caldo triptona de soja 5 g/L) e solucéo 3 (L-
Cisteina 0,4 g/L, acido ascorbico 1 g/L, ketoglutamina 0,2 g/L, fosfato de hidrogénio
dipotassio 0,8 g/L, acido urico 0,4 g/L, glutationa 0,1 g/L). Tais solucbes foram
preparadas e esterilizadas separadamente, conforme o protocolo original (Dione et
al., com modificacbes), com o objetivo de reduzir a possivel emissdo de radicais livres
durante a preparacédo. As solucdes 1 e 2 foram esterilizadas através da utilizacdo de
autoclave (121°C, 15 minutos, 1 atmosfera). Devido a presenca de materiais
termossensiveis, a solucdo 3 foi esterilizada por método de filtracdo em membrana
de ésteres mistos (poro 0,22um).

A montagem do modelo simulando o ambiente gastrointestinal suino foi
realizada segundo o biorreator baby-SPIME com modificacdes. Seis frascos (500mL)
contendo 100ml de Solucédo Base? (Fosfato dihidrogénio de Sodio 0,67 g/L, hidroxido
de sédio 0,54 g/L, cloreto de sédio 7,91 g/L, lecitina de soja 0,124g/L), foram divididas
em dois grupos representado diferentes secg¢fes do trato gastrointestinal: trés (A, B
e C) para o ileo (pH 6,4) e trés (A, B e C) para o célon proximal (pH 5,8) (Figura 3).

Os valores de pH de cada frasco foram ajustados conforme seu grupo. Os seis pools
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de fezes foram primeiramente inoculados (na concentragcdo 10%) nestes frascos e
incubados em 39.5°C por 14 horas. Em seguida, 50mL do sobrenadante de cada
garrafa foi retirado, e 50mL de uma mistura do meio antioxidante e suco pancreético
(pancreatina 0,2%, bile bovina 7,68 g/L) foi adicionado. As garrafas foram novamente
incubadas a 39.5°C durante 24 horas.

Ap6s este periodo de incubacdo, os tratamentos prebidticos foram
adicionadas aos frascos. Os frascos “A” ndo receberam nenhum tratamento, sendo o
grupo controle; os frascos “B” receberam MOS 0,08% e as frascos “C” receberam
Butirato de sédio na concentracdo de 5,5 g/L. Os seis frascos (ILA, ILB, ILC, CPA,
CPB e CPC) foram incubados com os tratamentos em 39.5°C por 18 horas.

| 100 ml de solugdo A + 10% fezes leitGes |

Fil% ©i%

A B C A B C
39,5°C por 14
horas

fleo pH6,4 Célon proximal
pH 5,8

A B C A B C
Retirar 50 mL de
sobrenadante
(solugdo A) de
cada frasco

lleo pH6,4 Célon proximal
pH 5,8

L 4

Acrescentar 50 mL meio de cultura + suco pancreatico em cada frasco
Ajustar pHs (6,4 e 5,8). Incubar 39,5°C por 24 horas

A B & Adicionar tratamentos aos frascos
A- Sem aditivos

B- Mananoligossacarideo 0,08%
C- Butirato de sédio 100mM

Incubar todos a 39,5°C por 18 horas.
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Figura 03 — Esquema demonstrando o processo de montagem do modelo de estudo in vitro
segundo o biorreator baby-SPIME, Dufourny et al (2019), com modifica¢es, desenvolvido in house para o cultivo

da microbiota gastrointestinal de leitfes.

Ap6s a incubacao, os frascos que receberam o tratamento por MOS
passaram por um processo de filtracdo devido a sua capacidade de reter bactérias
produtoras fimbrias tipo I. O contetdo dos frascos ILB e CPB foram filtrados diversas
vezes a fim de eliminar os grumos de fezes que interfeririam na filtragem posterior.
Foram utilizados filtros convencionais (Whatmann 1, qualitativo) para a remoc¢ao de
particulas maiores, e um microfiltro de ésteres mistos (poro 3um) para a filtracao final,
com o objetivo de retencdo das bactérias aderidas ao manano do meio de cultura
(Posadas et al., 2003).

4.2 - Anélise da diversidade bacteriana por culturémica

20mL de cada frasco (ILA, ILC, CPA, CPC e filtrado dos frascos CPB e
ILB) foram transferidos para novos frascos contendo 380mL do meio MAO. Apos 24
horas de incubacdo a 39,5°C, aliquotas de 1mL foram retiradas semanalmente
durante o periodo de um més, resultando em 4 repeti¢cdes. Cada aliquota foi diluida
serialmente, até a diluicdo 1x104, resultando em 5 concentragées diferentes (10°, 10-
1,107, 103, 10%). Para a realizacdo da culturémica, foram utilizadas placas (90x15
mm) de agar contendo os meios MAO, Man Rogosa e Sharpe (MRS), e McConkey
(MCC). 200pL de cada diluicdo foi semeada nas placas com o auxilio de uma alca de
Drigalski. As placas foram incubadas em 38°C por 20-24 horas, e ap0s este periodo
foram examinadas para verificar a presenca de col6nias visiveis. Colénias isoladas
foram separadas para a futura identificacdo, colénias morfologicamente distintas
foram re-isoladas por semeaduras em esgotamento adicionais até o que cada col6nia
fosse isolada propriamente. Todas as colénias isoladas foram analisadas via
microscopio Otico com o auxilio da coloracdo de Gram para a confirmacdo do
isolamento e a observacéo da sua coloracdo de Gram. Caso a presenca de duas ou
mais bactérias morfologicamente distintas fossem observadas, repiques e
semeaduras de esgotamento foram realizadas novamente para isolar as colénias de
maneira mais rigorosa.

Os isolados foram analisados pelo equipamento MALDI-TOF Microflex

Biotyper, presente no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude. Os isolados foram
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preparados via semeadura de esgotamento em placas (60x15mm) de agar cérebro-
coracao (BHI), sempre evitando que o tempo de cultivo ultrapassasse 24 horas.
Isolados que nao foram identificados ou que obtiveram um score baixo foram
analisados novamente via extracdo proteica. Neste caso, o0s isolados foram
preparados através da insercao de uma colénia do isolado em um microtubo (1,5mL)
contendo 300uL de agua Milli-Q e 900uL de etanol absoluto, seguido por
homogeneizacéo via vortex.

Para a andlise MALDI-TOF, o crescimento dos isolados foi colocado na
placa metélica. 1uL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) é depositado sobre
0 crescimento, que seca em temperatura ambiente. Caso o isolado seja preparado
via extracao proteica, o microtubo contendo o isolado é centrifugado em 13000 RPM
por 2 minutos, e 0 sobrenadante € descartado para repetir a centrifugacéo. O
precipitado foi ressuspendido em 50uL de acido férmico 70% e recebe 50uL de
acetonitrila 100% antes de ser centrifugado em 13000 RPM por 2 minutos. 1pL do
sobrenadante foi depositado na placa metalica, secado em temperatura ambiente.
1uL de HCCA foi adicionado sobre os isolados e secado da mesma forma.

A placa preparada foi inserida no espectrémetro de massa para a leitura,
analisada via o software MALDI Biotyper 4.0 com configuragcdes padréao. Considerou-
se resultados com score =22 como indicadores de espécie, resultados com score 1.70-
1.99 como indicadores de género, e resultados com score abaixo de 1.70 ndo eram
compativeis com qualquer registro na base de dados. Cada amostra propriamente
identificada foi armazenada em uma solucdo de glicerol e skim milk para futuras
analises.

Adicionalmente, aliquotas adicionais de cada frasco do modelo foram
retiradas pela professora Marisa da Costa, docente do Programa de P6s-Graduacao
em Microbiologia Agricola e do Ambiente (PPGMAA) da UFRGS, que também
realizou analises via culturomica para isolamento de bactérias do grupo de
actinomicetos. Os resultados obtidos pela sua analise foram adicionados a este
estudo.

Como os resultados da primeira culturomica se mostraram pouco
satisfatorios devido ao baixo niumero de coldnias, auséncia de crescimentos nas
placas de 4gar MacConkey e uma quantidade extremamente pequena de bactérias
gram-negativas apos a identificacdo pelo MALDI-TOF MICROFLEX, o experimento

foi realizado uma segunda vez, seguindo todos 0s passos acima anteriormente
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descritos, com algumas modificacdes. O MAO utilizado para a cultura das amostras
foi elaborado somente com as solugdes 1 e 2, excluindo a solu¢do 3 contendo as
substancias antioxidantes; dois novos meios foram em conjunto com 0s anteriores
(MRS, MacConkey, e MAO) para a realizagdo da culturomica, agar cistina lactose
deficiente de eletrdlitos (CLED) e um meio preparado para o isolamento de
Actinomycetes denominado ACTM (composto por caseina 2g/L, L-aspargina 0.1g/L,
propionato de sédio 4g/L, fosfato dipotassio 0.5¢g/L, sulfato de magnésio 0.1g/L,
sulfato de ferro 11 0.001g/L e agar 15g/L, pH final 8.1).

4.3 — Andlise da resisténcia a antibioticos

Para verificar se os tratamentos favoreceram o aparecimento de
populacdes resistentes, os crescimentos bacterianos apds os tratamentos foram
testados frente a antibidticos representantes de classes rotineiramente utilizadas na
producéo de suinos. Aliquotas de 2,0 ml de crescimento bacteriano de cada um dos
6 frascos do experimento dos tratamentos com prebioticos foram retiradas apos 24
horas de incubacao e inoculadas separadamente em grupos de 4 tubos Falcon 50
ml de caldo Mueller Hinton: frasco 1 com beta-lactamicos (penicilina 2mg/L,
amoxicilina 8mg/L); frasco 2 com aminoglicosideos (gentamicina 8mg/L,
estreptomicina 8mg/L); frasco 3 com ciprofloxacina 4g/L e frasco 4 foi o grupo
controle, sem a adicao de antibiotico. Apés uma incubacéo de 18 horas a 35°C, o
contetdo de cada tubo foi diluido sequencialmente, até a concentracéo de 108, as
guais foram semeadas em placas de agar Mueller Hinton e incubadas por 18 horas
a 37°C até o crescimento visivel de coldnias. As inibicbes foram determinadas pelo
célculo de unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL) dos tratamentos em
relacdo ao controle.

O teste de microdilui¢ao foi realizado apos a identificacdo dos isolados da
culturdmica através do MALDI-TOF, para verificar o perfil de suscetibilidade a
antibidticos das cepas obtidos nos tratamentos, conforme CLSI 2019. Em uma
microplaca de 96 pocos de fundo em “U”, cada bactéria foi exposta a sete antibioticos

representando diferentes classes (penicilina, ampicilina, ceftazidima, imipenem,
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gentamicina, acido nalidixico e ciprofloxacina) em uma faixa de concentragdo entre
512 a 0,25ug/ml (Figura 4).

Ceftazidima

Ciprofloxacina COO@OO@O@O@OC
2000000000000
misenem | £ X OOOOOOOOOOO)
4ado naiiciico | F (Y Y X OOOOOOOOO
Penicilina GOOOQQQO@QOOO
100000000000

L E S 00000000
1000000000000

Figura 04 — Esquema demonstrando a organizacdo das microplacas utlizadas para os testes de
suscetibilidade a antibidticos. C+ e C- representam os controles positivos e negativos, respectivamente. As concentragdes
demonstradas sdo medidas em pg/ml

As cepas bacterianas foram preparadas com dois dias de antecedéncia.
Cada cepa armazenada a -20°C foi semeada em agar BHI e incubada por 22-24
horas a 37°C. As colGnias resultantes foram semeadas em 1,3mL de caldo BHI e
incubadas a 37°C por 22-24 horas. As cepas Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619, Staphylococcus aureus ATCC 21915 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212 foram utilizadas como controle da metodologia.

Os antibioticos ampicilina, ceftazidina, ciprofloxacina, gentamicina,
imipenem, acido nalidixico e penicilina foram preparados conforme CLSI (2019). Para
a preparacdo da microplaca, os pocos foram preenchidos com 100uL de agua
destilada autoclavada. Em seguida cada antibiético foi diluido de 512ug/mL a 0,25
png/ml em seus respectivos pocos (Figura 4). Posteriormente, cada poco recebeu
100uL de caldo Mueller Hinton Cétion ajustado 2x. Quatro pocos na parte inferior da
placa (H1, H2, H11 e H12) receberam 200uL de meio, sendo os controles positivos e
negativos.10uL de caldo Mueller Hinton cation ajustado contendo o isolado foi
adicionado a cada um dos poc¢os contendo antibidticos, assim como nos poc¢os de

controle positivo. Cada placa foi incubada a 35°C por 20-22 horas.
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Ap6s o periodo de incubacdo, cada poco recebeu 12uL de corante
indicadores de redox, como a resazurina (0,04%) ou cloreto de tetrazélio (TTC)
(0,5%). Uma vez que todos os pogos tivessem recebido o corante, as microplacas
retornaram a estufa (35°C) por uma hora, e os resultados foram interpretados.
Quando a resazurina foi utilizada, po¢gos com a coloracao violeta foram considerados
sem crescimento bacteriano, e po¢gos com a coloracéo rosa foram considerados com
crescimento. No caso do TTC, pocos sem coloracdo foram considerados sem
crescimento, e pocos com a coloracdo vermelha foram considerados com
crescimento. O valor da concentracdo inibitéria minima foi estipulado a partir do
primeiro pogo que nao apresentou crescimento, no sentido da direita para a
esquerda.

Para uma melhor analise em nivel populacional, foi realizado o calculo da
concentracgao inibitéria minima 50 (MICso) a partir dos resultados da CIM para cada
espécie e determinado tratamento, correspondendo a concentracdo de antibidtico

gue inibe 50% da populacéo testada.

4.4 - Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados de culturomica foi realizada por
softwares especificos. A diversidade das amostras foi calculada pelos indices de
Simpson e Shannon (H’) através do website Omnicalculator. Os valores utilizados
foram o nimero de cada espécie identificada através da culturémica. Os dados de
determinacao do CIM por microdiluicdo em placa foram analisados utilizando o teste

de Wincoxon para as médias de MICso das espécies nos diferentes tratamentos.

4.4.1 - Analise da diversidade bacteriana por sequenciamento de alto

rendimento.

A analise das populacdes bacterianas apés o tratamento com prebidticos
foi realizada através de técnicas convencionais de metagendémica. Trés aliquotas de
dois ml de crescimento bacteriano de cada frasco 12 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos, foram retiradas e armazenadas em freezer -20°C. Para a extracdo do
DNA foi utilizado o kit de extracdo QIAGEN DNeasy PowerSoil, seguindo as

instrugcbes do fabricante. A pureza do DNA extraido foi verificada via
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espectrofotometria; amostras com valores insatisfatorios foram precipitadas pela
adicdo de 225pL de acetato de amonio (3M) e centrifugacdo de 13000 RPM por 15
minutos.

O sequenciamento do gene 16S rRNA Foi realizado pela empresa Illumina
Inc., com principal foco nas regides V3 e V4. Os oligonucletideos utilizados para o
sequenciamento foram o 341F (5-CCTACGGGRSGCAGCAG-3’) e o 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) (Wang et al., 2009; Caporaso et al., 2012). O
sequenciamento foi realizado pelo kit V3 do sistema MiSeq Sequencing por Illumina
Inc. (EUA). Para averiguar a qualidade dos dados, leituras brutas das sequéncias
foram avaliadas pelo software FastQC (versdo 0.11.8) (Andrews, 2010), e os dados
resultantes foram depositados na base de dados NCBI SRA. Para analisar as
sequéncias, foi utilizado a pipeline Mothur (versao 1.46.1) (Schloss et al., 2009). As
sequéncias foram alinhadas e classificadas conforme sua taxonomia, utilizando a
base de dados SILVA versdo 138.1 como referéncia (Quast et al., 2013). Para a
analise da diversidade, foi calculado os indices de alfa-diversidade, incluindo os
indices de Simpson e Shannon, com base nos numeros de unidades taxonémicas
operacionais (OTUs). Para averiguar diferencas estruturais potenciais entre as
comunidades bacterianas foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) two way
seguido pelo teste de Turkey nestes indices de diversidade. Os perfis taxonédmicos
foram visualizados em R utilizando os pacotes reshape2, tidyverse e RColorBrewer.
Os graficos foram construidos com dados de relativa abundancia para fins de

comparacao (Chappidi et al., 2019).
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5. RESULTADOS
5.1 - Anédlise culturomica

No total, foram obtidos 275 isolados a partir da analise via MALDI-TOF e,
adicionalmente, as analises de culturdmica realizadas pela professora Marisa da
Costa identificaram 27 isolados. No total, foram identificados 32 microrganismos
diferentes. Dos 302 isolados bacterianos identificados, cerca de 27% das espécies
foram bactérias Gram-negativas. O grupo ILC apresentou o0 maior nimero de isolados
bacterianos identificados (19,5%), e o grupo ILA apresentou o menor (11,6%).
Firmicutes foi o principal filo encontrado (72%), seguido por Proteobacteria (27%) e
Actinobacteria (1%) (Figura 5).
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Figura 05 — Gréfico demonstrando os filos encontrados através das analises de culturdmica. ILA:
grupo ileo controle; ILB: grupo ileo + MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sddio; CPA: grupo célon proximal controle;
CPB: grupo cdlon proximal + MOS; CPC: grupo c6lon proximal + butirato de sédio.

No nivel taxondmico de familia, Bacillaceae e Enterococcaceae foram as
familias mais abundantes no grupo ILA (31,4% em ambos). Em ILB, Bacillaceae
aumentou (45,6%) enquanto Enterococcaceae diminui (28%), mas em ILC ambos
diminuiram (Bacillaceae 25,4%, Enterococcaceae 11,8%). No grupo CPA, a familia
mais abundante foi Comamonadaceae (37,2%), Bacillaceae foi menos abundante em
comparacdo com o grupo ileo (25,5%) e Enterococcaceae estava completamente

ausente. Em CPB, a familia mais abundante foi Clostridiaceae (23,4%), nenhum
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membro da familia Comamonadaceae esteve presente, e Bacillaceae novamente
sofreu uma reducéo (19,1%). Em CPC, a familia mais abundante foi Caryophanaceae
(39,6%), representado somente pela espécie Rummeliibacillus pycnus (Figura 6).

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

B Staphylococcaceae
B Pseudomonadaceae
Paenibacillaceae
B Micromonosporaceae

B Micrococcaceae

M Erwiniaceae

B Enterococcaceae

B Enterobacteriaceae

B Comamonadaceae

B Clostridiaceae

B Caulobacteraceae
Caryophanaceae

Burkholderiaceae

M Bacillaceae

Figura 06 — Grafico demonstrando as familias encontradas nos diferentes grupos através de analise
culturomica. ILA: grupo ileo controle; ILB: grupo ileo + MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sodio; CPA: grupo célon

proximal controle; CPB: grupo célon proximal + MOS; CPC: grupo célon proximal + butirato de sédio.

Dentre os isolados identificados, apenas as espécies Escherichia coli e
Proteus mirabilis estiveram presentes em todos 0S grupos. As espécies mais
abundantes foram Enterococcus faecium (13,5%), Escherichia coli (12,25%),
Rummeliibacillus pycnus (10,5%), Bacillus cereus (8.9%) e Clostridium tertium
(6,9%). Rummeliibacillus pycnus em particular somente esteve presente em grupos
gue receberam tratamento com acido butirico (ILC e CPC). Este comportamento foi
observado de maneira semelhante em Lysinibacillus boronitolerans, que somente
esteve presente em grupos que receberam tratamento com MOS (ILB e CPB) (Tabela
1).

Quanto a analise de diversidade, ILC apresentou as maiores pontuacdes
guanto a diversidade e uniformidade. Apesar de apresentar 0 menor numero de
individuos e o segundo menor nimero de espécies, ILA somente apresentou o
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segundo menor valor de diversidade de Simpson, e o terceiro menor valor de
diversidade de Shannon. ILA também apresentou o segundo maior valor de
uniformidade. CPA apresentou os menores valores de diversidade (Tabela 2).
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5.2 - Resultados daresisténcia a antibidticos

5.2.1 - Anédlise de suscetibilidade a antibiéticos na populacéo

bacteriana

Nenhum dos grupos apresentou qualquer crescimento visivel apds o
cultivo em meios contendo aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) e
ciprofloxacina. Todos os grupos que ndo receberam antibiético apresentaram
crescimentos (ILA4, ILB4, ILC4, CPA4, CPB4 e CPC4). Entre os grupos dos
tratamentos que receberam antibiéticos (1 a 3) a densidade de crescimento foi mais
alta nos que receberam tratamentos com prebidticos (ILB1). ILB foi o Unico grupo
gue apresentou crescimentos visiveis ap0s o cultivo em beta-lactamicos. No grupo
controle do ileo (ILA), o grupo que recebeu beta-lactamicos (ILA1) apresentou uma
contagem cem vezes maior do que o0 grupo que ndo recebeu nenhum antibiético
(ILA4). Considerando os grupos que demonstraram crescimento na presenca de
beta-lactamicos, o grupo que recebeu beta-lactamicos (ILA1l) apresentou uma
contagem cem vezes maior do que o grupo que ndo recebeu nenhum antibiético
(ILA4); ILB1 apresentou uma contagem 99,96% menor do que ILB4; e CPAl

apresentou uma contagem 82,24% menor do que CPA4 (Tabela 03).
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Tabela 01 — Resultados das analises de culturébmica, e sua distribuicao
entre os diferentes tratamentos

ILA ILB ILC CPA CPB CPC Total

Gram +

Aneurinibacillus aneurinilyticus - 2 4 4 4 3 17
Bacillus altitudinis - - - - 1 - 1
Bacillus badius - 5 1 3 2 2 13
Bacillus cereus 3 5 3 7 1 8 27
Bacillus circulans - - 1 - - - 1
Bacillus licheniformis 5 6 5 3 - - 19
Bacillus pumilus 3 7 4 - - - 14
Bacillus sonorensis - - - - 1 - 1
Bacillus subtilis 1 - 2 - 3
Clostridium tertium 3 2 5 - 11 - 21
Enterococcus faecalis - - - - 4 - 4
Enterococcus faecium 11 16 7 - 3 3 40
Enterococcus gallinarum - - - - - 2 2
Lysinibacillus boronitolerans - 3 - - 1 - 4
Lysinibacillus sphaericus - - - - 1 1
Micrococcus luteus - - - - - 1 1
Micromonospora chalcea - - 1 - - - 1
Rummeliibacillus pycnus - - 11 - - 21 32
Staphylococcus epidermidis - - 1 - - - 1
Staphylococcus pasteuri - - 2 - - - 2
Staphylococcus saprophyticus 3 - - - - - 3
Staphylococcus warneri - - 3 - 7 1 11
Total 28 46 49 17 38 41 219
Gram - ILA ILB ILC CPA CPB CPC Total
Brevundimonas vesicularis - - 2 - - - 2
Burkholderia cepacia 1 - - - - 1 2
Comamonas kerstersii - - - 19 - 1 20
Escherichia coli 5 6 4 10 3 9 37
Klebsiella pneumoniae - - - 2 - - 2
Pantoea sp - 1 - - - - 1
Proteus mirabilis 1 2 3 3 6 1 16
Pseudomonas koreensis - 1 - - - - 1
Pseudomonas oryzihabitans - 1 - - - - 1

Pseudomonas stutzeri - - 1 - - - 1
Total 7 11 10 34 9 12 83
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Tabela 02 — Indices de diversidade de Simpson e Shannon calculados a

partir dos resultados da culturémica.

indice de diversidade de Simpson
indice de diversidade de Shannon

Equidade
Riqueza

Numero total de individuos

ILA ILB
0.85 0.88
197 224
0.894 0.872

9 13

35 57

ILC CPA CPB CPC
0.93 0.8 0.9 0.8
2.63 1.79 234 1.9
091 0.859 0.885 0.765
18 8 14 12
59 51 47 53

ILA: grupo ileo controle; ILB: grupo ileo + MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sédio; CPA: grupo

c6lon proximal controle; CPB: grupo colon proximal + MOS; CPC: grupo célon proximal + butirato de sédio.

Tabela 03 — Resultados dos testes de suscetibilidade a antibi6ticos no
crescimento dos tratamentos ILA, ILB, ILC, CPA, CPB e CPC.

Aliguota | Contagem Aliquota Contagem
ILA1* 3,0x10% UFC/ml CPA1 1,03x108 UFC/ml
ILA2 0 CPA2 0

ILA3 0 CPA3 0

ILA4 3,0x10 UFC/m CPA4 5,8x108 UFC/m
ILB1 5,9x108 UFC/m CPB1 0

ILB2 0 CPB2 0

ILB3 0 CPB3 0

ILB4 1,39x10%? UFC/m CPB4 8,7x108 UFC/m
ILC1 0 CPC1 0

ILC2 0 CPC2 0

ILC3 0 CPC3 0

ILC4 7,0x108 UFC/ml CPC4 4,7x10° UFC/ml

*ILA: grupo ileo controle; ILB: grupo ileo + MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sddio; CPA: grupo

co6lon proximal controle; CPB: grupo c6lon proximal + MOS; CPC: grupo célon proximal + butirato de sédio. 1 =

beta-lactamicos; 2 = aminoglicosideos; 3 = ciprofloxacina; 4 = grupo controle, sem antibidtico.
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5.2.2 —Resultados da determinacao da CIM dos isolados

Os resultados dos testes de microdiluicdo foram agrupados para a
comparacao dos valores entre os diferentes tratamentos utilizados. Os valores de
CIM dos grupos que receberam tratamento (ILB, ILC, CPB e CPC) foram
comparados com os valores de CIM dos grupos controle (ILA e CPA) para averiguar
se os valores de CIM apresentaram redugcédo com os tratamentos (Tabela 4). Devido
a grande variacdo dos valores, o que dificultou a comparacao, o MICso foi calculado
a partir dos valores obtidos pelos testes de CIM para cada espécie, a fim de permitir
uma comparacdo mais precisa entre o perfil de resisténcia das populacdes
bacterianas nos diferentes tratamentos e controles (Tabela 5). Quando comparados
os valores de MICsq, diferencas estatisticamente relevantes ndao foram observadas
entre os niveis de resisténcia de ILA e ILB (W = 6; p = 0,176), de ILA e ILC (W = 2;
p = 0,043), de CPA e CPB (W = 13; p = 0,866), ou de CPA e CPC (W =13; p =
0,866).

Tabela 04 — Intervalo dos valores de concentracao inibitéria minima para

as espeécies observadas nos diferentes tratamentos.

A. B. B. cereus | B. C. C. E. E. coli P.
aneurinilyticus | badius pumilus tertium kerstersii | faecium mirabilis
ILA n=0 n=0 n=3 n=3 n=3 n=0 n=11 n=5 n=1
Amp - - 512 8 >512-1 - 64 -2 >512-8 1
cef - - 64 32-8 64 -2 - >512-512 | 512-1 512
Clp - - 2 2-0,25 128 -0.25 - 256-128 128-0.5 2
Gen - - 0.5 8-<0.25 32-4 - 512-32 64-4 16
|m| - - 1 256-0.5 >512-1 - >512-8 >512-2 2
ACN - - 64 512-1 >512-32 - >512-256 | >512-64 64
Pen - - 128 2-05 512-1 - 64-2 >512-32 1
ILB n=2 n=5 n=5 n=7 n=2 n=0 n=16 n=6 n=2
Amp 64-32 >512 - 512 -256 8 4-0.5 - 256-1 >512-2 >512-2
256
cef >512 >512 - 128 -32 4 >512-32 - >512-128 | 256-0.25 256 -
16 0.25
C' 256 512 - 4-1 2 128-16 - 256-0.25 256-1 2-0.25
ip
0.25
Gen 512 -256 256-0.5 4-2 8 16 - >512-1 32-2 128-2
|m| 128 -64 512-32 16-8 64 64-16 - >512-2 256-1 4-0.25
ACN >512 >512 - 64 256 >512-512 - >512-128 | 512-4 512-64
64
Pen 256 512-2 256-128 2 8 - 512-1 >512-8 512-4
"_c n=4 n=1 n=3 n=4 n=5 n=0 n=7 n=4 n=3
Amp >512-4 ;5[;2— >512-4 >512 >512-2 - >512-2 512-64 256-1
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Cef >512 - 256 8 64-16 >512 — >512-4 - 512-0.25 | 2 >512—
256 512
Cip 2561 0.25 0.5 0.25 2 512-0.25 | - 64-0.25 2-05 64-16
Gen 512-2 0.25 05-1 128 512-4 - 512-32 1-05 512-128
Imi 128 -2 0.25 0.5-<0.25 | 64-32 512-0.25 | - 64-0.5 4-1 >512
AcN >512 - 512 32 6432 256 51264 - 512-1 128 512 -256
Pen 5122 64 128 -64 512 >512 -4 - 2561 512-128 >512
CPA n=4 n=3 n=7 n=0 n=0 n=19 n=0 n=10 n=3
Amp | >512-8 >512-8 | >512-512 | — - >512-64 | — >512 -4 >512 128
Cef 5124 512-64 | 64 - - >512 — - >512-0.25 | >512-32
0.25
Cip 256-2 2564 0.25 - - 512-1 - 64-0.25 16 —<0,25
Gen 256 -2 8 0.5 - - >512 — - 512-2 64-16
0.25
Imi 512-0.5 256-16 | 0.5-1 - - 512 - 16-0.5 512-4
0.25
AcN >512 - 512 >512 — 32 - - >512-4 | - >512-32 512-2
512
Pen >512-8 512-8 64 - - >512-64 | - >512-2 >512 128
CPB n=4 n=2 n=1 n=0 n=11 n=0 n=3 n=3 n=6
Amp | 32-1 >512-4 | >512 - >512 -1 - 256-16 16-0.5 >512 —
0.5
Cef >512 — 64 >512 — 128 - >512-2 - >512-32 | 128-0.25 | >512-2
128
Cip 256-0.5 256 -2 0,5 - 128-0.25 | - 512-32 64-1 128 -
0.25
Gen 256-1 256 -8 1 - >512-1 - 128-32 4 512-1
Imi >512-1 256 0,25 - >512-1 - >512-32 | 256-0.5 >512 -
0.5
AcN >512 - 64 512 32 - >512-32 | - 512-32 256 -4 >512 -4
Pen 25616 256-8 256 - >512-1 - 32-1 25632 >512-8
CPC n=3 n=2 n=8 n=0 n=0 n=1 n=3 n=9 n=1
Amp | 512-05 512-16 | 512-2 - - 512 >512-2 >512 8
Cef 512-0.25 >512 - 64-2 - - >512 >512 - 32-4 512
512 0.25
Cip 4-0.25 256-32 | 4-<0.25 | - - 64-32 64-0.25 256 -0.25 | 128
Gen 4 >512 - 05-0.25 | - - 4 64-0.5 >512-2 256
512
Imi 1-05 512 0.25- - - 32 64-1 128-0.5 4
<0.25
AcN 128-32 512 32-1 - - 512 >512-128 | >512-32 512
Pen 128-0.25 16 256 -2 - - 64 512-2 >512 - 64 4
Tabela 05 — Comparacéo entre os valores de MICso para as espécies dos
diferentes tratamentos.
A. B. B. B. C. C. E. E. P. Média
aneurinilyticus | badius cereus | pumilus | tertium | kerstersii | faecium coli mirabilis | MIC 5o
n= n= n= n= n= n= n= n= n=
0 0 3 3 3 0 11 5 1
Amp | - - 512 8 >512 - 64 >512 1 438,83
Cef - - 64 32 64 - >512 512 512 368
Cip - - 2 2 128 - 128 128 2 65
Gen | — - 0,5 8 32 - 32 64 16 25,42
Imi | - - 1 256 >512 = 32 128 2 240,5
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AcN | - - 64 512 >512 - 256 256 64 362,67
Pen | - - 128 2 512 - 4 >512 1 278,5
ILB n=2 n=5 n=5 n=7 n=2 n=0 n=16 n=6 n=2

Amp | 64 512 512 8 4 - 256 >512 512 361,5
Cef >512 >512 128 4 >512 - >512 0,25 256 560,53
Cip 256 512 1 2 128 - 256 8 2 145,63
Gen | 512 256 8 16 - 128 4 128 131,75
Imi 128 512 8 64 64 - >512 64 4 2335
AcN | >512 512 64 256 >512 - >512 512 512 616
Pen | 256 512 256 2 8 - 8 32 512 198,25
ILC n=4 n=1 n=3 n=4 n=5 n=0 n=7 n=4 n=3

Amp | >512 >512 >512 >512 >512 - >512 512 1 832,125
Cef >512 8 64 >512 >512 - 512 2 512 521,25
Cip 256 0,25 0,5 2 32 - 16 0,5 64 46,41
Gen | 512 0,25 0,5 128 512 - 32 1 512 212,22
Imi 128 0,25 >512 64 >512 - 64 1 >512 416,16
AcN | >512 32 64 256 512 - 512 128 512 380
Pen | 256 64 64 512 512 - 32 128 >512 324
CPA | n=4 n=3 n=7 n=0 n=0 n=19 n=0 n=10 | n=3

Amp | >512 >512 >512 - - 512 - >512 >512 938,67
Cef 512 512 64 - - >512 - 0,25 >512 522,71
Cip 2 256 0,25 - - 4 - 32 >512 219,71
Gen | 2 8 0,5 - - 2 - 256 32 50,08
Imi 512 256 1 - - 32 - 8 512 220,17
AcN | 512 512 32 - - 512 - 256 512 389,33
Pen | >512 512 64 - - 128 - >512 >512 629,33
CPB | n=4 n=2 n=1 n=0 n=11 n=0 n=3 n=3 n=6

Amp |1 >512 >512 - >512 - 256 16 >512 624,15
Cef 64 >512 128 - 256 - >512 128 >512 521,14
Cip 256 256 0,5 - 32 - 512 64 64 169,21
Gen | 256 256 1 - 512 - 128 4 512 238,43
Imi >512 256 0,25 - 512 - >512 256 >512 585,18
AcN | 64 512 32 - 512 - 512 256 >512 416
Pen | 256 256 256 - 512 - 32 256 >512 370,28
CPC =3 =2 =8 n=0 n=0 n=1 n=3 n=9 =1

Amp | 512 512 512 - - 512 >512 >512 8 586,28
Cef >512 >512 2 - - >512 >512 8 512 659,71
Cip 128 256 >512 - - 64 128 32 128 251,43
Gen | 256 >512 0,25 - - 4 512 8 256 294,32
Imi 128 512 >512 - - 32 128 0,5 4 261,21
AcN | >512 512 32 - - 512 >512 >512 512 662,86
Pen | 128 16 256 - - 64 512 >512 4 286,29

ILA: grupo ileo controle; ILB: grupo ileo + MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sddio; CPA: grupo

c6lon proximal controle; CPB: grupo célon proximal + MOS; CPC: grupo c6lon proximal + butirato de sédio.
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Antibidticos utilizados: ampicilina (Amp), ceftazidima (Cef), ciprofloxacina (Cip), gentamicina (Gen), imipenem

(Imi), acido nalidixico (AcN) e penicilina (Pen). “n” se refere ao nimero de individuos da espécie em cada grupo.

5.3 — Resultados das andlises do sequenciamento de alto
rendimento

Foi utilizado no total um conjunto de dados compostos por 346,430
sequéncias, agrupadas em um total de 15,065 unidades taxonbémicas operacionais
(OTUs) com o valor de dissimilaridade maxima de sequéncia de 3% para o gene 16S
rRNA. As andlises de alfa diversidade revelaram diferencas significantes: houve uma
notavel diferenca entre os valores de Shannon dos tratamentos, lleo (F = 115,1; p <
0,0001) e Colon Proximal (F = 153,0; p <0,0001), assim como os valores de Simpson
(lleo F = 518,7; p < 0,0001, Colon Proximal F = 33,08; p = 0,0006). Estas diferencas
foram observadas de forma consistente a partir da comparacdo dos grupos que
receberam tratamento (ILB, ILC, CPB e CPC) com seus respectivos grupos controle
(ILA e CPA). O numero de espécies observadas em cada tratamento foram: ILA
(2,943), ILB (3,212), ILC (3,876), CPA (3,123), CPB (2,636), e CPC (2,675) (Figuras
7 e 8).

No contexto de composicao taxondmica dos tratamentos do grupo ileo, o
grupo controle ILA demonstrou uma predominancia do filo Firmicutes (49.72%),
seguido por Proteobacteria (29.84%) e Bacteroida (3.23%). O grupo ILB, por outro
lado, foi dominado pelo filo Proteobacteria (44.72%), seguido por Firmicutes
(37.16%) e Bacteroidota (9.38%). No grupo ILC, o filo Proteobacteria demonstrou a
maior dominancia sobre os outros filos (50.48%), enquanto Firmicutes e Bacteroidota
apresentaram os menores valores dentre os tratamentos do grupo ileo (39.66% e
1.49%, respectivamente) (Figura 9).

Quanto aos tratamentos do grupo célon proximal, o grupo controle (CPA)
demonstrou uma predominancia do filo Firmicutes (77.37%) com Bacteroidota e
Proteobacteriaem menores proporgoes (7.54%e 7.00%, respectivamente). No grupo
CPB, as populacdes de Firmicutes e Proteobacteria diminuiram (57.37% e 4.94%,

respectivamente) e as populagcbes de Bacteroidota aumentaram (26.09%);
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adicionalmente, as populacdes de Actinobacteriase tornaram mais prevalentes
(7.70%). Finalmente, no grupo CPC, Firmicutes ainda foi o grupo dominante
(55.61%), enquanto que o filo Proteobacteria apresentou um aumento de sua
populacdo (29.56%). Actinobacteria também se tornou mais predominante (5.40%)

em comparagao com Bacteroida (3.56%) (Figura 9).
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Figura 07 — Gréficos de alfa—diversidade dos grupos ileo. ILA: grupo ileo controle; ILB: grupo ileo +
MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sédio.
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Figura 08 — Gréficos de alfa—diversidade dos grupos célon proximal. CPA: grupo célon proximal
controle; CPB: grupo cdlon proximal + MOS; CPC: grupo c6lon proximal + butirato de sédio.

Em um nivel taxonbmico inferior, o grupo ILA demonstrou
Enterobacteriaceae (25.03%) como a familia dominante, seguido por
Acidaminococcaceae (21.24%), Lactobacillaceae (7.09%) e Desulfovibrionaceae
(6.48%). Isso foi observado de maneira semelhante no grupo ILB, Enterobacteriaceae
sendo a familia dominante novamente (40.76%), seguido por Acidaminococcaceae
(11.68%). Veillonellaceae (6.84%) e Desulfovibrionaceae (1.66%). No grupo ILC, a
familia dominante foi Comamonadaceae (38.38%), enquanto os valores de
abundancia de Enterobacteriaceae foram reduzidos (10.63%). Adicionalmente,
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Lactobacillaceae foram mais relevantes neste grupo (18.92%) (Figura9).

Nos grupos do colon proximal, CPA apresentou Acidaminococcaceae
como a familia mais abundante (32.89%), seguido por Lactobacillaceae (10.41%).
CPB, embora também predominado por Acidaminococcaceae (22.63%), demonstrou
um aumento na abundancia de Prevotellaceae (15.59%). No grupo CPC,

Lactobacillaceae foi a familia mais abundante (26.34%), seguido por

Enterobacteriaceae (15.64%), Comamonadaceae (12.10%), e Oscillospiraceae

(10.37%) (Figura 9).
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Figura 09 — Composicéo taxondmica dos tratamentos fleo e Colon Proximal, em nivel de Filo (A) e
Familia (B). ILA: grupo ileo controle; ILB: grupo ileo + MOS; ILC: grupo ileo + butirato de sddio; CPA: grupo coélon

proximal controle; CPB: grupo cdélon proximal + MOS; CPC: grupo c6lon proximal + butirato de sédio.

Para a andlise em nivel de género, foram exclusivamente considerados
géneros que apresentaram um valor de representagdo maior do que 4% dentre as
amostras. Os resultados destas analises foram comparados e apresentados na

Tabela 6 (grupo ileo) e Tabela 7 (grupo Célon Proximal).

Tabela 06 — Percentual em nivel de género da abundancia no grupo ileo.

ILA ILB ILC
Escherichia-Shigella | 24,58%|40,00% | 10,34%
Acidaminococcus |20,42%1]10,83%| 0,14%

Lactobacillus 472% | 1,84% |15,73%
Unclassified 2.00% 0 38.38%
Comamonadaceae
Bacteroides 0,22% | 5,62% | 0,05%

Megasphaera 5,75% | 6,56% 0

Tabela 07 — Percentual em nivel de género da abundancia no grupo célon

proximal

CPA CPB CPC
Escherichia-Shigella 0 3,80%] 15,35%
Acidaminococcus |31,03%21,37%| 0,11%

Lactobacillus 7,11% | 5,68% |20,58%
Unclassified 0 0 12.10%
Comamonadaceae
Unclassified

L 479% | 0,62% | 0,89%
Succinivibrionaceae

Bifidobacterium 0,70% | 5,34% | 1,28%
Muribaculaceae 1,86% | 8,09% | 0,07%
Prevotella 0,79% |13,99%| 0,01%
Limosilactobacillus | 2,85% | 3,11% | 4,58%

U_nclasg.lfled 0,90% | 0,48% | 7,00%
Oscillospiraceae

6. DISCUSSAO

A substituicdo de antibiéticos como promotores de crescimento no setor

agropecuério, a suplementacdo da metagendmica pela culturémica, a utilizacdo de
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modelos in vitro para a simulagéo de ambientes in vivo e a modulagdo da microbiota
intestinal por probioticos sdo temas ja explorados por diversos estudos anteriores. No
entanto, ha poucos artigos detalhando estes topicos em conjunto, e estudos a
respeito da influéncia do uso de antibiéticos na modulacdo da suscetibilidade
bacteriana a antibi6ticos séo raros.

O presente estudo ofereceu a oportunidade de avaliar a viabilidade do uso
de um modelo in vitro para a simulacdo do ambiente gastrointestinal suino, e os
possiveis efeitos do uso de MOS e &cido butirico, assim como altera¢gdes no perfil da
suscetibilidade a antibioticos sobre a simulacdo de uma microbiota reconstituida a

partir de fezes de leitbes desmamados.

6.1 — Utilizag&do de modelos in-vitro

A aplicabilidade dos modelos simulando o trato gastrointestinal suino ja foi
previamente comprovada na simulacdo do processo de desmame na microbiota
suina (Dufourny et al; 2019), os efeitos da utilizacdo simultdnea de probidticos e
prebidticos sobre a microbiota suina (Tanner et al; 2014) e os efeitos da adi¢édo de
parede celular de leveduras (Nakashimada et al; 2011). Estes artigos anteriores nédo
relataram quaisquer dificuldades quanto ao cultivo da microbiota suina em modelos
in vitro. O modelo in vitro elaborado a partir de modificacdes ao modelo utilizado por
Dufourny et al (2019) permitiu a cultura de uma simulacdo da microbiota suina com
sucesso.

Tanto a analise via culturomica como a metagendmica demonstraram que
a microbiota intestinal suina € dominada pelos filos Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes e Actinobacteria. Dufourny et al (2019) reportou uma maior abundancia
de filos menores (como Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia) em
comparacdo a analises realizadas in vivo, onde Firmicutes e Bacteroidetes
representam 90% dos filos presentes.

O modelo desenvolvido in house utilizado neste estudo careceu de
componentes presentes ho modelo baby—SPIME de Dufourny et al. (2019), como a
conexdo entre os compartimentos, o fluxo de contetdo gastrico e utilizacdo de
nitrogénio para a manutencdo do ambiente anaerdbico. Apesar disto, o modelo in
house apresentou um desempenho similar e permitiu as diversas analises realizadas

neste estudo.
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E importante ressaltar que, apesar dos esforcos de simular o ambiente
gastrointestinal de maneira mais precisa possivel, modelos in vitro atuais s&o
incapazes de diretamente demonstrar os efeitos dos tratamentos sobre o organismo
hospedeiro. Enquanto experimentos in vitro permitem a observagéo de tratamentos
sobre a composi¢cado e comportamento da microbiota, a maioria dos estudos in vivo
detalha os efeitos sobre o animal hospedeiro, dentre eles a estimulagcdo do
crescimento animal (Miguel et al; 2004), fortalecimento das vilosidades intestinais
(Poeikhampha et al. 2011), reducao da inflamacéo sistémica e regulagcéo da funcao
imune (Xudong et al; 2019). Ainda assim, alteracdes na microbiota intestinal sao
correlacionadas com tais mudancas fisiologicas e, portanto, é possivel estipular os
possiveis efeitos dos resultados obtidos via modelos in vitro sobre o organismo

hospedeiro.

6.2 — Anéalises metagendmica e culturdmica da microbiota

A utilizacdo em conjunto da metagendmica e culturémica foi proposta para
aprimorar a identificacdo de populacbes microbianas. Embora a metagenémica
permita uma analise mais detalhada de popula¢cdes bacterianas, tais analises ainda
apresentam desvantagens que impossibilitam a total identificacdo da microbiota
intestinal. Dentre elas, o0 custo e tempo necessarios para a realizacdo das analises,
a necessidade de altas quantidades de material genético de alta qualidade (Wang et
al; 2015), assim como uma incapacidade de identificar espécies em abundéancias
abaixo do limite de detecc¢éo e suscetibilidade a lise incompleta de células durante o
processo de extracdo ou amplificacdo por PCR inadequada (Wang et al; 2021).

Os resultados das andlises de culturébmica demonstraram que Firmicutes
e Proteobacteria foram os principais filos encontrados, enquanto os resultados das
analises de metagenémica apresentam uma presenca menor de Proteobacteria e a
presenca de Bacteroidota, que nado foi encontrada pelas analises de culturbmica. Esta
discrepancia entre os resultados foi observada de maneira semelhante em estudos
por Wang et al (2021) e Mun et al (2021) que analisaram a microbiota de leitdes in
vivo. A culturbmica foi somente capaz de detectar 3 filos, mas identificou 12 familias
gue foram ignoradas pela andlise de metagenémica (Bacillaceae, Burkholderiaceae,
Caryophanaceae, Caulobacteraceae, Clostridiaceae, Enterococcaceae,

Erwiniaceae, Micrococcaceae, Micromonosporaceae, Paenibacillaceae,
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Pseudomonadaceae e Staphylococcaceae). Por outro lado, a metagendmica
identificou 8 familias que ndo foram encontradas através da analise de culturémica
(Acidaminococcaceae, Lactobacillaceae, Dessulfovibrionaceae, Lachnospiraceae,
Muribaculaceae, Oscillospiraceae, Prevotellaceae, Vellonellaceae). Estudos
anteriores demonstram que a culturémica é capaz de contribuir de forma significativa
para a analise da microbiota em conjunto com a metagen6mica, demonstrando
resultados onde 65% das espécies encontradas ndo sdo identificadas pela
metagendémica (Mun et al; 2021).

Notavelmente, certos géneros de interesse, como Lactobacillus e
Bifidobacterium, ndo foram detectados através da culturébmica no presente estudo,
mesmo com a utilizacdo do agar MRS que favorece o crescimento de Lactobacillus.
O cultivo de tais géneros ja foi demonstrado anteriormente em estudos que avaliam
a culturémica (Mun et al; 2021). Outros estudos relatam populagdes de bactérias
relevantes abaixo do esperado, mas nenhum relata uma total auséncia como
observado neste estudo: Dufourny et al (2019) observou poucas populacdes de Bacilli
e Lactobacillus. Wang et al (2021), por outro lado, relatou que apenas metade dos
isolados provenientes do agar MRS foram Lactobacillus, e que 31% dos isolados
provenientes deste agar foram os géneros Escherichia e Streptococcus, sugerindo
gue um meio com maior especificidade a Lactobacillus dever ser utilizado.

O presente estudo utilizou cinco meios de cultura (MAO, MacConkey,
MRS, CLED e ACTM) com o intuito de oferecer condicbes amplas o suficiente para o
cultivo e identificacdo do maior nimero de espécies diferentes possiveis. Mas a
auséncia de bactérias descritas por outros estudos que utilizaram métodos
dependentes de cultura indica que a metodologia utilizada para a analise de
culturdmica deve ser reavaliada e outros métodos de enriquecimento e isolamento
devem ser acrescentados. Possiveis adicbes a metodologia sugeridas pela
bibliografia sdo um substrato de mucina sélida ao modelo, que auxiliaria no
desenvolvimento das espécies ausentes (Dufourny et al; 2019), ou a utilizacdo de
agar BSM, que é especifico para Bifidobacterium (Wang et al, 2021).

Vale ressaltar a presenca da espécie Rumellibacillus pycnus, que foi
somente identificado através da culturbmica e somente esteve presente nos grupos
gue receberam butirato de sodio (ILC e CPC). Nenhum estudo que detalha a
microbiota suina ou a utilizacdo de culturébmica menciona tal espécie, e h4 pouca

informacdo disponivel a respeito desta espécie. As Unicas caracteristicas que foram
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observadas neste estudo € a coloracdo Gram-—positiva, a esporulagcdo e a

necessidade de butirato de sodio para o seu crescimento.

6.3 — Efeitos prebidticos de MOS e butirato de sédio

A utilizacao de prebidticos e seus efeitos sobre a saude de animais ja
foram descritos em estudos utilizando modelos in vivo e in vitro, e demonstram
resultados diferentes quanto a influéncia que os prebidticos exercem sobre a
microbiota. Tanner et al (2014) ndo observou alteragées em populacdes de espécies
potencialmente benéficas (como Lactobacilli e Bifidobacterium) enquanto que Gainza
et al (2020), Tiwari et al (2020) e Nakashimada et al (2011) reportam um aumento da
abundancia de tais espécies devido a utilizacdo de prebidticos. O consenso geral
dentre os estudos € de que a acdo dos prebioticos demonstra resultados variados
devido a diferenca entre a metodologia utilizada por cada estudo. O estudo aqui
descrito trouxe resultados variados, pode—se observar pela metagendémica que
Lactobacillus foi reduzido pela acdo de MOS mas aumentou na presenca de butirato
de sdédio. Bifidobacterium, por outro lado, sofreu uma reducdo quando exposto a
butirato de sodio, e aumentou na presenca de MOS.

Conforme previamente mencionado, os MOS possuem a capacidade de
interferir na aderéncia bacteriana ao epitélio intestinal através da ligacdo entre as
fimbrias bacterianas tipo | e oligossacarideos de manose encontrados na superficie
do epitélio intestinal (Spring et al; 2000). Dentre as bactérias identificadas neste
estudo, Escherichia coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae sao potenciais
portadores de tais fimbrias. As populacdes de Escherichia coli foram reduzidas
drasticamente no grupo CPB, enquanto o grupo CPC apresentou um resultado similar
ao grupo controle (CPA). Este efeito inibitério sobre Escherichia coli ndo foi observado
no grupo ileo, sugerindo que um pH mais alcalino possa interferir na acdo dos MOS.
Tal influéncia do pH sobre o desempenho de prebidticos ja foi observado na utilizagédo
de &cido butirico como um agente antibacteriano, que requer concentracdes maiores

para exercer seu efeito em pH acima de 5 (Sun et al; 2015).
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Os prebidticos ndo sdo somente capazes de estimular o desenvolvimento
de espécies benéficas, mas também demonstram um efeito inibitorio sobre espécies
patogénicas. Contudo, somente 0s grupos que receberam butirato de sédio
apresentaram uma diminuicdo significativa de espécies patogénicas neste estudo.
MOS levou a um aumento nas populaces bacterianas de maneira geral. A Unica
excecao foi Escherichia coli, que se demonstrou pouco afetada pelo butirato de sédio
mas sofreu uma reducdo quando exposta a MOS no grupo célon. Tal resisténcia foi
observada de maneira semelhante por Lopez—Colom et al (2020), que avaliou os
efeitos de butirato de s6dio sobre Escherichia coli em leitbes. Embora os animais
tenham apresentado uma modificacdo positiva no epitélio intestinal, as populacdes
de Escherichia coli ndo foram alteradas significantemente. O efeito inibitério de MOS
sobre bactérias patogénicas geralmente € somente eficaz contra bactérias portadoras
de fimbria tipo I. A inibicdo de bactérias portadoras de fimbria foi observada em
porcos (Tanner et al; 2014), aves (Pourabedin et al; 2014) e camardes (Gainza et al;
2020). Nakashimada et al (2011) oferece uma excecéo, descrevendo uma reducao
de Bacteroides fragilis através do uso de parede celular de levedura e sugerindo que
a inibicdo ocorre devido a inibicao da absorcéo de glicose, galactose e arabinose. No
entanto, Bacteroides fragilis € um portador de fimbrias (Wexler; 2007) e, portanto, é
possivel que a aglutinacdo por MOS também seja responsavel pela inibicdo neste

caso.

6.4 — Modulacdo da suscetibilidade a antibidticos na microbiota

exposta a prebioticos

Atualmente existem poucos estudos que exploram a modulacdo da
resisténcia microbiana a antibioticos, e ainda menos estudos que detalhem tal efeito
a partir da utilizacdo de substancias prebiéticas. Nenhum estudo especificamente
detalhando os efeitos dos prebidticos sobre a resisténcia a antibiéticos de uma
populacdo microbiana foi encontrado.

A microbiota cultivada através do modelo passou por dois testes de
suscetibilidade a antibiéticos, a fim de averiguar se os prebidticos utilizados (MOS e
butirato de so6dio) possuem algum efeito modulatério sobre as populacdes

bacterianas resistentes. Preliminarmente, os resultados do teste de suscetibilidade
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demonstraram que a adi¢@o dos prebi6ticos resultou em maiores valores de unidades
formadoras de col6nia por ml quando comparados aos grupos controle ILA e CPA
nos grupos que ndo receberam antibidticos. Este estimulo de crescimento néo
necessariamente significa que os prebidticos favoreceram espécies resistentes, mas
gue os tratamentos auxiliaram no crescimento e desenvolvimento dos
microrganismos. A presenca de crescimentos em ambos grupos ILA e CPA na
presenca de antibioticos beta—lactamicos aponta que a microbiota original
proveniente das amostras fecais (que nao sofreram qualquer influéncia pelo MOS ou
butirato de so6dio) j& possuiam espécies resistentes a esta classe de antibioticos.
Apenas ILC, CPB e CPC n&do demonstraram crescimentos, sugerindo que oS
prebidticos exerceram uma influéncia sobre as populacdes resistentes. Embora o
grupo CPB nédo tenha apresentado crescimentos, o grupo ILB demonstrou
crescimentos na presenca dos antibioticos beta—lactamicos.

Os testes de CIM, por outro lado, demonstraram que o tratamento com
prebidticos ndo alterou de maneira significativa o perfil de suscetibilidade da
microbiota cultivada. Quando comparados aos grupos controles, 0s grupos que
receberam tratamentos prebidticos demonstraram tanto diminui¢des quanto aumento
dos valores de CIM, sendo possivel observar modificacbes positivas nas CIM por
comparacdes diretas. Todavia, as comparacdes estatisticas entre os resultados de
MICso ndo revelaram diferengas estatisticamente relevantes entre os grupos controle
e 0S grupos que receberam tratamento.

Wang T. et al (2021) desenvolveu um estudo para averiguar os efeitos de
MOS sobre a microbiota de camardes Litopenaeus vannamei. Dentre os efeitos
listados, houve uma reducédo nos genes de resisténcia e elementos genéticos moéveis.
O estudo utilizou reacdo em cadeia de polimerase quantitativo (QPCR) de alto
rendimento para observar a influéncia do prebiético sobre o perfil de suscetibilidade

bacteriano, uma possivel alternativa para estudos futuros.
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7. CONCLUSAO

O modelo in house utilizado foi capaz de recuperar populac¢des bacterianas
provenientes de amostras fecais suinas através da simulacdo do ambiente
gastrointestinal, e permitiu a analise dos efeitos de prebioticos sobre a microbiota.

O uso da metagendbmica e da culturomica em conjunto permitiu a
montagem do perfil bacteriano da microbiota gastrointestinal suina simulada. E,
apesar do fato que os resultados nao foram completamente precisos, a culturomica
pode ser facilmente modificada a partir da inclusdo de meios de cultivo mais
especificos para o isolamento de espécies de dificil cultivo.

MOS e butirato de sbédio se demonstraram capazes de alterar as
populacdes bacterianas presentes na microbiota simulada e reduzir certas espécies
patogénicas.

E por fim, ndo foi possivel comprovar o efeito destes prebidticos sobre a
suscetibilidade da populacdo bacteriana a antibidticos devido a resultados
estatisticamente comprovados. Os testes de suscetibilidade sugerem um possivel
efeito quando pareados a agrupamentos de antibidticos, mas analises mais

detalhadas sdo necessarias para obter respostas concretas.
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