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RESUMO

A microbiota intestinal humana (MIH) apresenta grande densidade e diversidade de
microrganismos, desempenhando importantes fung¢des, como fornecimento de
energia, de nutrientes e modulagao imunolégica, sendo que seu desequilibrio pode
estar relacionado a diversas patologias. Um dos fatores que mais influenciam na
formacéo da MIH s&o os habitos alimentares, que poderiam ser utilizados de forma a
modular a relagdo entre hospedeiro e MIH, abrindo caminho para possiveis
intervengdes terapéuticas, a fim de prevenir e controlar doengas. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a estrutura de comunidades bacterianas em individuos
saudaveis com diferentes habitos alimentares e correlacionar com suas
caracteristicas  nutricionais.  Voluntarios  vegetarianos  estritos  (n=19),
ovolactovegetarianos (n=20) e onivoros (n=19) foram submetidos a avaliagéo
antropométrica e de consumo alimentar, além da coleta de amostras fecais, que
foram analisadas através de cultivo em meios de cultura seletivos e de quantificagao
relativa por PCR em tempo real. As culturas com crescimento viavel de bactérias
foram submetidas a contagem de UFC e avaliacdo de morfotipos. Na analise
quantitativa por PCR em tempo real, foram avaliados os grupos bacterianos
Firmicutes, Bacteroidetes, y-Proteobacteria e Lactobacillus. A dieta de individuos
vegetarianos estritos exibiu maior consumo de carboidratos e fibras e menor
consumo de proteinas e lipideos. O alto consumo de proteinas de origem animal e
de lipideos pode estar relacionado ao aumento da abundancia de bactérias Gram
negativas potencialmente patogénicas na MIH. Do ponto de vista qualitativo, nao foi
possivel um agrupamento por similaridade desses voluntarios, o que sugere que 0s
diferentes habitos alimentares, numa visdo geral, ndo seriam suficientes para gerar
diferengas qualitativas na composi¢cao da MIH. Entretanto, houve a formagédo de um
core bacteriano compartilhado entre os grupos, que poderia estar relacionado ao
consumo de vegetais in natura ou minimamente processados. Portanto, diferencas
nos consumos de macronutrientes, bem como nos tipos e formas dos alimentos
ingeridos, exercem grande responsabilidade sobre a abundancia dos

microrganismos na MIH.

Palavras-chave: microbiota intestinal; onivoro; ovolactovegetariano; vegetariano

estrito; nutrientes; habitos alimentares.



ABSTRACT

The human gut microbiota (MIH) has a high density and diversity of microorganisms,
performing important functions, such as energy and nutrient supply and immune
modulation, and its imbalance is related to several pathologies. MIH regulation is
closely related to eating habits, which could be used to modulate the relationship
between host and MIH, representing a possible path for therapeutic interventions to
prevent and control diseases. Therefore, the present study aimed to evaluate the
structure of bacterial communities in healthy individuals with different eating habits
and to correlate with their nutritional characteristics. Strict vegetarian volunteers
(n=19), lacto-ovo-vegetarians (n=20) and omnivores (n=19) were submitted to
nutritional and anthropometric assessment and fecal samples were collected and
analyzed by cultivation in selective culture mediaand real-time PCR. Cultures with
viable bacterial growth were submitted to CFU counting and morphotype evaluation.
In the real-time PCR analysis, the Firmicutes, Bacteroidetes, y-Proteobacteria and
Lactobacillus bacterial groups were evaluated. The diet of strict vegetarians exhibited
higher consumption of carbohydrates and fiber and lower consumption of proteins
and lipids. The high consumption of animal-derived proteins and lipids seems to be
related to the increased abundance of potentially pathogenic Gram-negative bacteria
in MIH. A qualitative grouping by similarity of these volunteers was not possible,
which suggests that the different eating habits, in general, would not be enough to
cause qualitative differences in the composition of the MIH. However, a bacterial core
in common to the three groups was formed, which could be related to the
consumption of fresh or minimally processed vegetables. Therefore, different
macronutrient intake, as well as types and forms of food consumption, play a major

role in microorganisms abundance in MIH.

Keywords: intestinal microbiota; omnivorous; lacto-ovo-vegetarians; strict

vegetarians; nutrients; eating habits.
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1 INTRODUGCAO

A microbiota intestinal humana (MIH) apresenta grande densidade e
diversidade de microrganismos, os quais desempenham uma importante relacado de
simbiose com seu hospedeiro. S&o varios os fatores que influenciam na formagao da
MIH, como idade gestacional, forma de parto, amamentagéo e fatores genéticos. A
MIH desempenha importantes fungbes, como digestdo de alimentos, modulagado do
sistema imune, protecao contra patégenos e metabolismo de farmacos.

A MIH tem sido alvo de muitos estudos, que tém auxiliado a elucidar sua
relagdo com diversas doengas, como obesidade, diabetes tipo 2, doengas
autoimunes, canceres, dentre outras. Em geral, determinados grupos de
microrganismos tém exibido estreita relacdo com essas doengas, como, por
exemplo, o enriquecimento de bactérias Gram negativas do filo Proteobacteria, que
apresentam elementos estruturais pré-inflamatorios, e reduzidos niveis de bactérias
produtoras de butirato, sendo que algumas espécies poderiam ser utilizadas como
marcadoras de atividade, recorréncia ou gravidade de algumas doencas.

As dietas vegetarianas e a dieta onivora sao habitos alimentares de
reconhecimento mundial. No ovolactovegetarianismo, ndo ha consumo de carnes e
peixes, mas pode haver consumo de ovos, leite e derivados; no vegetarianismo
estrito, além da auséncia do consumo de carnes e peixes, excluem-se crustaceos,
insetos, laticinios, ovos e mel; e no onivorismo, ndo ha restricbes. Nesse contexto,
os habitos alimentares exercem um importante fator de modulagédo da MIH, devido
aos diferentes padrdes de ingestdo de macro e micronutrientes, que enriquecem
grupos de bactérias que possuem mais afinidade com cada um.

Portanto, considerando os habitos alimentares como um fator faciimente
modificavel, que poderia contribuir para modular as interacbes entre MIH e
hospedeiro e, assim, abrir caminho para possiveis intervengdes terapéuticas
utilizando padrdoes alimentares, os quais atuem na prevencao e no controle de
importantes doencas crbénicas, neste estudo, pretende-se avaliar a estrutura de
comunidades bacterianas intestinais em individuos que seguem as dietas onivora,
ovolactovegetariana e vegetariana estrita, através de técnicas de cultivo de bactérias

e de metagendmica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota intestinal humana

O trato gastrintestinal humano representa um dos ambientes microbianos
mais densos ja relatados, com uma grande quantidade de microrganismos, que
incluem bactérias, fungos, virus, protozoarios e arqueias. A microbiota intestinal
humana (MIH) apresenta grande diversidade de microrganismos, demonstra
resiliéncia e estabilidade no que se refere a sua estrutura, sendo capaz de retornar
ao seu estagio inicial apds intervengdes de curto prazo, além de desempenhar uma
importante relagdo de simbiose com seu hospedeiro (RINNINELLA et al., 2019;
THURSBY e JUGE, 2017). Um estudo de Sender, Fuchs e Milo (2016) estimou que
a proporgao do numero de células humanas e células bacterianas esteja proxima de
1,3:1, sugerindo que nosso organismo apresenta em sua microbiota um numero de
bactérias pouco maior do que seu proprio numero de células.

A formagao da MIH, como sugerido por Collado e colaboradores (2016), tem
inicio ainda na fase pré-natal. Nesse estudo, observou-se que havia caracteristicas
compartilhadas pela microbiota da placenta, do liquido amniético — compostas por
uma baixa variedade de microrganismos, com predominio de bactérias do filo
Proteobacteria — e do mecénio, sugerindo transferéncia de microrganismos entre
mae e feto antes mesmo do nascimento.

A idade gestacional, a forma de parto e a amamentagcdo sédo fatores que
também influenciam na formagédo da MIH. Milani e colaboradores (2017) reuniram
estudos que mostraram que a microbiota intestinal comensal (composta em maior
parte pelos géneros Bifidobacterium e Prevotella) de bebés prematuros se
estabelece mais lentamente do que aquela de bebés nascidos apds 37 semanas de
gestacdo. Isso acontece porque bebés prematuros tendem a necessitar de
intervengdes médicas, com longos periodos de internagéo e uso de antimicrobianos,
além de suporte ventilatorio. Assim, a microbiota intestinal de bebés prematuros é
composta majoritariamente por bactérias da familia Enterobacteriaceae, do género
Enterococcus e por outras bactérias potencialmente patogénicas.

Com relacédo a forma de parto, a microbiota intestinal de bebés nascidos por
parto normal mostra-se semelhante a microbiota vaginal materna, composta

principalmente por microrganismos dos géneros Lactobacillus e Prevotella. Ja o
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ambiente intestinal de bebés nascidos por cesariana tem maior tendéncia a ser
colonizado por microrganismos da pele da méae, da equipe médica e do ambiente
hospitalar, como  Staphylococcus, Propionibacterium e  Corynebacterium
(DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010; MILANI et al., 2017).

Adicionalmente a forma de parto, a alimentagdo dada aos bebés € uma das
principais formas de modulagdo da MIH. Em geral, criangas amamentadas com leite
materno apresentam maiores indices de bactérias do filo Actinobacteria —
consideradas bactérias protetoras — enquanto que a microbiota intestinal de criangas
alimentadas com férmulas € composta por grande quantidade de bactérias do grupo
y-Proteobacteria, que estdo associadas a processos inflamatérios (O’'SULLIVAN,
FARVER e SMILOWITZ, 2015). A diversidade da MIH aumenta a medida que
comegam a ser introduzidas comidas solidas na alimentacdo das criancas, que
fornece maior variedade de nutrientes. Outros fatores como composi¢ao familiar,
localizagdo geografica e fatores genéticos auxiliam na modulagdo da MIH durante o
crescimento (MILANI et al., 2017). Assim, em torno do primeiro ao segundo ano de
vida, a MIH inicia sua transicdo, que resulta na colonizacédo estavel na idade adulta,
dai a importancia dos habitos alimentares adotados desde mais jovens. Em torno
dos 3 aos 4 anos de idade, a MIH apresenta reducao dos niveis de filos como
Proteobacteria e Actinobacteria e aumento da abundancia de Firmicutes e
Bacteroidetes, que se tornam os filos dominantes, assim como na idade adulta.
(GUO et al., 2020; VOREADES, KOZIL e WEIR, 2014; XIONG et al., 2022).

De um modo geral, em individuos adultos, a composicdo da MIH segue um
padrdao com relagao aos filos que a compdem. Cerca de 90% dos microrganismos da
MIH pertencem aos filos Firmicutes e Bacteroidetes, e o restante divide-se, em sua
maioria, entre os filos Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia. Pode-se
destacar alguns géneros que se sobressaem em cada filo, como por exemplo,
Clostridium, Ruminococcus, Staphylococcus, Enterococcus e Lactobacillus, do filo
Firmicutes; Bacteroides e Prevotella, do filo Bacteroidetes; Bifidobacterium, do filo
Actinobacteria;  Akkermansia, do filo  Verrucomicrobia; e a familia
Enterobacteriaceae, do filo Proteobacteria (RINNINELLA et al., 2019).

Alguns autores sugerem estratificar a MIH baseando-se em padrbes
reprodutiveis de variagdes, agrupados no que ficou denominado de enterotipos. Os
enterotipos estdo associados a dietas de longo prazo, apresentam composi¢des

estaveis e sdo identificaveis pela variagdo nos niveis dos principais géneros que 0s
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compdem. Existem trés enterotipos ja identificados: enterotipo 1, com predominancia
de bactérias do género Bacteroides; enterotipo 2, com predominancia do género
Prevotella; e enterotipo 3, com predominancia do género Ruminococcus. Nesse
sentido, o enterotipo 1 tem sido associado a dietas ricas em proteina animal e
gorduras saturadas, enquanto que o enterotipo 2, a dietas ricas em vegetais e
carboidratos (ARUMUGAM et al., 2011; COSTEA et al., 2017; WU et al., 2011).

Acredita-se que a estratificacdo da MIH represente grande potencial clinico. A
classificagdo em enterotipos poderia ser utilizada no diagnéstico e também no
prognostico de doencas, além de servir como um indicador de susceptibilidade de
desenvolvimento de certas condi¢cdes clinicas e também como auxiliar na orientacao
e no acompanhamento de tratamentos de algumas patologias (ARUMUGAM et al.,
2011; COSTEA et al., 2017).

2.1.1 Fungoes da microbiota intestinal humana

Muitas sdo as funcbes desempenhadas pela MIH e, dentre elas, pode-se
destacar a sua contribuigdo no processo de digestdo de alimentos, no qual os
microrganismos que a compdem auxiliam na extragdo, sintese e absorcdo de
diversos nutrientes e metabdlitos, dentre os quais se destacam vitaminas, lipideos,
proteinas, carboidratos, acidos biliares e acidos graxos de cadeia curta (AGCCs)
(RINNINELLA et al., 2019).

Além disso, a MIH exerce funcdo de modulacdo do sistema imune inato e
adaptativo, como relatado em varios estudos reunidos por Brestoff e Artis (2013),
através dos metabdlitos dependentes e ndo dependentes de dieta, como por
exemplo, os AGCCs e os lipopolissacarideos (LPS), que podem regular as células
imunoldgicas direta ou indiretamente.

Os AGCCs, que incluem acetato, butirato e propionato, sdo os principais
produtos metabdlicos da fermentagcdo de fibras por bactérias anaerdbias no
intestino, e sdo importantes contribuintes na funcdo da MIH de modulagcdo do
sistema imune. Os AGCCs atuam na regulagao de leucécitos e células endoteliais,
se ligando a receptores acoplados a proteina G (GPCRs), entre eles a GPR43,
expressa em leucocitos, e alteragdo da expressdo génica de células epiteliais
intestinais, através da inativagao da histona desacetilase (HDAH). Assim, os AGCCs

atuam na regulacdo da expressao de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de
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necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 12 (IL-12) e interleucina 6 (IL-6), através da
ativagao de leucdcitos, inibindo-os. Além disso, essas moléculas podem induzir a
apoptose em linfocitos, macréfagos e neutrofilos (BRESTOFF e ARTIS, 2013).

Em geral, em condicbes homeostaticas do intestino, os AGCCs,
principalmente o butirato, promovem um ambiente intestinal indspito aos patégenos,
com reducado de pH e redugdo de oxigenagado, além de inibirem a produgdo de
quimiocinas e o recrutamento de leucdcitos, o que os confere uma agao anti-
inflamatoria. Em condi¢gdes de desequilibrio da MIH, fatores de viruléncia de
bactérias da familia Enterobacteriaceae estimulam a migragao de neutrdéfilos, em um
processo pro-inflamatoério no qual ha redugéo de bactérias produtoras de AGCCs no
intestino (VINOLO et al., 2011; YOO et al., 2020).

O LPS é um componente da parede celular de bactérias Gram negativas, que
também possui papel importante na modulagdo do sistema imune. A integridade do
epitélio intestinal € um dos fatores que mais influenciam na absor¢cao de LPS.
Alteracbes nessa integridade, como por exemplo, aquelas causadas pelo aumento
de bactérias Gram negativas patogénicas na MIH, que degradam o muco intestinal,
tém como consequéncia o aumento do influxo desses fragmentos bacterianos pro-
inflamatoérios (LPS) para a corrente sanguinea, fenbmeno denominado de
endotoxemia. O LPS, por sua vez, interage com receptores da membrana de
neutréfilos e macrofagos, tendo como consequéncia a intensa produgéo e liberagao
de citocinas pro-inflamatorias (MOREIRA et al., 2012; PALSSON-MCDERMOTT e
O’NEILL, 2004)

A MIH também tem um papel importante na prote¢gdo contra microrganismos
potencialmente patogénicos, questdo levantada com a observagdo do
desenvolvimento de infecgdes entéricas apdés uso de antimicrobianos. A MIH é
capaz de promover a protegcao contra patégenos através da saturagao dos possiveis
locais de colonizagdo, manutengao da integridade do epitélio intestinal, producéo de
bacteriocinas, promogédo do aumento da resposta imunolégica e realizagdo de uma
série de processos de competigdo contra os patdégenos, como por exemplo, aumento
da expressao de IL-22 por linfocitos T, metabolismo de nutrientes e alteragdo de pH.
Portanto, em condi¢des em que a MIH sofre alteragcbes em sua composi¢ao, como
reducdo de microrganismos residentes por uso de antimicrobianos, ha diminuigao

dos processos de competicao, alteracao da barreira epitelial, bem como alteragdes
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na defesa imunoldgica, permitindo a proliferacdo de microrganismos patogénicos
(BRESTOFF e ARTIS, 2013, KHOSRAVI e MAZMANIAN, 2013).

A MIH também apresenta participagcdo fundamental no metabolismo de
farmacos através de secregao direta de enzimas e competicdo de metabdlitos
bacterianos por receptores ou transportadores, afetando a biodisponibilidade, a
eficacia e a toxicidade dos farmacos. Além de fatores genéticos, ambientais e
fisiologicos do hospedeiro, a MIH é apontada também como um dos fatores que
influenciam na variagdo interindividual da eficacia de medicamentos. O
conhecimento sobre as vias microbianas, enzimas, metabdlitos e mecanismos ainda
€ limitado, e apenas uma pequena quantidade de drogas foi avaliada quanto a sua
interagdo com a MIH. Portanto, mais estudos sobre a atuagdo da MIH no
metabolismo de farmacos sao necessarios, para futuramente, gerenciar os melhores
resultados de eficiéncia e menor toxicidade de medicamentos utilizando-se a
medicina personalizada, baseada nas caracteristicas individuais das pessoas
(COLOTTI e RINALDI, 2020; LI, HE e JIA, 2015).

2.1.2 Microbiota intestinal humana e sua relagao com doencgas

A composicdo da MIH e sua relagdo com saude e doencga tem sido alvo de
inumeros estudos, sendo alguns deles ainda contraditorios, levando-se em
consideragdo as diferentes metodologias, bem como as diferentes amostragens
utilizadas. Entretanto, existem atualmente alguns consensos, considerando-se
achados relevantes similares em diferentes populagées (JANSSENS et al., 2018).

Nesse contexto, € importante destacar alguns mecanismos bem descritos que
sao valiosos no que se refere a relagao entre MIH e saude. Um desses mecanismos
inclui o papel da MIH na produgdo de AGCCs, a partir da fermentagao anaerébia de
fibras e outros carboidratos, que sdo metabdlitos de grande importancia para a
fisiologia do hospedeiro. Os AGCCs apresentam acdo sobre a motilidade do
intestino, pH do ambiente intestinal e manutencdo da barreira epitelial, além de
servirem como uma fonte de energia para o hospedeiro. O butirato, em especial, que
possui acdo imunomoduladora e anti-inflamatéria, € considerado elemento “protetor”
contra varias doencas, como cancer, diabetes, obesidade e doencas inflamatorias
intestinais (DIl). Géneros e espécies importantes na producédo de butirato incluem

Ruminococcus, Bifidobacterium, Coprococcus, Roseburia intestinalis, Roseburia
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faecis, Faecalibacterium prausnitzii, dentre outros (BAXTER et al., 2019;
CHASSARD e LACROIX, 2013; TOMOVA et al., 2019).

Além disso, disturbios na composicdo e na funcionalidade da MIH podem
alterar a integridade da barreira intestinal, causando endotoxemia, e,
consequentemente, uma inflamacao crénica de baixo grau, intimamente associada a
doencas metabdlicas, como obesidade e resisténcia a insulina. As bactérias
associadas a esse processo sao, em sua maioria, pertencentes ao filo
Proteobacteria (PATTERSON et al., 2016).

A obesidade tem sido constantemente associada a disturbios na composi¢éo
da MIH. Muitos estudos da MIH de individuos obesos mostraram uma relacao
Firmicutes:Bacteroidetes aumentada em relagdo a individuos eutroficos (LEY et al.,
2005; STOJANOV, BERLEC & STRUKELJ, 2020). Entretanto, outros estudos
trouxeram resultados discordantes, uma vez que nao foram encontradas diferencas
na relagdo Firmicutes:Bacteroidetes entre individuos obesos e eutréficos (DUNCAN
et al., 2008; PATIL et al., 2012). Essas discrepancias poderiam ser explicadas pelas
diferentes metodologias e amostragens dos estudos, além de fatores conflitantes,
como idade, pratica de exercicios fisicos, conteudo energético e composi¢ao da
dieta, entre outros. Portanto, a relacdo entre os filos Firmicutes, Bacteroidetes e
obesidade ndo esta totalmente esclarecida, sendo necessarios mais estudos,
principalmente, de popula¢gdes mais restritas, considerando os costumes e habitos
de diferentes comunidades (AMABEBE, et al., 2020; MAGNE et al., 2020). Apesar
disso, a MIH de pessoas obesas tem sido continuamente associada a redugao da
diversidade de microrganismos (COTILLARD et al.,, 2013; LECHATELIER et al.,
2013; TURNBAUGH et al., 2009), além de apresentar diminuicdo da abundancia de
bactérias dos géneros Ruminococcus, Bacteroides, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Methanobrevibacter, Clostridium e Faecalibacterium, e aumento de bactérias que
possuem elementos estruturais pro-inflamatérios que integram a familia
Enterobacteriaceae, quando comparada a MIH de individuos eutroficos (CROVESY,
MASTERSON e ROSADO, 2020; LEE, SEARS e MARUTHUR, 2019; SERINO,
2018).

A relacdo da MIH com diabetes tipo 2 também esta ligada as bactérias que
apresentam elementos estruturais pro-inflamatérios e aos niveis plasmaticos
elevados de endotoxinas, em sua maioria pertencentes ao filo Proteobacteria,

quando comparados com individuos saudaveis. Além disso, bactérias produtoras de
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butirato, como R. intestinalis e F. prausnitzii, se encontram em quantidades
reduzidas na MIH de diabéticos tipo 2, o que evidencia a importancia dos efeitos
imunometabdlicos dos AGCCs (TILG e MOSCHEN, 2014).

As doencas inflamatérias intestinais (DIl), incluindo doenga de Crohn (DC),
tém sido largamente estudadas, e ja foram documentadas diferengas na composigao
da MIH de individuos com DIl em comparagdo a individuos saudaveis. Estudos
mostraram que desequilibrios na composigcdo da MIH intestinal levam a uma
resposta imune adaptativa anormal, e, consequentemente, ao aumento da
inflamacao na DIl. Dentre as diferengas na composi¢cdo da MIH de individuos com
DIl, pode-se citar como exemplo, niveis de abundancia reduzidos, em amostras de
fezes, da espécie F. prausnitzii. Essa bactéria, pertencente ao filo Firmicutes, é
conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias e poderia ser utilizada como
marcadora confiavel do estagio da DIl e também como marcadora de recorréncia da
DC. Em amostras de bidépsia da mucosa intestinal, foi encontrado enriquecimento de
bactérias que apresentam elementos estruturais pro-inflamatérios do filo
Proteobacteria, especialmente Escherichia coli, em pacientes com DC, quando
comparadas as amostras de pacientes saudaveis (BAUMGART et al., 2007;
GEVERS et al., 2015; NI et al., 2017; NISHIDA et al., 2018; REHMAN et al., 2015;
SHl et al., 2017).

Outras doencgas autoimunes vém sendo também relacionadas a composicéo
da MIH. Pacientes com artrite reumatoide (AR), quando comparados a individuos
saudaveis, em geral, apresentam niveis de abundancia reduzidos da espécie F.
prausnitzii, o que poderia ser um contribuinte para o desenvolvimento do quadro
inflamatoério (PICCHIANTI-DIAMANTI et al., 2018). Liu e colaboradores (2016),
utilizando camundongos, sugeriram uma forte relagéo entre abundancia de bactérias
do género Lactobacillus e a susceptibilidade ao desenvolvimento de AR, bem como
associagao positiva entre o desenvolvimento da doenga e o aumento de bactérias
das familias Bacteroidaceae e Lachnospiraceae. O aumento do numero de bactérias
do género Lactobacillus, principalmente a espécie L. salivarius, também mostrou
estreita relagdo com a atividade da AR em estudos com humanos. Porém, algumas
especies desse género, como os probioticos L. casei e L. delbrueckii, demonstraram
aliviar os sintomas da AR em modelos experimentais, sugerindo que diferentes
espécies do género Lactobacillus apresentam agdes diferentes na AR (PICCHIANTI-
DIAMANTI et al., 2018; ZHANG et al., 2015). Alguns grupos de bactérias também
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foram associados ao lupus eritematoso sistémico (LES), como a diminuicdo da
relacdo Firmicutes:Bacteroidetes e enriquecimento de alguns géneros, como
Rhodococcus, Klebsiella, Prevotella e Eubacterium, dentre outros, que poderiam ser
utilizados na distingdo entre pacientes com LES e pacientes saudaveis (HE et al.,
2016; HEVIA et al., 2014).

Diversos tipos de cancer tém sido relacionados a grupos especificos de
bactérias da MIH. Alguns estudos ja associaram o cancer colorretal (CCR) a bactéria
Fusobacterium nucleatum, que € capaz de gerar um microambiente pro-inflamatoério
para desenvolvimento do CCR, e também a alta abundéancia de E. coli invasiva, que
pode estar associada a malignidade do CCR. Ja bactérias das familias
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Lactobacillaceae foram encontradas em
menores quantidades em tecidos tumorais. Além disso, maiores niveis de
Proteobacteria e de Bacteroides fragilis enterotoxigénico e baixa abundancia de F.
prausnitzii foram encontrados em pacientes com CCR, em comparacgao a pacientes
saudaveis (GAO et al., 2017; ZHU et al., 2013).

Outros estudos mostraram a relagédo da composi¢ao da MIH com outros tipos
de cancer. Estudos preliminares revelaram a acédo benéfica de Akkermansia
muciniphila em imunoterapias anticancer. Niveis aumentados dessa bactéria
parecem estar associados a uma melhor resposta de pacientes a terapia anti-PD-1,
geralmente utilizada em casos de melanoma metastatico (CANI, 2018). Em
pacientes com cancer de prostata, foram relatadas maior abundancia de Bacteroides
massiliensis e menor abundancia de F. prausnitzii e Eubacterium rectale, em relagao
a pacientes saudaveis (DING e XUE., 2019).

Pesquisas recentes também tém apontado associacbes entre a MIH e a
COVID-19, infeccdo de carater multi-sisttmico, capaz de promover
comprometimento pulmonar, tendo sido declarada pela OMS como uma pandemia
em margo de 2020. O intestino também pode atuar como reservatério de seu agente
etiolégico, o virus SARS-CoV-2, detectado em amostras fecais, 0 que pode ser
explicado pela expressdo de receptores ACE2 no intestino (DHAR e MOHANTY,
2020). Estudos preliminares mostraram alterag¢des significativas na MIH de pacientes
com COVID-19, como enriquecimento de microrganismos potencialmente
patogénicos. Bactérias benéficas importantes, como as das espécies F. prausnitzii e
E. rectale e aquelas género Bifidobacterium, apresentaram menor abundancia em

individuos com COVID-19, e permaneceram em niveis menores até 30 dias apés a
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cura. A reducdo da abundéancia da bactéria F. prausnitzii mostrou relagdo com a
gravidade da doenca. Portanto, esses estudos sugerem que a MIH pode estar
envolvida com quadros graves da doenga, além de poder apresentar contribuigdo
em situagcdes de sintomas persistentes apos a cura da COVID-19 (YEOH et al.,
2021; ZUO et al., 2020).

A MIH também tem sido relacionada a outras doencgas, como a Doenca de
Parkinson, na qual foi observada reducdo da abundancia de bactérias que
pertencem a familia Lachnospiraceae e aumento de espécies da familia
Enterobacteriaceae (VASCELLARI et al.,, 2021); pessoas com Transtorno do
Espectro Autista, nas quais foi observado um aumento de bactérias do filo
Proteobacteria, dos géneros Bacteroides, Clostridium e Roseburia, e redugdo de
Bifidobacterium, Prevotella e Faecalibacterium (BUNDGAARD-NIELSEN et al.,
2020); e também a depressdo, na qual a administragdo de probidticos, como a
combinagdao de Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium longun, foi capaz de

induzir melhoras em pacientes com transtorno depressivo maior (DING et al., 2019).

2.2 Habitos alimentares

As dietas vegetarianas e a dieta onivora sdo habitos alimentares de
reconhecimento mundial. A Sociedade Brasileira de Vegetarianismo (SBV, 2021)
define o vegetarianismo como um habito alimentar no qual n&o ha consumo de
produtos de origem animal. Existem algumas variagbes do vegetarianismo
reconhecidas pela SBV, como o ovolactovegetarianismo, em que ndo ha consumo
de carnes, mas pode haver consumo de ovos, leite e derivados; e o vegetarianismo
estrito, no qual n&do ha consumo de carnes, incluindo peixes, crustaceos e insetos,
de laticinios, ovos e mel. Os motivos que levam individuos a optarem por uma dieta
vegetariana, segundo a SBV, incluem saude, ética em relagdo ao sofrimento animal
e conservagao do meio ambiente, dentre outros.

Segundo a definicdo da The Vegan Society (2021) e da Associagao Brasileira
de Veganismo (ABV), o veganismo € um estilo de vida pautado na exclusao total do
consumo de produtos de origem animal, sejam eles alimenticios, de vestuario,
produtos de beleza ou higiene pessoal, a fim de excluir toda forma de exploracao e
crueldade contra os animais. Os veganos seguem a dieta vegetariana estrita e, além

disso, excluem de sua lista de consumo produtos de empresas que realizam testes
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em animais ou que patrocinam eventos de exploragao animal, como, por exemplo,
rodeios e circos.

Por definicdo, individuos onivoros sdo aqueles que se alimentam tanto de
alimentos de origem vegetal quanto de origem animal, numa dieta sem restricbes
(DICIO, 2018). Apesar de ser uma dieta que prové maior variedade de fontes de
nutrientes, o onivorismo tem sido relacionado a obesidade e maiores riscos de
desenvolvimento de diversas doengas (FRANCO-DE-MORAES et al., 2017; HUANG
et al., 2012; WANG et al., 2015).

Nesse contexto, o interesse pelas dietas vegetarianas vem crescendo nos
ultimos anos. Isso porque dietas vegetarianas estdo relacionadas a menores niveis
de colesterol sanguineo, menor mortalidade por doengas cardiovasculares, menor
incidéncia de cancer, menor chance de desenvolvimento de resisténcia a insulina e
de processos inflamatdrios e menores indices de estresse e ansiedade (BEEZHOLD
et al., 2014; FRANCO-DE-MORAES et al., 2017; HUANG et al., 2012; WANG et al.,
2015). Além disso, recentemente, Kim e colaboradores (2021) demonstraram, em
um estudo envolvendo seis diferentes paises, que dietas vegetarianas estariam
relacionadas a menores probabilidades de desenvolvimento de quadros moderados
a graves de COVID-19, podendo, portanto, serem consideradas uma forma de

protecdo contra a doenga em sua forma severa.

2.2.1 Habitos alimentares, consumo de macronutrientes e microbiota intestinal

humana

Os habitos alimentares s&o importantes contribuintes na modulagédo da MIH,
estando associados a mudangas na composi¢ao e fungdo microbiana intestinal (DE
ANGELIS et al.,, 2020; SHEFLIN et al., 2017; TOMOVA et al.,, 2019). Porém,
mudancas repentinas nos habitos alimentares néo levam a alteragdes significativas
na composi¢cao da MIH. Isso ocorre devido a caracteristica de resiliéncia da MIH,
que tende a retornar a seu estado inicial apds intervengdes de curta duragao. Devido
a essa estabilidade apresentada pela microbiota intestinal, somente dietas de longa
duracdo sdo capazes de realizar mudancgas significativas e duradouras na sua
composicao (ZHANG et al., 2018).

As dietas vegetarianas estritas, ovolactovegetarianas e onivoras tém sido alvo

de diversos estudos relacionados a MIH, que demonstraram significativas diferengas
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na estrutura de suas respectivas microbiotas. A principal forma de modulagdo da
MIH pelos habitos alimentares se da a partir dos diferentes substratos fornecidos
pelos alimentos, como fibras, carboidratos, proteinas, entre outros, que
proporcionam a vantagem de selecédo de grupos de microrganismos que apresentam
afinidade por esses substratos (SHEFLIN et al., 2017).

O metabolismo de macronutrientes oriundos da dieta ocorre em trés etapas:
degradagao primaria, fermentacédo e descarte de hidrogénio, como representado na
Figura 1 (SALONEN e DE VOS, 2014).

Figura 1. Esquema da degradagao de macronutrientes e bioconversao de
gordura e fitoquimicos pela MIH. Abreviaturas: BCFAs — acidos graxos de cadeia

ramificada; AGCCs — acidos graxos de cadeia curta.
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Fonte: SALONEN e DE VOS, 2014.

Os principais géneros de bactérias envolvidas na degradacdo primaria de
macronutrientes incluem Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus. As bactérias
envolvidas na etapa de fermentagdo sdo, em sua maioria, pertencentes as familias
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, e também aos géneros Bacteroides,

Bifidobacterium e Akkermansia. E, por fim, trés grupos principais de bactérias estao
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envolvidos no descarte de hidrogénio: as acetogénicas (género Blautia), as
metanogénicas (arqueias, principalmente as da espécie Methanobrevibacter smithii)
e as redutoras de sulfato (género Desulfovibrio) (SALONEN e DE VOS, 2014).

Os carboidratos complexos nao digeriveis pelos seres humanos, que incluem
as fibras alimentares, sédo a principal fonte de energia para muitas bactérias da MIH.
A modulacado da composi¢cao da MIH a partir do consumo de fibras tem sido assunto
de grande interesse, devido aos diversos beneficios relatados desses
macronutrientes (SALONEN e DE VOS, 2014; SHEFLIN et al., 2017). Uma pesquisa
conduzida por Desai e colaboradores (2016), utilizando camundongos gnotobidticos
(sdo aqueles criados livres de microrganismos, que podem ser colonizados com
grupos conhecidos e em quantidades controladas por pesquisadores), elucidou a
relacdo entre consumo de fibras, MIH e barreira intestinal, e como isso contribui para
a relagao saude-doenca do hospedeiro. Nesse estudo, foi observado que, em uma
dieta pobre em consumo de fibras, os microrganismos da MIH utilizam glicoproteinas
do muco intestinal produzidas pelo hospedeiro como fontes de nutrientes, o que leva
a erosdao da barreira mucosa intestinal, possibilitando maior acesso de
microrganismos potencialmente patogénicos ao epitélio intestinal, como Citrobacter
rodentium, que pode levar a quadros de colite. E importante destacar que linhagens
de E. coli potencialmente patogénicas para seres humanos apresentam o mesmo
mecanismo de patogénese de C. rodentium, portanto, a susceptibilidade a doengas
induzida por dietas relatadas nesse estudo poderia ser estendida a humanos.

Uma dieta rica em fibras leva a um transito intestinal mais acelerado e reduz o
pH luminal, devido a produgdo de AGCCs, caracteristicas desvantajosas para
microrganismos de crescimento mais lento ou daqueles que se desenvolvem em pH
mais alto. O pH fecal € um fator de grande importancia para a MIH, sendo em média
6,3 em individuos vegetarianos estritos, 6,6 em vegetarianos e 6,9 em onivoros. O
pH fecal mais baixo mostrou relagcéo inversa, por exemplo, com enriquecimento de
bactérias potencialmente patogénicas da familia Enterobacteriaceae, que se
encontra aumentada em individuos que seguem uma dieta onivora em comparagao
a individuos vegetarianos estritos. O consumo aumentado de fibras e carboidratos
por vegetarianos estritos, em comparacgéo aos onivoros, também tem sido associado
ao enriquecimento do género Prevotella e a redugdo de Bacteroides, género de

bactérias geralmente associadas ao consumo de proteina e gorduras animais (DE
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FILIPPO et al., 2010; SALONEN e DE VOS, 2014; WU et al., 2011; ZIMMER et al,
2012).

O processo de metabolismo de proteinas também resulta em alteragdes de
pH fecal, tornando-o mais elevado em individuos com dietas ricas em proteinas,
devido a producdo de metabdlitos alcalinos por bactérias proteoliticas. Em geral,
individuos com alimentagdo rica em proteina animal apresentam aumento de
microrganismos bile-tolerantes, como bactérias dos géneros Bacteroides e da classe
Clostridia, e reducdo de bactérias produtoras de butirato. J&a o consumo de uma
dieta rica em proteinas vegetais esta associado ao aumento da producido de
AGCCs, aumento de bactérias benéficas dos géneros Bifidobacterium e
Lactobacillus e redugédo de Bacteroides fragilis e Clostridium perfringens, espécies
potencialmente patogénicas (TOMOVA et al., 2019; ZIMMER et al., 2012).

As dietas ricas em gorduras, em geral, reduzem a diversidade da MIH e
também a sua quantidade total (BEGLEY, GAHAN e HILL, 2005; SALONEN e DE
VOS, 2014). Estudos recentes, publicados por Tomova e colaboradores (2019),
indicaram que a qualidade de gorduras ingeridas exerce grande importancia sobre a
composicao da MIH. As dietas vegetarianas, em geral, sdo compostas por gorduras
mono e poli-insaturadas em sua maioria, o que favorece o enriquecimento de
Bacteroidetes, bactérias do acido latico, do género Bifidobacterium e da espécie
Akkermansia muciniphila. Entretanto, dietas com alto consumo de componentes de
fonte animal, em geral dietas onivoras ocidentais, s&o ricas em gorduras saturadas e
estdo relacionadas a reducdo dos géneros Bifidobacterium, Prevotella e
Lactobacillus, por exemplo.

Nesse contexto, considerando-se a influéncia dos habitos alimentares na
composicao e diversidade da MIH e por serem um fator faciimente modificavel,
alguns tipos de dietas, incluindo dietas personalizadas, poderiam contribuir para
modular de forma benéfica as interagdes entre MIH e hospedeiro, sendo um possivel
caminho para intervengdes terapéuticas que atuem na prevencédo e no controle de
importantes doengas cronicas (COSTEA et al., 2017; DE FILLIPIS et al., 2015;
SEKIRQV et al., 2010; WU et al., 2011).
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2.3 Metagendmica e culturomica na analise da estrutura da microbiota humana

A MIH apresenta uma complexa estrutura, com uma grande variedade de
microrganismos cultivaveis e ndo-cultivaveis. Os primeiros estudos da microbiota
utilizavam diferentes técnicas de cultivo de material fecal e caracterizagdo de grupos
bacterianos por coloragdo de Gram e diversos outros testes bioquimicos
(GOSSLING e SLACK, 1974; HUGON et al., 2013; VAN HOUTE e GIBBONS, 1966).
Mais tarde, as técnicas moleculares revolucionaram o estudo da MIH, permitindo
uma extensa analise da diversidade de microrganismos, principalmente daqueles
chamados nao-cultivaveis. Porém, cada técnica apresenta vieses e desvantagens,
sendo necessaria, muitas vezes, a utilizacdo dessas técnicas de forma
complementar (HUGON et al., 2013; PEREIRA e CUNHA, 2020).

A metagendmica possibilitou uma série de novos estudos sobre a composi¢ao
da microbiota, sendo aparentemente capaz de substituir as técnicas dependentes de
cultivo (LAGIER et al, 2015). Essa abordagem utiliza extragdo de material genético
diretamente de espécimes clinicos, com posterior sequenciamento e analise do gene
rRNA 16S através de técnicas moleculares, o que permite uma andlise rapida e
extensa da composicdo da MIH (AMRANE, RAOULT e LAGIER, 2018;
MACCAFERRI, BIAGI e BRIGIDI, 2011).

Porém, a metagendmica apresenta alguns vieses importantes a serem
considerados. Destaca-se, nesse contexto, a etapa de extragdo de DNA como
determinante, porque diferentes protocolos de extragcdo levam a diferentes
distribuicdes taxondmicas bacterianas finais. E de suma importancia considerar
também o que se chama de viés da profundidade, que consiste na incapacidade de
detecgdo de microrganismos em concentragdes muito baixas em ambientes ricos e
complexos, tais como a MIH (AMRANE, RAOULT e LAGIER, 2018; ANGELAKIS et
al, 2016; LAGIER et al, 2012; MACCAFERRI, BIAGI e BRIGIDI, 2011; MAILHE et al,
2018).

Para suprir as limitagcbes encontradas na metagen6mica, as técnicas
dependentes de cultivo retornaram ao cenario dos estudos da MIH. A culturébmica é
uma técnica inicialmente desenvolvida para identificagdo de novas espécies
bacterianas da MIH, que foi estendida para analise em outros sitios de microbiota,
como vaginal e urinaria. Essa abordagem comecou a ser utilizada no estudo da MIH

em 2012, e se baseia na utilizacdo de diversos métodos dependentes de cultivo dos
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especimes clinicos, que, devido as inumeras condi¢gdes de crescimento, permitem o
crescimento seletivo de grupos de bactérias, através do uso de inibidores de
crescimento, e também de bactérias fastidiosas. Apos o isolamento das colbnias
cultivadas, para identificacdo de espécies, utilizam-se, entdo, técnicas de alto
rendimento, como espectrometria de massa MALDI-TOF. Portanto, com o
aprimoramento da culturbmica, houve maior interesse em utiliza-la nos estudos de
microbiota, pois tornou-se possivel o isolamento de espécies antes consideradas
nao-cultivaveis, e ainda possibilitou o isolamento de novas espécies bacterianas,
aumentando, assim, o numero de microrganismos associados a saude humana
(LAGIER et al, 2012; LAGIER et al., 2016; LAGIER et al., 2018; MAILHE et al., 2018;
PEREIRA e CUNHA, 2020; PFLEIDERER et al., 2013).

Portanto, considerando as limitagdes das técnicas envolvidas nos estudos da
composi¢cao da MIH, e considerando também estudos que mostraram a baixa
porcentagem de microrganismos detectados concomitantemente em ambas as
técnicas, pode-se considerar a culturbmica e a metagenémica como abordagens
complementares e necessarias nos estudos relacionados a microbiota (LAGIER et
al., 2015; DUBOURG et al., 2013; DUBOURG et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar caracteristicas sociodemograficas, nutricionais e aspectos da
diversidade bacteriana da microbiota intestinal de individuos com diferentes habitos
alimentares (vegetarianos estritos, ovolactovegetarianos e onivoros) e comparar o
perfil sociodemografico e nutricional com a diversidade bacteriana representativa da

microbiota intestinal de acordo com os diferentes perfis alimentares.

3.2 Objetivos especificos

Determinar caracteristicas sociodemograficas, antropométricas e avaliagao do
consumo alimentar de individuos com diferentes habitos alimentares:
vegetarianismo estrito, ovolactovegetarianismo e onivorismo;

e Avaliar qualitativa e quantitativamente a diversidade bacteriana na microbiota
intestinal de individuos com diferentes habitos alimentares, através de cultura
de amostra fecal em meio de cultura rico e em meios de cultura seletivos;

e Determinar a quantificagdo relativa, utilizando a técnica de PCR em tempo
real, dos grupos bacterianos Firmicutes, Bacteroidetes, y-Proteobacteria e
Lactobacillus;

e Comparar a estrutura da comunidade bacteriana com o perfil nutricional entre

os individuos com diferentes habitos alimentares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental ocorreu conforme o fluxograma (Figura 2)

abaixo:

Figura 2. Fluxograma do delineamento experimental utilizado para o estudo
estrutura de comunidades bacterianas intestinais em individuos com diferentes

habitos alimentares.

Selecdo de voluntarios onivoros, ovolactovegetarianos e vegetarianos estritos na comunidade

!

Avaliacio do consumo alimentar e determinagio das medidas antropomeétricas

v

l— Coleta de amostra fecal
L2

Culturmica Metagendmica
Diluicdo seriada de amostras fecais para Extracio de DNA metagendmico das amaostras fecais
cultura quantitativa I
' Quantificacdo e analise da integridade do DNA extraido
Contagem de UFC total e em meios de cultura v
seletivos para Gram positivos e Gram negativos Quantificacdo relativa de grupos bacterianos por
] PCR em tempo real

Avaliag3o de caracteristicas morfocoloniais

'

Determinagdo de morfotipos para estudos de
diversidade bacteriana

}

Comparacio entre a estrutura da comunidade bacteriana da MIH com o perfil nutricional dos
individuos com diferentes habitos alimentares

4.2 Selecao de voluntarios, coleta de amostras e dados antropométricos

Este foi um estudo do tipo transversal, descritivo e observacional, aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
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Juiz de Fora, sob parecer numero 2.046.122 (ANEXO A). Para realizagdo deste
estudo, foram recrutados, entre o periodo de abril de 2018 a dezembro de 2019, na
comunidade de Juiz de Fora — MG, voluntarios onivoros (ON), ovolactovegetarianos
(VT) e vegetarianos estritos (VG). Para sele¢cdo dos voluntarios, foram considerados
0s seguintes critérios de inclusdo: idade entre 18 e 60 anos, indice de massa
corporal (IMC) entre 185 e 24,9 kg/m? adesdo de dieta onivora,
ovolactovegetariana ou vegetariana estrita por pelo menos 1 ano, sem historico de
hospitalizagdo recente ou uso de antimicrobianos nos ultimos 3 meses, ndo ser
gestante ou lactante, e auséncia de doencgas cronicas, como diabetes, asma,
hipertensdo, neoplasias malignas, artrite reumatdéide, irritagdo/inflamacéao intestinal,
dentre outras. Os voluntarios foram informados dos riscos e dos objetivos do estudo
e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B).

Portanto, considerando os critérios de inclusédo acima descritos, foram
selecionados para este estudo 19 individuos onivoros, 20 ovolactovegetarianos e 19
vegetarianos estritos, totalizando 58 voluntarios, que prosseguiram para avaliagdes
antropomeétricas e nutricionais, além da coleta de espécime fecal.

Os participantes do estudo foram, entdo, submetidos a avaliagao
antropométrica, na qual foram aferidos peso e altura. A avaliagao foi realizada por
uma académica do curso de Nutricdo, treinada para a realizagdo dessas fungoes.
Para afericdo de peso, foi utilizada uma balanga digital portatil calibrada (G-Tech
Glass 10 150 kg), colocando o individuo em posi¢éo central, ereto, usando o minimo
de roupas possivel, descalgo e com os pés juntos. Com o voluntario na mesma
posigcao e olhando para o horizonte, utilizando um estadiébmetro vertical acoplado a
balanca, foi também aferida a altura dos participantes. A partir dessas medidas, foi
calculado o IMC dos voluntarios, seguindo as diretrizes da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) (WHO, 2000). A fim de reduzir possiveis variacbes, a tomada de
medidas foi realizada pela mesma académica do curso de Nutricdo, utilizando
sempre 0 mesmo equipamento para todos os participantes do estudo.

A avaliagdo da ingestao regular alimentar dos participantes deste estudo foi
realizada utilizando-se um Questionario Quantitativo de Frequéncia Alimentar
(QQFA), validado por Cardoso e Stocco (2000), adaptado (ANEXO C). Para cada
item do QQFA, os voluntarios informavam a frequéncia média de consumo diaria,
semanal e mensal e tamanho das por¢des ingeridas habitualmente relativas aos

ultimos 6 meses. Para auxiliar os participantes a estimar o tamanho das porgdes dos
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alimentos, foi utilizado um album fotografico elaborado por Sales, Costa e Silva
(2004) contendo imagens de diferentes por¢cdes dos alimentos do QQFA. A partir
dos dados obtidos pelo QQFA, foi possivel calcular a ingestdo média diaria de
macronutrientes e consumo calérico médio dos participantes de cada grupo
avaliado. Para esse calculo, foi utilizada como base a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (TACO), a fim de se obter a composi¢ao caldrica e de
macronutrientes de cada item alimentar apresentado no QQFA.

Para coleta de amostra de fezes, foram fornecidos recipientes coletores
universais estéreis para os participantes do estudo. A coleta foi realizada por
demanda espontanea dos voluntarios e, em seguida, as amostras foram enviadas ao
Centro de Estudos em Microbiologia (CEMIC) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora, acondicionadas em uma caixa contendo gelo,

dentro de um periodo maximo de duas horas, para processamento.

4.3 Analise culturomica de amostras fecais

Para a realizagdo de analise microbioldgica por técnica culturbmica, apoés
recebimento e identificacdo das amostras, uma aliquota de 1,0 g de fezes foi pesada
e diluida em 9,0 mL de solugao fisiolégica (NaCl 0,9%) estéril, obtendo-se uma
diluigéo inicial de 10" g/mL. A partir da diluigdo inicial, foram realizadas diluigdes
seriadas em solugao fisioldgica estéril, obtendo-se as diluigdes de 102, 10-3, 10 até
uma diluicdo final de 10° g/mL. De cada diluigdo, uma aliquota de 100 uL foi
inoculada pela técnica de spread plate em cada um dos quatro meios de cultura
utilizados neste estudo: Agar hipertdnico manitol (AHM) (HiMedia Laboratories,
india), seletivo para bactérias Gram positivas sugestivas do género Staphylococcus;
Agar bile esculina com azida (BEA) (HiMedia Laboratories, india), seletivo para
bactérias Gram positivas sugestivas dos géneros Enterococcus e Streptococcus;
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (HiMedia Laboratories, india), seletivo para
bactérias Gram negativas sugestivas da familia Enterobacteriaceae; e, por fim, Agar
Brain-Heart-Infusion (BHI) (HiMedia Laboratories, india), que ¢ um meio de cultura
nao-seletivo rico em nutrientes. As placas foram posteriormente incubadas a 37°C
por 48 horas.

Ap6s o periodo de incubagdo, as placas foram avaliadas quanto ao

crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC). De cada meio de cultura
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utilizado, a diluigdo que apresentou crescimento viavel, entre 25 a 250 unidades
formadoras de colénias, foi selecionada para realizagdo de contagem e
caracterizagao de morfotipos. A caracterizacdo de morfotipos foi realizada avaliando-
se as caracteristicas macromorfologicas das col6nias, de acordo com o proposto por
Neder (1992): tamanho, forma, elevacgao, borda, brilho, cor e aspecto. Além disso,
foram avaliadas também as caracteristicas morfotintoriais de cada morfotipo,
utilizando-se a técnica de coloragdao de Gram. Cada morfotipo isolado foi, entéo,
identificado pela letra M seguido de numero sequencial e, posteriormente,

criopreservado em meio de cultura caldo BHI acrescido de glicerol a 20%.

4.4 Analise metagendmica de amostras fecais

4.4.1 Extracao de DNA das amostras fecais

Para extracdo de DNA metagenémico, foi utilizado kit comercial
QIAamp™Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com as instrugoes
do fabricante. O DNA extraido foi eluido em volume de 50uL e mantido em freezer -
20°C para estudos posteriores. Foi determinado, entdo, a quantificacdo e a pureza
do DNA metagenémico utilizando-se Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit,
via Qubit® Fluorometer 2.0. A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose a 0,8% em tampao TBE 0,5X (Tris-HCI-Borato-EDTA). O gel foi
corado com brometo de etidio e analisado em transiluminador de luz ultravioleta (GE

Healthcare, Reino Unido).

4.4.2 PCR em tempo real quantitativo

Para caracterizacdo da MIH dos individuos desse estudo, foram utilizados
primers de grupos bacterianos, descritos na Tabela 1, com seus respectivos
controles positivos, para realizacdo de PCR em tempo real quantitativo.

O volume final de cada reacéo foi de 20 uL. Para os grupos bacterianos
Universal, Firmicutes, y-Proteobacteria e Lactobacillus, a reagao foi composta por 10
ML de SYBR Green Master Mix (Qiagen, Alemanha), 0,8 yL de cada primer na
concentragédo de 0,5 ymol/L, 1 yL de DNA molde (20ng/pL) e H20 ultrapura gsp; e

para o grupo Bacteroidetes, foi adicionada solu¢gao de MgClz 1,0 mM a reacao, para
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obtencao de melhores resultados. A amplificagao e detecgédo foram realizadas em
maquina QuantStudio™3 Real-time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA).
As condi¢des de reacao utilizadas para cada primer estdo descritas na Tabela 1. Os
valores de Ct e as configuragdes de base foram determinados automaticamente. A
concentracdo de cada grupo bacteriano foi calculada a partir de quantificagdo
relativa, utilizando-se o método de Pfaffl (STEVENSON e WEIMER, 2007), sendo
usado um conjunto de primers Universal, que amplificou todas as espécies

bacterianas, como referéncia para o calculo.
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Tabela 1. Grupos bacterianos pesquisados, sequéncia dos primers utilizados, referéncias e condigdes utilizadas nas reagdes de

PCR em tempo real.

Condigdes da reagcdo de PCR

Grupo Sequéncia Controle Positivo Referéncia
em tempo real
. F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG , .y aEo » aEo » AEO
Universal R: ATTACCGCGGCTGCTG Pseudomonas aeruginosa Guo et al. (2008) 5 95°C (5” 95°C, 30” 65°C) x 40
Firmicutes F- GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA £y occus faecalis Guo et al. (2008) 5' 95°C (5” 95°C, 30" 64°C) x 40

Bacteroidetes

y-Proteobacteria

Lactobacillus

R: AGCTGACGACAACCATGCAC

F: GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
R: AGCTGACGACAACCATGCAG

F: CIAGTGTAGAGGTGAAATT
R: CCCCGTCAATTCCTTTGAGTT

F: GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC
R: GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

Bacteroides fragilis
Pseudomonas aeruginosa

Lactobacillus sp.

Guo et al. (2008)
De Gregoris et al. (2011)

Cani et al. (2008)

5’ 95°C (5” 95°C, 30" 63°C) x 40
5’ 95°C (5” 95°C, 30" 63°C) x 40

5’ 95°C (5” 95°C, 30” 65°C) x 40
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4.5 Analise estatistica

Neste estudo, foram calculadas a média e desvio-padré&o para variaveis
continuas e distribuigdo percentual para variaveis categoricas. Para fins de
comparagao entre os grupos avaliados, foi realizado Teste t de Student entre
os dados antropométricos, de consumo de macronutrientes e calorias obtidos
no QQFA, e de PCR em tempo real; e analise de variancia (ANOVA) seguida
de Teste de Tukey para comparagéo entre os grupos dos dados obtidos nas
contagens de UFC nos meios de cultura seletivos e nao-seletivos. Para isso,
foram utilizadas as ferramentas Microsoft Excel 2016 MSO (16.0.13127.20402),
PAST 4.03 e GraphPad Prism 9.1.2.226, e valores de p menores que 0,05

foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

Os dados obtidos neste estudo sobre as caracteristicas
sociodemograficas e antropométricas dos participantes recrutados estédo
apresentados na Tabela 2. Os voluntarios dos trés grupos alimentares
selecionados apresentaram idade média de 28,66 (+ 7,76) anos, sendo 25,9%
do sexo masculino e 74,1% do sexo feminino. O IMC médio dos participantes

foi de 21,91 kg/m?, nao diferindo estatisticamente entre os grupos.

Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas e antropométricas dos

participantes.

Grupos de participantes Todos os
Caracteristicas grupos
VG (n=19) VT (n=20) ON (n=19) (n = 58)
Sexo (% masculino/feminino) 42,1/57,9 20,0/80,0 15,8/84,2 25,9/74 .1
Idade (DP) 259(6,2) 31,6(9,7) 28,4 (6,0) 28,66 (7,76)
Brancos 89,5 78,9 52,6 72,5
o Pardos* 10,5 10,6 31,6 18,9
Grupos étnicos (%)
Pretos - 10,5 10,5 6,9
Amarelos - - 5,3 1,7
Média do IMC (DP) 22,12 (1,72) 22,13 (1,95) 21,46 (1,96) 21,91 (1,86)

*A etnia Pardo € usada no Brasil para se referir a pessoas de ancestralidade étnica mista e
representa uma diversidade de origens étnicas. ON = onivoros, VT = ovolactovegetarianos, VG
= vegetarianos estritos, DP = Desvio Padrao.

Os dados de ingestdo média diaria de calorias e de macronutrientes
pelos participantes estdo apresentados na Tabela 3 e na Figura 3. Com relag&o
ao consumo meédio diario de calorias, os grupos analisados nao diferiram
significativamente entre si. Porém, quando se analisaram os consumos de
macronutrientes, houve diferengcas importantes entre os grupos com habitos
alimentares distintos. O consumo médio diario de carboidratos se mostrou
maior no grupo VG, em relagdo aos individuos dos grupos VT e ON, enquanto
que o consumo médio diario de proteinas diferiu estatisticamente entre os trés
grupos, sendo maior no grupo ON, intermediario em VT, e menor no grupo VG.

Ja o consumo meédio diario de lipidios foi maior nos grupos ON e VT, quando
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comparados ao grupo VG. A ingestdo média diaria de fibras totais foi diferente
estatisticamente entre os trés grupos avaliados, sendo que os grupos de
vegetarianos apresentaram maior consumo quando comparados aos
voluntarios da dieta onivora, destacando o elevado consumo de fibras totais

pelo grupo VG.

Tabela 3. Ingestdo média de calorias e macronutrientes dos grupos VG, VT e

ON.
Ingestao média (DP)
p<0,05*
VG VT ON
Calorias (kcal) 2522,74 (955,18) 2092,37 (738,86) 2049,28 (836,12) -
Carboidratos (%) 64,73 (11,34) 54,26 (13,95) 47,39 (7,35) b, c

Fibras (g) 63,78 (35,79) 41,98 (25,12) 23,01 (9,04) a,b,c
Proteinas (%) 10,17 (1,91) 12,10 (3,16) 19,22 (4,80) a,b,c

Lipidios (%) 25,10 (12,11) 33,64 (14,41) 33,39 (6,07) c

*Analise estatistica significativa: a- comparagao entre os valores dos voluntarios ON e VT; b-
comparagao entre valores de voluntarios VT e VG; c- comparagdo entre os valores de
voluntarios ON e VG.
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Figura 3. Ingestdo média de calorias e macronutrientes dos grupos VG, VT e
ON. As letras a, b e c indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
A — ingestdo média de calorias; B — ingestdo média de carboidratos; C —
ingestao meédia de fibras totais; D — ingestdo média de proteinas; E — ingestéo

média de lipideos.
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A analise culturébmica das amostras dos participantes com diferentes
habitos alimentares possibilitou uma visdo geral a respeito de alguns grupos
bacterianos cultivaveis presentes na MIH. A Tabela 4 exibe os resultados das
contagens de UFC nos trés meios de cultura seletivos e no meio de cultura
nao-seletivo (BHI), utilizados neste estudo. Foi observado que, quando se
avaliaram as médias das contagens de UFC nos meios de cultura AHM e BHI,
nao houve diferencgas significativas entre os grupos estudados. Porém, no meio

de cultura BEA, o grupo de voluntarios que seguiam a dieta vegetariana estrita
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mostrou uma contagem média de UFC de microrganismos Gram positivos
significativamente menor, quando comparado aos outros dois grupos avaliados
neste estudo. Em relacdo ao meio de cultura EMB, o grupo VG também
apresentou uma contagem média de UFC de microrganismos Gram negativos
estatisticamente menor quando comparado ao grupo ON. Essas diferencas
ficaram mais proeminentes quando se observa a Figura 4, que aponta a

distribuicdo das contagens de UFC nos meios de cultura utilizados.

Tabela 4. Distribuicdo quantitativa dos microrganismos em culturas seletivas.
AHM = &gar hiperténico manitol, BEA = Agar bile-esculina com azida, EMB =

Agar eosina azul de metileno, BHI = Agar Brain-Heart-infusion.

Contagem média de unidades formadoras de

Meio de cultura coldnias (Log UFC/mL) p<0,05*
VG VT ON
AHM 5,39 5,90 5,83 -
BEA 6,05 7,64 7,79 b, c
BEM 7,54 8,27 8,42 c
BHI 8,45 8,62 8,95 -

*Analise estatistica significativa: a- comparagdo entre os valores dos
voluntarios ON e VT; b- comparagéao entre valores de voluntarios VT e VG; c-
comparagao entre os valores de voluntarios ON e VG.
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Figura 4. Distribuicdo de contagens absolutas de unidades formadoras de
colénias (Log UFC/mL) em meios de cultura seletivos e em BHI. As letras a, b e
c indicam diferenga significativa entre os grupos (p<0,05). AHM = agar
hiperténico manitol, BEA = Agar bile-esculina com azida, EMB = Agar eosina

azul de metileno, BHI = Agar Brain-Heart-infusion.
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Na analise de morfotipos cultivados, foi isolado um total de 109
morfotipos (ANEXO D), sendo 38 morfotipos oriundos do meio de cultura AHM,
25 morfotipos do meio BEA e 46 morfotipos do meio EMB. Quanto ao numero
de morfotipos por grupo avaliado, obtiveram-se 67 morfotipos diferentes
presentes no grupo VG, 75 presentes no grupo VT e 60 no grupo ON.

A avaliagdo da distribuicdo dos morfotipos por grupo sugere que ha uma
diferengca na composicdo geral da MIH em fungdo de diferentes habitos
alimentares, quando se avaliam os microrganismos cultivaveis. Na Figura 5, é
possivel observar as diferentes ocorréncias quantitativas dos morfotipos
avaliados entre os trés grupos de participantes. Observa-se que ha morfotipos
que nao foram detectados em determinados grupos de voluntarios (em verde),

e outros morfotipos, compartilhados ou néo, exibem contagens diferentes entre
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0s grupos nos quais foram identificados, sendo que, quanto mais préoximo da
coloragao vermelha, maior o numero de ocorréncias e, quanto mais proximo da
cor amarela, menor o numero de ocorréncias do morfotipo.

A Figura 6 demonstra o agrupamento qualitativo dos morfotipos isolados
nos grupos de voluntarios deste estudo. Um grupo composto por 30 morfotipos
compartilhados foi observado nas amostras fecais destes individuos, sugerindo
que ha um grupo de microrganismos cultivaveis que confere um nivel de
semelhanca entre os diferentes habitos alimentares avaliados. Embora seja
possivel estabelecer um core bacteriano cultivavel comum na MIH dos
participantes com diferentes habitos alimentares estudados, quantitativamente
esses morfotipos se apresentam diferentes entre os grupos. A Figura 7
representa a abundancia relativa dos morfotipos do core bacteriano da MIH de
individuos dos grupos VG, VT e ON, sendo possivel observar que muitos dos
morfotipos comuns nos trés grupos aparecem com maior ou menor frequéncia
nos diferentes tipos de dietas, sendo que, quanto maior a frequéncia, mais
préxima de vermelho € a coloragao e, quanto menor, mais préximo de verde.
As diferengas quantitativas na ocorréncia de morfotipos do core bacteriano
ficam ainda mais visiveis quando se observa a Figura 8, que exibe um grafico
do tipo radar, no qual foi observado que, quanto mais ocorréncias, maior o pico

que aponta para determinado morfotipo.
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Figura 5. Ocorréncia absoluta de morfotipos de bactérias Gram positivas (A) e Gram negativas (B) da MIH de individuos dos
grupos VT, VG e ON. Coloragao verde indica morfotipos ndo detectados nos grupos de voluntarios; coloragao mais proxima de
vermelho indica maior numero de ocorréncias de morfotipos e coloragao mais préxima da cor amarela indica menor numero de

ocorréncias do morfotipo nos grupos avaliados.
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Figura 6. Diagrama de Venn representativo de morfotipos exclusivos e

compartilhados entre os grupos avaliados.
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Figura 7. Ocorréncia absoluta de morfotipos do core bacteriano da MIH de
individuos dos grupos VT, VG e ON. Coloragado mais proxima de vermelho indica
maior frequéncia absoluta do morfotipo e, coloragdo mais préxima de verde indica

menor frequéncia absoluta.
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Figura 8. Grafico representando a abundéncia relativa de morfotipos do core

bacteriano da MIH de individuos dos grupos VT, VG e ON.
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Considerando os dados qualitativos obtidos na caracterizacdo de morfotipos
nos trés grupos de habitos alimentares deste estudo, o baixo numero de morfotipos
compartilhados pelos grupos refletiu em uma distribuicdo homogénea dos morfotipos
entre os grupos VG, VT e ON, como pode ser observado na Figura 9. O
dendrograma construido, a partir desses dados, ndo apresentou agrupamentos
evidentes dos participantes, o que caracteriza uma distribuicdo qualitativa aleatoria

dos grupos bacterianos cultivaveis entre os diferentes habitos alimentares avaliados.
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Figura 9. Dendrograma mostrando agrupamento de similaridade das amostras de
acordo com a presenga/auséncia de morfotipos. Foi utilizado o coeficiente de Dice
de similaridade e o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Averages).
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A analise metagendmica dos grupos bacterianos por PCR em tempo real
possibilitou a quantificagcdo dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, da classe y-
Proteobacteria, e também do género Lactobacillus em relagdo ao grupo Universal,

cujos resultados s&o apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Média da quantificacao relativa pelo método de Pfaffl de grupos

bacterianos em amostras fecais por PCR em tempo real.

Média da quantificagao relativa por PCR em

Grupo bacteriano tempo real (%) p<0,05*
VG VT ON
Firmicutes 4,16 2,00 1,05 a,b,c
Bacteroidetes 1,18 0,82 0,39
y-Proteobacteria 0,60 0,72 1,13
Lactobacillus 34,60 21,25 21,70 b, c

*Analise estatistica significativa: a- comparagao entre os valores dos voluntarios ON
e VT, b- comparagédo entre valores de voluntarios VT e VG; c- comparagao entre os
valores de voluntarios ON e VG.

A partir de analises dos dados demonstrados na Tabela 5 e nos graficos da
Figura 10, foi possivel observar diferencas importantes na analise metagendmica
entre os grupos VG, VT e ON com relagdo a composicdo da MIH. Observou-se um
enriquecimento de bactérias Gram positivas do filo Firmicutes nos grupos de
individuos vegetarianos, destacando-se o grupo VG, com relagdo ao grupo ON,
sendo que os trés grupos avaliados apresentaram diferenca significativa entre si. O
filo Bacteroidetes, composto por bactérias Gram negativas, exibe maior abundancia
no grupo VG, um enriquecimento intermediario em VT e menor em ON, sendo que o
grupo VG diferiu estatisticamente do grupo ON. Com relacdo a classe Y-
Proteobacteria, de bactérias Gram negativas, os individuos onivoros apresentaram
maiores quantidades desses microrganismos, que diferiu estatisticamente do grupo
VG, o qual exibiu um menor enriquecimento desse grupo. Os ovolactovegetarianos
ocuparam uma posigao intermediaria em relagdo aos outros dois grupos avaliados,
nao diferindo estatisticamente dos mesmos. O grupo VG também se destacou
quanto ao maior enriquecimento de bactérias Gram positivas do género
Lactobacillus, apresentando diferenga estatistica significativa quando comparado

aos grupos VT e ON. Por fim, a relagdo Firmicutes:Bacteroidetes do grupo de
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individuos vegetarianos estritos foi de 3,52, de ovolactovegetarianos foi de 2,43 e de

onivoros foi de 2,69.

Figura 10. Média da quantificacao relativa pelo método de Pfaffl de grupos

bacterianos em amostras fecais por PCR em tempo real. As letras a, b e ¢ indicam

diferencga significativa entre os grupos (p<0,05). A — média da quantificagao relativa

de Firmicutes; B — média da quantificacao relativa de Bacteroidetes; C — média da

quantificacao relativa de y-Proteobacteria; ingestdo média de fibras totais; D — média
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6 DISCUSSAO

Dentre os mais diversos fatores que influenciam na composicdo da MIH, os
habitos alimentares s&o de extrema importancia, ja que a alimentagéo é responsavel
pelo fornecimento de substratos para proliferagcdo de determinados microrganismos
na MIH (GRAF et al., 2015).

Neste estudo, os participantes n&o apresentaram diferencas significativas em
suas caracteristicas antropométricas, sendo todos classificados como eutroficos em
relagdo ao IMC calculado. Por ter sido um estudo realizado em um ambiente
académico, a grande maioria dos voluntarios apresentou perfil universitario, em
geral, de pessoas mais jovens, o que justifica a idade média relativamente baixa.
Com relagcao a etnia, a maioria dos participantes se autodeclarou branca ou parda,
nao sendo possivel determinar alguma influéncia das etnias nos resultados
encontrados.

Foi possivel, neste estudo, através da culturbmica, obter uma visdo geral
qualitativa e quantitativa da composicdo da MIH, pela contagem e pela
caracterizagdo de morfotipos de microrganismos isolados nos meios de cultura
seletivos. Na contagem geral de UFC, quando se observam as diferengas
quantitativas obtidas no cultivo de bactérias Gram negativas em Agar EMB
(sugestivos da familia Enterobacteriaceae), a culturbmica se torna uma ferramenta
valida para ser utilizada na avaliagdo da composigcdo desses microrganismos na
MIH, considerando que as mesmas diferengas quantitativas foram observadas
quando se utilizou PCR em tempo real para esses microrganismos (classe y-
Proteobacteria, composta em sua maioria por bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae).

Na andlise de morfotipos, percebeu-se uma menor diversidade de
microrganismos na MIH de individuos onivoros, que poderia estar relacionada ao
baixo suprimento de substratos fermentaveis, aliado ao maior consumo de lipideos,
com consequente aumento na producdo de acidos biliares, os quais possuem
propriedades bactericidas (BEGLEY, GAHAN e HILL, 2005; SALONEN e DE VOS,
2014). Ainda do ponto de vista qualitativo, ao se considerarem todos os morfotipos
isolados do cultivo de amostras fecais dos participantes deste estudo, nao foi
possivel um agrupamento por similaridade desses voluntarios de acordo com a

presenca dos morfotipos, o que sugere que os diferentes habitos alimentares, numa
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visdo geral, ndo seriam suficientes para gerar diferengas qualitativas na composicéo
da MIH.

Entretanto, os tipos de alimentos e as formas como s&o consumidos parecem
exercer uma importante relagcdo com os morfotipos compartilhados pela MIH dos
individuos deste estudo. Atualmente, o Ministério da Saude do Brasil, através do
Guia Alimentar para a Populagao Brasileira (BRASIL, 2014), recomenda, como base
da alimentagéo de brasileiros, alimentos predominantemente vegetais, consumidos
em sua forma natural ou minimamente processados. Como no Brasil existe uma
legislacdo que dispde sobre padrées microbiolégicos em alimentos (BRASIL, 2019),
os habitos de higienizagdo e a origem dos vegetais in natura ou minimamente
processados se tornam também fatores associados aos tipos de microrganismos
que chegam a MIH. Esses alimentos, entdo, contribuem como fornecedores de uma
extensa variedade de micro e macronutrientes, principalmente as fibras, para a MIH,
além de poderem servir como carreadores de microrganismos que chegam a MIH
(ABADIAS et al., 2007). Portanto, ao considerarmos os efeitos que os habitos
alimentares exercem na modulacdo da MIH e que individuos vegetarianos estritos
nao consomem quaisquer alimentos de origem animal, pode-se sugerir que haja
uma maior influéncia de alimentos in natura e minimamente processados, em sua
grande maioria vegetais, na formagao do core bacteriano compartilhado entre os
diferentes habitos alimentares analisados neste estudo.

E de suma importancia considerar as informacdes alimentares, baseadas na
ingestdo real de macronutrientes, dos individuos participantes de estudos
relacionados @ MIH (RAMOS e MARTIN, 2021). Alguns estudos relataram
aumentados niveis de bactérias produtoras de butirato, a partir de quantificagdo em
amostras fecais, do gene envolvido em uma das vias de produg¢do de butirato — o
gene butiril coenzima A: acetato coenzima A transferase (BUT) — em individuos
vegetarianos, quando comparados a onivoros. Esses fatos tém sido estreitamente
relacionados ao consumo elevado de carboidratos complexos e fibras por individuos
que mantém dietas vegetarianas (HIPPE, et al., 2011; SALONEN e DE VOS, 2014).
Entretanto, um estudo conduzido por Kabeerdoss e colaboradores (2012) encontrou
o gene BUT em quantidades mais elevadas em amostras fecais de mulheres
onivoras quando comparado aquelas vegetarianas. Porém, nesse estudo, nao foi
considerado que a ingestdo de carboidratos complexos e fibras foram menores entre

as mulheres vegetarianas, em comparagao as onivoras. Em outro estudo, De Filippis
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e colaboradores (2016) também encontraram resultados semelhantes quando
avaliaram individuos adeptos da dieta mediterranea, que apesar de ser considerada
uma dieta onivora, inclui alto consumo de cereais, vegetais, frutas e legumes. Os
niveis de AGCCs em individuos que aderiram fortemente a dieta mediterranea
também se encontraram elevados.

Nesse contexto, a dieta onivora, principalmente, deve ser avaliada com olhar
cauteloso, porque apresenta variacdes importantes entre seus individuos adeptos.
Assim, Ramos e Martin, num estudo publicado em 2021, sugeriram ser pertinente
avaliar as dietas em dois padrées — padrao ocidental e a base de plantas — para
entdo relaciona-las a MIH. Portanto, as dietas de padrdo ocidental seriam
representadas em sua grande maioria pela dieta onivora adotada por grande parte
dos habitantes dos paises ocidentais, que € caracterizada pelo alto consumo de
alimentos ultra processados, gorduras saturadas, proteina animal e agucares e baixa
ingestao de fibras e vegetais. Esse padrao de alimentagao tem sido constantemente
associado ao aumento da abundéncia de microrganismos bile-tolerantes que geram
metabalitos prejudiciais, como acidos biliares secundarios e N-6xido de trimetilamina
(TMAOQO), que vem da conversao de L-carnitina, presente em carnes vermelhas. Altos
niveis de TMAO tém sido relacionados com um risco aumentado de aterosclerose e
doengas cardiovasculares. Ja as dietas a base de plantas, que incluem os
vegetarianos e os adeptos da dieta Mediterranea, tém sido relacionadas ao aumento
da abundancia de bactérias degradadoras de fibras e a sintese de AGCCs e de
derivados de acidos fendlicos, relacionados a melhoria da saude em geral (RAMOS
e MARTIN, 2021; SALONEN e DE VOS, 2014). Portanto, a confianga apenas na
caracterizagao geral de habitos alimentares, sem considerar os consumos médios de
macronutrientes em cada grupo, pode ser fator de confusdo dentro dos estudos.

Considerando entdo a importancia da determinagdo de ingestdao média de
macronutrientes, neste estudo, quando avaliada a ingestdo de macronutrientes pelos
voluntarios, foram observadas diferencas relevantes, que provavelmente estao
relacionadas as diferencas encontradas na composi¢ao da MIH desses individuos. O
consumo de proteinas mais baixo em individuos que seguem uma dieta vegetariana
estrita, quando comparados aos outros tipos de dieta, € um achado comum em
diversos estudos, bem como o consumo mais elevado desse macronutriente por
individuos onivoros. Os individuos ovolactovegetarianos ocupam uma posigdo em

geral intermediaria entre os outros dois grupos quanto a ingestdo de proteinas
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(ALLES et al., 2017; BAKALOUDI et al., 2021; SOBIECKI et al., 2016; WALDMANN
et al., 2003), assim como observado no presente estudo. Além disso, habitos
alimentares vegetarianos, em geral, apresentam baixa ingestdo de acidos graxos e
gorduras saturadas. Um consumo maior de lipideos, geralmente, esta associado a
dietas onivoras. Neste estudo, o grupo de vegetarianos estritos apresentou menor
ingestdao de lipideos, quando comparado aos grupos de ovolactovegetarianos e
onivoros, o que poderia se dar pelo fato de que apenas no grupo VG quaisquer
alimentos de origem animal sdo excluidos, ja que estes alimentos, por exemplo ovos
e carnes gordas, em geral, apresentam grande aporte de lipideos em sua
composi¢cao (LOSASSO et al., 2018; MOREIRA et al., 2012).

Nesse contexto, o elevado consumo de lipideos e proteinas, associado ao
baixo consumo de fibras, principalmente em dietas do tipo ocidental, tem sido
relacionado ao aumento de bactérias tolerantes a bile na MIH, que incluem
Bacteroides, Clostridia e membros da familia Enterobacteriaceae, como linhagens de
E. coli e Klebsiella, entre outras (BEGLEY, GAHAN e HILL, 2005; JAAGURA et al.,
2021; KONEMAN et al., 2014; RAMOS e MARTIN, 2021; TOMOVA et al., 2019). E
importante ressaltar que a capacidade de bactérias da familia Enterobacteriaceae de
se desenvolverem em ambientes com concentracbes maiores de bile € uma
caracteristica utilizada na producdo de meios de cultura seletivos, que apresentam
sais biliares em sua composicdo, como por exemplo o Agar MacConckey, inibindo o
crescimento de diversas bactérias Gram positivas (KONEMAN et al., 2014). Além
disso, bactérias da familia Enterobacteriaceae, que apresentam genes codificadores
de serinoproteases e enzimas capazes de descarboxilar aminoacidos, podem utilizar
proteinas em processos fermentativos, como fonte de carbono e energia. Essa
caracteristica também utilizada para identificagdo, junto a outros meios de cultura, de
varias espécies dessa familia, além de apresentarem atividade proteolitica como
fator de viruléncia (AMARETTI et al., 2019; HOU et al., 2021; KONEMAN et al.,
2014).

Portanto, o maior aporte de proteinas e lipideos nas dietas dos voluntarios
dos grupos VT e ON, no presente estudo, poderia estar relacionado as contagens de
UFC mais elevadas em meio EMB, bem como maior densidade de bactérias Gram
negativas da classe y-Proteobacteria, composta majoritariamente por bactérias da
familia Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, em relacdo ao grupo de

vegetarianos estritos. A presenga em quantidades aumentadas de bactérias da
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familia Enterobacteriaceae, que devido as suas caracteristicas estruturais estao
associadas a atividades pro-inflamatdrias na MIH, vem sendo associadas a doengas
cronicas. Além disso, bactérias das espécies E. coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa, todas pertencentes a classe y-Proteobacteria, estdo
associadas a produgao de nitrosaminas, produtos obtidos a partir das aminas
formadas pela descarboxilagdo de aminoacidos, que estdo ligadas a acgao
cancerigena (SCOTT et al., 2013; SUZUKI e MITSUOKA, 1984).

As dietas ricas em lipideos também tém sido consideradas como um dos
fatores responsaveis pelo aumento de LPS na circulagdo sanguinea. Um dos
motivos pode estar relacionado a estrutura molecular dos LPS, que podem ser
incorporados as micelas, sendo entdo absorvidos. Esses macronutrientes também
estdo associados a redugédo de niveis de microrganismos considerados benéficos,
como, por exemplo, as bactérias do género Bifidobacterium, que auxiliam na
manutencao da estabilidade da barreira intestinal, reduzindo, entdo, o processo de
endotoxemia (GHOSHAL et al., 2009; MOREIRA et al., 2012).

O consumo elevado de proteinas, principalmente de origem animal, também
tem sido relacionado ao aumento da abundancia de bactérias Gram positivas do
género Enterococcus, enquanto que dietas enriquecidas com fibras tem mostrado
efeito contrario sobre esses microrganismos (KOSTOVCIKOVA et al.,, 2019;
SAKKAS et al., 2020), assim como observado neste estudo, quando se avaliou o
crescimento de microrganismos em Agar BEA. Além disso, a maioria das linhagens
de E. faecalis — espécie mais abundante desse género na MIH — e algumas de E.
faecium sao capazes de produzir ions superoxido extracelulares e espécies reativas
de oxigénio, que podem danificar o DNA de células do colon (HUYCKE, ABRAMS e
MOORE, 2002; KONEMAN et al., 2014). O género Enterococcus também foi
associado a exacerbacdo de processos inflamatérios em individuos com DIl, e em
modelos animais que apresentavam colite, cujos efeitos inflamatérios foram
intensificados apo6s administragdo de dietas ricas em proteinas de origem animal
(KOSTOVCIKOVA et al., 2019). Considerando entdo que microrganismos do género
Enterococcus exibem capacidade de crescer em meios de cultura seletivos contendo
bile em sua composi¢cdo, como, por exemplo, Agar BEA, e que esses
microrganismos sao frequentemente isolados de material biliar de pacientes com
colangite e coledocolitiase (BEGLEY, GAHAN e HILL, 2005; FLORES et al., 2005;

KONEMAN et al., 2014), pode-se sugerir que haja uma possivel correlagao entre o
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enriquecimento de Enterococcus e sua capacidade de tolerar ambientes com
maiores concentragbes de bile, como acontece em dietas ricas em proteinas de
origem animal e lipideos.

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos de diversas classes
tem sido alvo de intensa preocupagao. Microrganismos Gram negativos da familia
Enterobacteriaceae e Gram positivos dos géneros Staphylococcus e Enterococcus
representam grupos de bactérias de elevada importancia clinica a respeito da
resisténcia aos antimicrobianos (HOLMES et al., 2016; WHO, 2014). Nesse sentido,
em um estudo recente, Da Silva e colaboradores (2021) avaliaram qualitativamente
a presenga de genes de resisténcia a antimicrobianos utilizando as mesmas
amostras fecais dos individuos do presente estudo. Os resultados mostraram a
ampla distribuicdo desses genes nas amostras analisadas, sem agrupamentos por
similaridade, sugerindo que habitos alimentares diferentes ndo sao suficientemente
capazes de promover diferengas na distribuicdo desses genes, ja que 0os mesmos se
encontram disseminados pelo ambiente, chegando a MIH por outras vias, como, por
exemplo, a agua (DA SILVA et al.,, 2021; REGINA et al.,, 2021). Portanto,
considerando que, quantitativamente, neste estudo, bactérias Gram positivas
sugestivas de Enterococcus e a classe y-Proteobacteria, a qual abriga a familia
Enterobacteriaceae, foram menos abundantes em individuos do grupo VG, é
possivel que a MIH desse grupo de individuos seja composta por uma menor
densidade de bactérias que apresentem mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, em comparagao aos demais grupos estudados.

O consumo de carboidratos e fibras elevado, em geral, é associado a dietas
vegetarianas, podendo-se destacar os vegetarianos estritos como os grandes
protagonistas nesse cenario, o que corrobora os achados com relagdo a esses
macronutrientes neste estudo. Em geral, individuos vegetarianos estritos mantém
uma dieta mais diversificada, que inclui vegetais, sementes, oleaginosas,
leguminosas, e outras fontes de carboidratos (CLARYS et al., 2013; RIZZO et al.,
2013). Um consumo mais elevado de carboidratos e fibras por individuos
vegetarianos tem sido relacionado a menor densidade de microrganismos Gram
negativos do filo Proteobacteria na MIH, quando comparados a onivoros. Portanto, a
menor contagem de UFC de bactérias Gram negativas, sugestivas da familia
Enterobacteriaceae, e a menor abundancia dos microrganismos da classe Y-

Proteobacteria, no grupo VG, encontrados neste estudo, apresentam uma relagao
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inversamente proporcional ao consumo de fibras e carboidratos complexos, muito
provavelmente pela redugao do pH no ambiente intestinal pela produgcdo de AGCCs,
como relatado também por Sakkas e colaboradores (2020), Simpson e Campbell
(2015) e Zimmer e colaboradores (2012). E importante lembrar que as dietas ricas
em fibras tém sido constantemente associadas ao aumento de microrganismos
considerados benéficos na MIH, e reducao de bactérias produtoras de endotoxinas,
que estdo relacionadas a muitas doengas crbénicas (DE FILIPPO et al., 2010;
SALONEN e DE VOS, 2014; WU et al., 2011).

A digestao de carboidratos complexos necessita da contribuicdo de variadas
enzimas. Estudos tém demonstrado que muitas bactérias Gram positivas
pertencentes ao filo Firmicutes e Gram negativas do filo Bacteroidetes apresentam
intensa atividade sacarolitica na MIH, exibindo grande quantidade de genes
codificadores dessas enzimas em seus genomas, sendo consideradas degradadoras
primarias de carboidratos complexos na MIH, junto com o género Bifidobacterium
(KAOUTARI et al., 2013). Esses dois filos, portanto, também exibem alteragdes em
sua abundancia de acordo com diferentes tipos de habitos alimentares. O filo
Firmicutes abriga diversos géneros e espécies de bactérias positivamente
associadas ao consumo de fibras e carboidratos complexos e a beneficios a saude,
como por exemplo, produgcdo de AGCCs por Roseburia, Ruminococcus e Faecalium
prausnitzii, embora também contenha microrganismos que sao associados a dietas
tipicamente ocidentalizadas, como os do género Enterococcus e os da classe
Clostridia (KORPELA, 2018). O género Lactobacillus, também pertencente a esse
filo, vem sendo associado a efeitos benéficos na MIH, e tem sido positivamente
correlacionado a dietas ricas em vegetais e fibras, e negativamente a alta ingestéao
de gorduras saturadas. Esse género tem exibido estreita relagdo com a ingestao de
carboidratos complexos, como frutoligossacarideos e galactoligossacarideos, e de
proteinas de origem vegetal, muito presentes em dietas vegetarianas estritas, como
demonstrado no presente estudo, sendo considerados importantes microrganismos
probidticos da MIH (RAMOS e MARTIN, 2020).

O enriquecimento de Bacteroidetes em individuos vegetarianos, em
comparagao a onivoros, ja foi também observado em outros estudos, como o de
Franco-de-Moraes e colaboradores (2017) e o de Losasso e colaboradores (2018),
que associaram esse filo a menor consumo de proteina animal. Além disso, um

estudo de Do e colaboradores (2018), mostrou que dietas tipicamente
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ocidentalizadas também estdo associadas a redugcdo da abundancia de
Bacteroidetes e aumento de Proteobacteria na microbiota intestinal de
camundongos. Portanto, o filo Bacteroidetes tem mostrado relagdo estreita com o
consumo de carboidratos e fibras, sendo, na maioria dos casos, relacionado a
efeitos benéficos na MIH, embora apresente alguns géneros e espécies com
potencial efeito patogénico e pré-inflamatério, e também possuam LPS em sua
parede celular, cujo efeito inflamatério € considerado muito inferior aos de
Proteobacteria (AMABEBE et al., 2020; VATANEN et al., 2017).

Nesse contexto, ao serem associados ao maior consumo de carboidratos
complexos e a menor ingestdao de proteinas de origem animal, os individuos que
mantém uma dieta vegetariana estrita tendem a exibir um maior enriquecimento de
microrganismos dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, quando comparados aqueles
que ingerem proteinas de origem animal. No presente estudo, os individuos do
grupo VT também ocupam uma posigao intermediaria tanto no consumo de fibras e
carboidratos, quanto de proteinas em geral, o que poderia justificar a abundancia
intermediaria desses dois filos, quando comparados aos outros dois grupos de
participantes.

O enriquecimento dos filos Firmicutes e Bacteroidetes em vegetarianos
estritos reflete em um aumento da relagcédo Firmicutes:Bacteroidetes (em média 1,3x)
em relagdo aos outros dois grupos avaliados neste estudo. A relagéo
Firmicutes:Bacteroidetes aumentada tém sido alvo de diferentes estudos, que
relatam associacdo desse aumento a doencas como obesidade e DIl, ou a fatores
como idade e consumo de carboidratos complexos (DUNCAN et al., 2008; LEY et
al., 2005; MARIAT et al.,, 2009; PATIL et al., 2012; STOJANOV, BERLEC &
STRUKELJ, 2020). No presente estudo, como todos os participantes foram
classificados como eutréficos de acordo com o |IMC, a relagédo
Firmicutes:Bacteroidetes aumentada em individuos do grupo de vegetarianos
estritos pode estar relacionada ao maior consumo, por esse grupo de participantes,
de carboidratos e fibras, com acéo prebidtica sobre a MIH desses individuos, ja que
o aumento da abundancia do filo Firmicutes na MIH tem sido associado a sua
grande capacidade sacarolitica, se destacando como os principais degradadores de
carboidratos complexos na MIH (KAOUTARI et al., 2013; LEITCH et al., 2007).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os habitos alimentares sao fatores de elevada importancia no que se refere a
modulagao da estrutura e composi¢gao microbiana no ambiente intestinal humano. As
diferengas nos consumos de macronutrientes, bem como nos tipos e formas dos
alimentos ingeridos, exercem grande responsabilidade sobre a abundancia dos
microrganismos na MIH, embora diversos outros fatores também possam influenciar
na composicdo desta microbiota. Por isso, a preocupacdo em aplicar critérios de
inclusdo especificos e restritivos, neste estudo, a fim de tentar minimizar o impacto
de outros fatores nesse contexto. Além disso, € importante considerar que as
informagdes coletadas via QQFA, neste estudo, dependeram do recordatério
alimentar dos participantes, tanto dos tipos de alimentos consumidos, quanto das
quantidades aproximadas. Portanto, as informagdes fornecidas pelos participantes
poderiam representar também um possivel viés neste estudo.

E importante ressaltar que mais analises sobre a composicdo da MIH dos
individuos desse estudo devem ser realizadas, a fim de obter mais informacgdes
sobre grupos bacterianos que se destacam de acordo com cada habito alimentar
estudado. Outros grupos de microrganismos, como os filos Verrucomicrobia e
Actinobacteria, o grupo de arqueias e também alguns géneros e espécies de
bactérias, ainda serdo analisados de forma quantitativa via PCR em tempo real, a
fim de complementar os resultados ja existentes e auxiliar na elucidagdo das

diferengas nas microbiotas intestinais dos individuos participantes deste estudo.
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8 CONCLUSOES

A dieta de individuos vegetarianos estritos exibe maior consumo de
carboidratos e fibras e menor consumo de proteinas e lipideos, quando
comparada a dieta de ovolactovegetarianos e onivoros, considerando apenas
individuos eutroficos;

O consumo de macronutrientes e a MIH de individuos que seguem a dieta
ovolactovegetariana tendem a se assemelhar muito mais aos de individuos
onivoros do que aqueles que excluem todos os tipos de alimentos de origem
animal de sua dieta;

Os individuos onivoros apresentam, de um modo geral, menor diversidade
bacteriana em sua microbiota intestinal, quando comparados aos
participantes dos grupos VT e VG;

Os alimentos vegetais in natura ou minimamente processados parecem ser 0s
elementos centrais da dieta na contribuicdo da formacédo do core bacteriano
compartilhado pelos individuos que seguem diferentes habitos alimentares;

O enriquecimento de bactérias potencialmente patogénicas na MIH, como
aquelas pertencentes a classe y-Proteobacteria e ao género Enterococcus,
parece estar relacionado a ingestdo meédia diaria maior de proteinas de
origem animal e de lipideos, enquanto que o maior enriquecimento dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes e do género Lactobacillus parece se relacionar a

ingestao média diaria maior de carboidratos e fibras.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.046.122

Apresentagao do Projeto:

Este sera um estudo transversal onde serdo convidados adultos saudaveis ndo obesos com diferentes habitos
alimentares baseados em diferentes tipos de dieta (veganismo, vegetarianismo, ovo-lacto- vegetarianismo e
onivorismo). Os participantes serao recrutados na comunidade de Juiz de Fora, MG, apds contato prévio com
grupos de interesse e afinidade, utilizando-se as redes sociais. Apresentacao do projeto esta clara, detalhada
de forma objetiva, descreve as bases cientificas que justificam o estudo, de acordo com as atribuicGes
definidas na Resolucdo CNS 466/12 de 2012, item Il

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar caracteristicas soécio-demograficas, antropométricas, nutricionais e a diversidade bacteriana, seu perfil
funcional e metabdlico na microbiota intestinal de individuos com diferentes habitos alimentares (veganismo,
vegetarianismo, ovo-lacto-vegetarianismo e onivorismo). O Objetivo da pesquisa esta bem delineado,
apresenta clareza e compatibilidade com a proposta, tendo adequacdo da metodologia aos objetivos
pretendido, de acordo com as atribuicoes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013, item

3.4.1-4.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
O estudo é classificado como de risco minimo, isto &, o procedimento ndo acarretara riscos para
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os participantes, maiores do que aqueles aos quais eles estariam expostos na sua rotina do dia-a-dia.
Eventuais desconfortos fisicos ou emocionais serdo minimizados, uma vez que os dados antropométricos e
demais informacgdes serdo obtidas durante consulta individual no domicilio do participante, com nutricionista
experiente ou académico de nutricdo e o espécime clinico fecal sera coletado no domicilio do participante.
Acredita-se que este projeto possa contribuir, de maneira geral, para dimensionar a distribuicdo diferencial
bacteriana na microbiota residente intestinal de individuos com diferentes habitos alimentares, seu papel no
ecossistema pela determinacdo dos perfis funcionais e metabdlicos. Esses conhecimentos, de carater
regional, poderiam contribuir para suscitar discussdes sobre o envolvimento destas variaveis na etiologia
multifatorial de doencas associadas ao desequilibrio da microbiota residente intestinal e suas comorbidades.
Além disso, os resultados deste projeto podem gerar indicadores que poderiam ser usados para predizer
condicdes de saude através do levantamento dos dados de alteragdes fisiologicas e moleculares relacionadas
a fisiologia microbiana no ecossistema intestinal e resposta do hospedeiro a esses microrganismos,
correlagdes entre fatores do

comportamento que possam modular estas variaveis, como perfil nutricional; ainda, possibilitar a
consolidagéo da equipe multidisciplinar envolvida no estudo. Identificagdo dos riscos e as possibilidades de
desconfortos e beneficios esperados, estdo adequadamente descritos. A avaliagdo dos Riscos e Beneficios
estdo de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12 de 2012, itens llI; 111.2 e V.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonéncia com os principios éticos norteadores
da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na resolugdo 466/12 do CNS e com a
Norma Operacional N2 001/2013 CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O protocolo de pesquisa esta em configuragdo adequada, apresenta FOLHA DE ROSTO devidamente
preenchida,com o titulo em portugués, identifica o patrocinador pela pesquisa, estando de acordo com as
atribuicdes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra a; e 3.4.1 item 16. Apresenta o
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO em linguagem clara para compreensdo dos
participantes, apresenta justificativa e objetivo, campo para identificacdo do participante, descreve de forma
suficiente os procedimentos, informa que uma das vias do TCLE sera entregue aos participantes,assegura a
liberdade do participante recusar ou retirar o consentimento sem penalidades,garante sigilo e anonimato,
explicita riscos e
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desconfortos esperados, indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa,contato do
pesquisador e do CEP e informa que os dados da pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador pelo periodo
de cinco anos, de acordo com as atribui¢cdes definidas na Resolu¢gdo CNS 466 de 2012, itens:IV letra b; IV.3
letras a,b,d,e,f,ge h; IV.5letrad e XI.2 letra f. Apresenta o INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS de forma
pertinente aos objetivos delineados e preserva os participantes da pesquisa. O Pesquisador apresenta
titulagcéo e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa, estando de acordo com as atribui¢goes definidas
no Manual Operacional para CPEs. Apresenta DECLARAGCAO de infraestrutura e de concordancia com a
realizacdo da pesquisa de acordo com as atribuicdes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013
item 3.3 letra h.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto, o projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios éticos norteadores da ética
em pesquisa estabelecido nas Resolu¢des CNS 466/12; 441/12; com a Norma Operacional N2 001/2013 CNS
e com a Portaria 2.201/12. Data prevista para o término da pesquisa: Outubro de 2020.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuicdes definidas nas
Resolugées CNS 466/12; 441/12; com a Norma Operacional N2 001/2013 CNS e com a Portaria 2.201/12,
manifesta-se pela APROVACAO do protocolo de pesquisa proposto. Vale lembrar ao pesquisador responsavel
pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP de relatérios parciais e/ou total de sua pesquisa informando o
andamento da mesma, comunicando também eventos adversos e eventuais modificagées no protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 03/05/201/ Aceito
do Projeto ROJETO_882807.pdf 16:31:31
Projeto Detalhado / | Projeto_Modelo_CEP_201/_plataforma | 03/05/201/ | Claudio Galuppo Aceito
Brochura _Brasil.doc 16:30:57 Diniz
Investigador
Declaragao de declaracao_para_biorrepositorio.pdf 16/03/2017 | Claudio Galuppo Aceito
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Instituicdo e declaracao_para_biorrepositorio.pdf 21:52:05 | Diniz Aceito
Infraestrutura
Declaracéo de declaracao_infraestrutura.pdf 16/03/2017 | Claudio Galuppo Aceito
Instituicdo e 16:55:29 | Diniz
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLE_Biorrepositorio.doc 16/03/2017 | Claudio Galuppo Aceito
Assentimento / 16:54:59 [ Diniz
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE.doc 16/03/2017 | Claudio Galuppo Aceito
Assentimento / 16:52:35 | Diniz
Justificativa de
Auséncia
Outros Intrumentos.doc 16/03/2017 | Claudio Galuppo Aceito
16:46:49 | Diniz
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 16/03/2017 | Claudio Galuppo Aceito
16:41:26 | Diniz

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

JUIZ DE FORA, 04 de Maio de 2017
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Lainer Augusta da Cunha Serrano

(Coordenador)
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntdrio(a) a participar da pesquisa “CORRELACAO
ENTRE DIETA E MICROBIOTA: DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL EM INDIVIDUOS
COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES”.

Nesta pesquisa pretendemos avaliar a diversidade bacteriana, seu perfil funcional e metabdlico, e
parametros imunologicos de individuos que seguem dieta onivora, ovolactovegetariana ou vegana.

Estudos revelam que habitos alimentares saudaveis podem contribuir para modular, de modo benéfico,
as reagOes entre a microbiota entérica e o hospedeiro, estabelecendo um caminho efetivo na prevengao
de varias doengas, tais como doengas cardiovasculares, gastrointestinais, neurologicas e endocrinas.

Acredita-se que esta pesquisa possa contribuir para dimensionar a distribui¢ao bacteriana na microbiota
residente intestinal de individuos com diferentes habitos alimentares, seu papel no ecossistema pela
determinacao dos perfis funcionais e metabolicos, e aspectos da resposta imunologica sistémica nestes
individuos.

Para este estudo estdo sendo convidados adultos com dieta alimentar onivora, ovolactovegetariana ou
vegana, seguida por no minimo um ano. Os fatores de exclusdo do estudo incluem gestagdo, lactagao,
diabetes, hipertensdo, doenca cardiaca, idade inferior a 18 anos, idade superior a 65 anos e obesidade,
dieta alimentar seguida ha menos de um ano, doengas renais e/ou outras doengas cronicas. Os
participantes responderdo a um questionario de dados clinicos, epidemioldgicos, um formulario para
avaliacdo do estilo de vida e serdio submetidos a avaliagdo antropométrica (peso, altura, Indice de Massa
Corporal, circunferéncia da cintura, circunferéncia abdominal e percentual de gordura corporal),
avaliacdo nutricional (pela informac¢ao da frequéncia alimentar media do consumo habitual relativa aos
ultimos seis meses) e coleta de espécimes clinicos (fezes).

e Considerando-se os riscos envolvendo pesquisas com seres humanos, de acordo com o preconizado
pela legislacdo vigente (resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude), o estudo ¢ classificado
como de risco minimo, isto €, o procedimento ndo acarretara riscos para osparticipantes, maiores
do que aqueles aos quais eles estariam expostos na sua rotina.

e Eventuais desconfortos fisicos ou emocionais serdo minimizados, uma vez que os dados
antropométricos serdo obtidos em sala adequada e os espécimes clinicos serdo coletados em
domicilio (fezes no coletor fornecido), de acordo com um guia de coleta de fezes fornecido pelo
pesquisador e sua equipe.

e Para participar deste estudo o Sr(a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagao
a qualquer momento. A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que ¢ atendido pelo pesquisador, que tratard a
sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
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Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permissao e o(a) Sr(a) nao sera identificado
em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Instituto de Ciéncias Biologicas/UFJF, Setor de
Microbiologia e a outra sera fornecida ao senhor(a). Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa
ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5(cinco) anos, € apos esse
tempo serdo destruidos.

Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “CORRELACAO ENTRE
DIETA E MICROBIOTA: DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL EM INDIVIDUOS COM
DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
davidas. Sei que a qualquer momento solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de

participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Juiz de Fora, de de20 .
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

CEP — COMITE DE ETICA EM PESQUISA/UFJF
CAMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF

PRO-REITORIA DE PESQUISA

CEP: 36036-900

FONE: (32) 2102-3788/ E-MAIL: cep.propesq@ufjf.edu.br

PESQUISADOR RESPONSAVEL: PROF. DR. CLAUDIO GALUPPO DINIZ
DEPTP. PARASITOLOGIA, MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
ICB/UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

RUA LOURENCO KELMER, S/N - CAMPUS UNIVERSITARIO

BAIRRO SAO PEDRO - CEP: 36036-330 — JUIZ DE FORA, MG

E-MAIL: claudio.diniz@ufjf.edu.br
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ANEXO C - QUESTIONARIO QUANTITATIVO DE FREQUENCIA ALIMENTAR (QQFA)
ADAPTADO

PROJETO DE PESQUISA: CORRELACAO ENTRE DIETA E MICROBIOTA: DIVERSIDADE
MICROBIANA INTESTINAL EM INDIVIDUOS COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES.

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Participante N° | | Data: / /

Nome: Idade (anos):

e-mail: Telefones:

1. Estado civil: [ ] solteiro(a) [ ] casado(a)[ ] outro

2. Cor:[ ]branca [ ]|preta [ ]parda [ ]amarela [ ]outra

3. Dieta:[ ]vegana[ ]ovo-lacto vegertariana [ ]onivora Tempo que segue esta dieta:

4. Vocé tem ou ja teve algum acompanhamento profissional em relagdo a sua dieta: [ ] sim [ | ndo

Que tipo:

5. Utiliza alimentos organicos: [ ]sim[ ]n&o Tempo que consome organicos:

Utiliza adogantes: [ ] sim[ ]ndo Tempo que usa: Usa qual(is) principalmente:

6
7. Nivel de escolaridade:
8

Ocupacao profissional:

9. Vida sexual ativa: [ | ndo [ ]sim - Parceiros [ ] 01 [ ]mais de 01
10. Renda familiar? [ ] 1 a 3 salarios [ ] 4 a 6 salarios [ ] 7 a 9 salarios [ ] acima de 10 salarios
minimos
Numero de pessoas que vivem desta renda:_
11. Antibidticos nos ultimos 30 dias:
Antifungico [ ]sim[ ]nfo Antibacteriano[ ]sim|[ ]ndo  Antiprotozodario[ ] sim [ ]ndo
12. Medicamentos suplementares:
Insulina: [ ]sim[ ]ndo Hipoglicemiante oral: [ ] sim[ ] ndo
Anti-hipertensivo: [ ] sim[ ] ndo Antidepressivo: [ ] sim[ ] ndo
Dislipidémicos: [ ] sim [ ] ndo

Outros:

13. Utiliza suplementos alimentares (polivitaminicos, ferro, B12, D, C): [ ]sim[ ] ndo

Descrever:

14. Utiliza probidticos e/ou prebidticos: [ ]sim[ ]ndo

Descrever:
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15. Apresenta alguma patologia:
Diabetes: [ ]sim[ ]n2o[ ]nfo sabe
Hipertensdo: [ ]sim|[ ]ndo[ ]ndo sabe
Doengas hepaticas: [ ]sim[ ]ndo[ ]nio sabe
Doengas na tiredide: [ ]sim[ ]ndo[ ]ndo sabe
Soropositivo(a) para HIV: [ | sim [ ] ndo [ ] ndo sabe

Outra(s):

Doengas cardiacas: [ ] sim [ ] ndo [
Doengas renais: [ | sim [ ] ndo [
Depressdo: [ ] sim [ ] ndo [

Imunossupressdo: [ | sim [ ] ndo [

]
]
]
]

nao sabe
nio sabe
nio sabe

nio sabe
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PROJETO DE PESQUISA: CORRELACAO ENTRE DIETA E MICROBIOTA: DIVERSIDADE

MICROBIANA INTESTINAL EM INDIVIDUOS COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES.

QUESTIONARIO QUANTITATIVO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Nome:

Idade (anos): Participante N° | |

Prezado participante, informe a frequéncia média de consumo habitual (diaria, semanal ou mensal) relativa
aos ultimos seis meses e o tamanho da porgao ingerida. Para ajuda-lo na estimativa das por¢des ha um album

fotografico elaborado por VANNUCCHI et al., 2007.

ATENCAO: Nio altere sua rotina alimentar! A autenticidade da sua informagdo ¢ fundamental. Seus
registros serdo mantidos em sigilo!

Grupo do leite e Quantas vezes vocé come Unidade | P25 P(75) | CODIF.
derivados 1 2 3
P®) M(2) GQ)
Leite integral N123456718910|D S M| I100mL 250mL
Leite desnatado N 1234567289 10D S M| I100mL 250mL
Leite semidesnatado N 1234567289 10|D S M| 100mL 250mL
Leite vegetal: N 1234567289 10D S M| I100mL 250mL
logurte natural desnatado N123456789 10|D S M| 100mL 250mL
logurte com frutas N12345678910|D S M| 100mL 250mL
Queijo fresco ou ricota N123456789 10|DS M|20g 40g
Queijo amarelo N123456789 10|DS M| Il15g 30g
Tofu N 123456789 10|DS M|I5g 30g
Requeijao N123456718910|DS M|I0g 40g
N12345678910|DSM
N12345678910|DSM
Grupo dos pies e cereais matinais
Pao francés, forma,outros | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M| 2g 75g
Pao integral N 1234567189 10|DS M|25¢g 75¢g
Pao doce, de queijo, N123456789 10|D S M| 25 50g
croissant
Biscoitos doces/salgados | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M| l4g 40g
ou torradas
Aveia, granola, barra de [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M| 15¢g 50g
cereais e sucrilhos
N123456728910 S M| 15g 50g
N 2345678910
Gorduras
Margarina comum N12345678910|DS M|25g 6g
Margarina light N12345678910|DS M|25g 6¢g
Manteiga N 1234567189 10|DS M|3g 7¢
Creme vegetal N12345678910|DS M|3g 7g
Maionese N12345678910|DS M|7g 30g
N123456728910|DSM|7g 30g
Cereais, Tubérculos e Massas
Arroz branco N 1234567389 10D S M| 60g 145g
Batata, mandioca, polenta | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M| 25¢g 100g
(fritas)
Batata, mandioca, polenta | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M| 50g 140g
(nao fritas)
Milho verde N 123456789 10|DS M|o60g 145¢g
Batata-doce N 1234567389 10|D S M|50g 120g
Massas, macarrdo, lasanha, | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M| 45¢g 200g
nhoque




79

Salgados e tortas N 123456789 10|D S M|40g 150g
Pizza N 123456728910 |DS M|S50g 300g
Farofa, farinha de milho, | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |[D S M| 15¢g 30g
outros:
N123456728910|DSM
Grupo das frutas
Laranja, mexerica, ponca N 123456789 10 |D S M| I125g 360g
Banana N 123456789 10|D S M|>50g 120g
Maga, péra N1234567289 10 |DS M|O60g 130g
Mamao papaia N123456789 10 |D S M| 100g 170g
Melancia, meldo N 123456789 10|D S M|>55¢g 150g
Uva, abacaxi, goiaba N 123456789 10|D S M|40g 150g
Abacate N1234567289 10 |DS M|S80g 215¢g
Manga, caqui N1234567289 10 |D S M|A45¢ 180g
Suco de laranja natural N123456789 10|D S M| 165mL 250 mL
Jaca N 12345678910 |D S M|45g 180g
Suco de outras frutas N123456789 10 |D S M|200mL 600mL
Outras frutas: N 123456789 10|D S M|30g 75g
N123456789 10 |DS M|30g 75¢g
N 12345678910 |D S M|30g 75g
N1234567289 10 |DS M|30g 75¢g
Grupo das leguminosas
Feijao roxo, carioca N 123456789 10|D S M|>55¢g 140g
Ervilha, lentilha, grao de N12345678910|D S M|20g 60g
bico, outros
Feijoada N 12345678910 |D S M|I150g 300g
N 123456718910 |D S M|S55g 140g
N 123456718910 |D S M|S55g 140g
Grupo de verduras/legumes
Alface, escarola, agridfo, | N 1 2 3 4 56 7 8 9 10 |D S M| 20g 40g
rucula, almeirdo
Repolho, acelga, couve, | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 30g 75g
espinafre
Couve-flor, brocolis N 123456789 10|D S M|25¢g 80g
Cenoura, abobora N12345678910|D S M|Il2g 48¢g
50g 120g
Tomate N123456789 10 |DS M|30g 80g
Berinjela N1234567189 10 |DS M|30g 80g
Beterraba N 123456789 10|D S M|25¢ 80g
Vagem, chuchu, abobrinha | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | D S M |20g 65g
Sopas N1234567389 10 |D S M|290g 780g
N12345¢678910|D S M|290¢g 780¢g
Grupo das carnes e ovos
Carnebovinasemgordura | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 75g 120g
Carne bovinacomgordura | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M | 75g 120g
Carmne de porco com|N 1 2 3 456 7 89 10 |D S M|775¢g 255¢
gordura
Carmne de porco sem | N 1 2 3 4 56 7 8 9 10 |D S M|775¢g 255¢
gordura
Bacon, toucinho, torresmo, | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 77,5¢g 255g
pururuca
Carne de frango ou de [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 65g 135¢g
outras aves sem pele
Carne de frango ou de [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 65g 135¢g

outras aves com pele




80

Peixes N12345678910|D S M|100g 230g
Miudos, dobradinha, | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 6g 130g
figado, coragdo
Camardo, frutos-do-mar N 123456789 10|D S M|>50g 150g
Linguiga, salsicha N 123456789 10|D S M|40g 120g
Ovo cozido N 123456718910 |D S M|25¢g 100g
Ovo frito N 12345678910 |D S M|25g 100g
Presunto, mortadela N 123456789 10|DS M|Il5g 30g
Grupo das proteinas vegetais
Proteina texturizada de [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |D S M| 75¢g 120g
soja
Presunto vegetal N 123456789 10|DS M|Il5g 30g
Seitan N 12345678910 |DS M|75 120g
Cogumelos N12345¢678910|DS M|75 120g
N 12345678910 |DS M|75 120g
N 12345678910 |DS M|75 120g
Grupo das bebidas
Café amargo N1234567 89 10 |D S M|50mL 100 mL
Café com agticar N 123456738910 |D S M|50mL 100 mL
Café com adocante N 123456728910 |D S M|50mL 100 mL
Cha preto ou mate N123456789 10 |D S M|150mL 300 mL
Cha de ervas N 12345678910 |D S M|I50mL 300 mL
Agua N 12345678910 |D S M|I120mL 360 mL
Cerveja N 12345678910 |D S M|300mL 600 mL
Pinga, destilados N123456789 10 |D S M|45mL 90 mL
Vinho N1234567 8910 |D S M|60mL 200 mL
Sucos artificiais N123456789 10|D S M|200mL 600 mL
Refrigerante diet/light N123456789 10|D S M|200mL 350 mL
Refrigerante comum N1234567289 10 |D S M|200mL 350 mL
N 12345678910 |D S M|200mL 350 mL
N12345678910|DSM
N12345678910|DSM
Grupo de doces e miscelaneas
Bolos, tortas, pavés N 123456789 10|D S M|>50g 150g
Chocolates, brigadeiro N 123456789 10 |D S M|I15g 50g
Mel ou geléia N1234567 8910 |DS M|9g 18¢g
Sorvetes, picolés, milk N12345678910|D S M|70g 160g
shake
Pudins, doces com leite N 123456789 10|D S M|>50g 150g
Doces de frutas N 123456789 10|D S M|20g 50g
Castanhas e oleaginosas, N123456789 10|D S M|25¢ 100g
amendoins
Acai N12345¢678910|D S M|200g 500g
Pipoca, chips, outros N 123456789 10|D S M|>50g 150g
N12345678910|DSM
N 12345678910 |DSM
N12345678910|DSM
N12345678910|DSM
N12345678910|DSM
N12345678910|DSM




Quantas vezes vocé come? Unidade CODIF.
Com que frequéncia vocé usa gordura ou 6leo no N12345¢6728910 D S M
preparo de suas refeicdes?
Quantas porgdes de vegetais (verduraselegumes) [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M
vocé costuma comer, sem incluir batatas ou saladas
de maionese?
Quantas porg¢des de frutas vocé costuma comer, N 123456728910 D S M

sem incluir sucos de frutas?
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PROJETO DE PESQUISA: CORRELACAO ENTRE DIETA E MICROBIOTA: DIVERSIDADE
MICROBIANA INTESTINAL EM INDIVIDUOS COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES.

FORMULARIO PARA AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Participante N° | | Data: / /
Nome: Idade (anos):
1. Peso (kg): ; Referéncia:
e baixo peso (IMC < 18,5),
2. Alwra(em):______; e eutrofia (18,5 < IMC < 25),
3 IMC: : e pré-obesidade (25 < IMC < 30),
e obesidade (IMC > 30)

4. Classificagdo:

5. % de Gordura corporal:_____;

6. % de Hidratagdo:

7. % de Musculatura:

8. %MassaOssea: ;

9. Taxa de Metabolismo Basal:
10. Circunferéncia da cintura (cm):___
11. Circunferéncia abdominal (cm):___ ;
12. Circunferéncia do quadril (cm):___ ;

13. RCQ:
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PROJETO DE PESQUISA: CORRELACAO ENTRE DIETA E MICROBIOTA: DIVERSIDADE
MICROBIANA INTESTINAL EM INDIVIDUOS COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES.

FORMULARIO PARA AVALIACAQ DO ESTILO DE VIDA

1. Vocé pratica alguma atividade fisica? (0) Nao (1) Sim.
Se SIM, qual atividade?

Com que freqiiéncia? vezes/semana.
Quanto tempo gasta praticando atividade fisica? horas.
2. Em média, quanto tempo por dia vocé gasta assistindo TV ou fica no computador? horas.

3.Vocé fuma? (0) Ndo (1) Sim.
Se sim, ha quanto tempo? Quantos cigarros fuma por dia?

4. Vocé costuma consumir bebida alcodlica?
(0) nunca

(1) diariamente

(2) 1 ou menos de uma vez por més

(3) pelo menos 1 vez por semana

(4) 2 a 4 vezes por meés

(5) 2 a3 vezes por semana

5. Qual o tipo de bebida vocé bebe?

(0) Nenhuma (1) cerveja (2) vinhos (3) destilados (cachaca, whisky, vodca, licor) (4) bebidas ice
6. Quantas doses contendo alcool vocé consome num dia tipico quando vocé esta bebendo?

(0) Nenhuma (1) 1a2doses (2)3a5doses (3)6a8doses (4)10 ou mais
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ANEXO D — Caracterizagao de morfotipos obtidos a partir de cultura de

amostras fecais em meios de cultura seletivos e suas respectivas ocorréncias

absolutas.
Ocorréncia
Cédigo Descri¢do dos morfotipos absoluta
VG | VT | ON
Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
M1 . . . . o 12 | 19 | 16
lisa, brilho translicido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
M2 Tamanho médio, com forma circular, eleva¢do do tipo elevada, borda lisa, 3 1 0
brilho translicido, cor amarela, aspecto Umido e Gram positiva.
M3 Tamanho grande, com forma circular, elevagao do tipo convexa, borda lisa, 4 7 )
brilho translicido, cor amarela, aspecto Umido e Gram positiva.
Ma Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa, 5 0 0
brilho transltcido, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.
M5 Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo convexa, borda 1 1 0
lobada, brilho translucido, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.
Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo convexa, borda
M6 - . .. s 1 1 3
lobada, brilho transltcido, cor amarela, aspecto Umido e Gram positiva.
M7 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa, 4 ) 3
brilho translucido, cor amarela, aspecto viscoso e Gram positiva.
M8 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo convexa, borda 4 5 3
lisa, brilho translicido, cor amarela, aspecto Umido e Gram positiva.
M9 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo elevada, borda lisa, 3 0 0
brilho transltcida, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.
Tamanho médio, forma circular, elevacdo do tipo elevada, borda ondulada,
M10 . .. . " 1 0 0
brilho translucido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.
Tamanho médio, com forma circular, elevagao do tipo convexa, borda lisa,
M11 ) . . e 5 5 10
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo convexa, borda
mM12 ) . . . 4 1 3
lobada, brilho translicido, cor amarela, aspecto viscoso e Gram positiva.
M13 Tamanho médio, com forma irregular, elevacdo do tipo ondulada, borda 1 0 0
lobada, brilho opaco, cor branca, aspecto seco e Gram positiva.
M14 Tamanho grande, com forma irregular, elevagao do tipo elevada, borda lisa, ) 0 0
brilho opaco, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.
Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo protuberante,
M15 . . . 2 0 2
borda lobada, brilho opaco, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.
M16 Tamanho grande, com forma circular, ekevacdo do tipo achatada, borda lisa, 1 0 0
brilho transltcido, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.
M17 Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda 1 0 0
lisa, brilho opaco, cor branca, aspecto seco e Gram positiva.
M18 Tamanho grande, com forma irregular, elevacdo do tipo protuberante, 1 0 0
borda lisa, cor branca, brilho opaco, aspecto membranoso e Gram positiva.
M19 Tamanho grande, com forma irregular, elevacdo do tipo cdncava, borda 1 1 0
lobada, brilho transltcido, cor amarela, aspecto viscoso e Gram positiva.
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M20

Tamanho grande, com forma irregular, elevagdo do tipo elevada, borda
lobada, brilho opaco, cor branca, aspecto membranoso e Gram positiva.

M21

Tamanho grande, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda lisa,
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.

M22

Tamanho médio, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda lisa,
brilho translicido, cor amarela, aspecto Umido e Gram positiva.

M23

Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo céncava, borda
lobada, brilho opaco, cor branca, aspecto seco e Gram positiva.

M24

Tamanho médio, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
lobada, brilho transltcido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.

M25

Tamanho médio, com forma circular, elevagdo do tipo céncava, borda lisa,
brilho translucido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.

M26

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.

mM27

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho opaco, cor branca, aspecto seco e Grasm positiva.

M28

Tamanho médio, com forma irregular, elevacao do tipo protuberante, borda
lobada, brilho opaco, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.

M29

Tamanho grande, com forma irregular, elevacdo do tipo convexa, borda
ondulada, brilho translicido, cor amarela, aspecto membranoso e Gram
positiva.

M30

Tamanho pequeno, com forma puntiforme, elevagao do tipo convexa, borda
lisa, brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.

M31

Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
lisa, brilho opaco, cor branca, aspecto leitoso e Gram positiva.

M32

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda
ondulada, brilho translicido, cor amarela, aspecto umido e Gram positiva.

M33

Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda
lisa, brilho transltcido, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.

M34

Tamanho grande, com forma irregular, elevagdo do tipo elevada, borda
lobada, brilho opaco, cor branca, aspecto seco e Gram positiva.

M35

Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
lisa, brilho translicido, cor amarela, aspecto viscoso e Gram positiva.

M36

Tamanho médio, com forma circular, elevagado do tipo convexa, borda lisa,
brilho opaco, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.

mM37

Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo convexa, borda
ondulada, brilho opaca, cor amarela, aspecto viscoso e Gram positiva.

M38

Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo ondulada, borda
lobada, brilho opaco, cor amarela, aspecto viscoso e Gram positiva.

M39

Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
lisa, transparente, aspecto Umido e Gram positiva.

M40

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa,
brilho transltcido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.

M41

Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda
lisa, brilho transltcido, cor branca, aspecto viscoso e Gram positiva.
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Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo elevada, borda lisa,

M42 . .. . o 0 0
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
M43 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo elevada, borda lisa, ) 0
brilho opaco, cor cinza, aspecto seco e Gram positiva.
Maa Tamanho grande, com forma circular, elevagao do tipo elevada, borda lisa, 0 0
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
M45 . . . . . 11 | 15
lisa, brilho translicido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
M46 Tamanho médio, com forma circular, elevagao do tipo convexa, borda lisa, 3 0
brilho translucido, cor cinza, aspecto umido e Gram positiva.
Ma7 Tamanho pequeno, com forma puntiforme, elevagao do tipo convexa, borda ) 6
lisa, transparente, aspecto Umido e Gram positiva.
M48 Tamanho pequeno, com forma puntiforme, elevacao do tipo elevada, borda 0 0
lisa, brilho translucido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.
M49 Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo protuberante, borda 1 1
lisa, brilho transltcido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.
M50 Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa, 5 1
brilho transltcido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.
Tamanho médio, com forma irregular, elevacao do tipo convexa, borda
M51 . . . ", 0 0
ondulada, brilho translicido, cor branca, aspecto Umido e Gram positiva.
M52 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo cOncava, borda lisa, 1 0
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
M53 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa, 6 1
brilho translucido, cor preta, aspecto Umido e Gram positiva.
M54 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda 3 1
lisa, brilho translicido, cor cinza, aspecto Umido e Gram positiva.
M55 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo elevada, borda lisa, 3 1
brilho translucido, cor cinza, aspecto umido e Gram positiva.
M56 Tamanho médio, com forma circular, elevagao do tipo elevada, borda lisa, 1 1
brilho translucido, cor branca, aspecto umido e Gram positiva.
M57 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda 10 | 1
lisa, brilho translucido, cor preta, aspecto Umido e Gram positiva.
M58 Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda ) 1
lisa, brilho opaco, cor branca, aspecto leitoso e Gram positiva.
M59 Tamanho grande, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda lisa, 1 0
brilho translucido, cor preta, aspecto Umido e Gram positiva.
ME0 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa, 0 1
brilho translucido, cor cinza, aspecto umido e Gram positiva.
M61 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa, 0 1
brilho opaco, cor branca, aspecto vicoso e Gram positiva.
M62 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo protuberante, borda 0 1
lisa, brilho transltcido, cor preta, aspecto Umido e Gram positiva.
M63 Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo protuberante, 0 1

borda lisa, transparente, aspecto Umido e Gram positiva.
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Mé64

Tamanho médio, com forma circular, elevagao do tipo convexa, borda lisa,
brilho translucido, cor rosa, aspecto umido e Gram negativa.

M65

Tamanho médio, com forma circular, elevagado do tipo convexa, borda lisa,
brilho translucido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram negativa.

M66

Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
lisa, brilho translicido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.

Me67

Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo protuberante,
borda lobada, brilho transltcido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram
negativa.

M68

Tamanho grande, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda lisa,
brilho opaco, cor roxa, aspecto umido e Gram negativa.

M69

Tamanho médio, com forma circular, elevagado do tipo convexa, borda lisa,
brilho translucido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.

M70

Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda
ondulada, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e gram
negativa.

M71

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho translucido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram negativa.

M72

Tamanho grande, com forma circular, elevagédo do tipo convexa, borda lisa,
brilho translucido, cor rosa, aspecto viscoso e Gram negativa.

M73

Tamanho grande, com forma irregular, elevagdo do tipo convexa, borda
lobada, brilho transltcido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.

mM74

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho translucido, cor rosa, aspecto umido e Gram negativa.

M75

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda
ondulada, brilho translicido, cor roxa, aspecto seco e Gram negativa.

M76

Tamanho médio, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
ondulada, brilho translucido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram
negativa.

mM77

Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho transltcido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.

M78

Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa,
brilho translucido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.

M79

Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho translucido, cor rosa, aspecto umido e Gram negativa.

M80

Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda
lisa, brilho translucido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.

M81

Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo elevada, borda lisa,
brilho transltcido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.

M82

Tamanho médio, com forma irregular, elevacdo do tipo elevada, borda
lobada, brilho transltcido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.

Mms83

Tamanho grande, com forma irregular, elevacao protuberante, borda
lobada, brilho transltcido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.

M84

Tamanho médio, com forma irregular, elevagao protuberante, borda lobada,

brilho translucido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.
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Tamanho médio, com forma circular, elevagdo do tipo protuberante, borda

M85 ) . . . L . 10
lisa, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram negativa.
M86 Tamanho grande, com forma circular, elevagao do tipo protuberante, borda 1
lisa, brilho translicido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.
M87 Tamanho médio, com forma circular, eleva¢do do tipo protuberante, borda 0
lisa, brilho translicido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.
M88 Tamanho médio, com forma irregular, elevacdo do tipo convexa, borda 1
lobada, brilho transltcido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.
M89 Tamanho médio, com forma irregular, elevagao do tipo protuberante, borda 0
lobada, brilho transltcido, cor metalizada, aspecto seco e Gram negativa.
M90 Tamanho grande, com forma irregular, elevagao do tipo protuberante, 0
borda lobada, brilho opaco, cor roxa, aspecto seco e Gram negativa.
Mo1 Tamanho médio, com forma circular, elevacao do tipo protuberante, borda 4
lisa, brilho translicido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.
M92 Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda 3
lisa, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram negativa.
Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo elevada, borda
M93 , . . i . 0
lobada, brilho translucido, cor vinho, aspecto iUmido e Gram negativa.
Moa Tamanho pequeno, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda 1
lisa, brilho translicido, cor vinho, aspecto Umido e Gram negativa.
MO5 Tamanho pequeno, com forma circular, eleva¢do do tipo convexa, borda 0
lisa, brilho translicido, cor rosa, aspecto Umido e Gram negativa.
M96 Tamanho grande, com forma circular, elevacao do tipo convexa, borda lisa, 0
brilho translucido, cor vinho, aspecto Umido e Gram negativa.
M97 Tamanho grande, com forma irregular, elevacao do tipo elevada, borda 0
lobada, brilho translucido, cor roxa, aspecto membranoso e Gram negativa.
M98 Tamanho médio, com forma circular, elevagao do tipo convexa, borda lisa, 1
brilho translucido, cor vinho, aspecto Umido e Gram negativa.
M99 Tamanho médio, com forma irregular, elevagao do tipo protuberante, borda 1
lobada, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e gram negativa.
M100 Tamanho grande, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda lisa, 3
brilho translucido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.
Tamanho médio, com forma irregular, elevacdo do tipo elevada, borda
M101 . . . i . 0
lobada, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram negativa.
Tamanho grande, com forma irregular, elevacado do tipo elevada, borda
M102 lacerada, brilho translicido, cor rosa, aspecto membranoso e Gram 0
negativa.
Tamanho grande, com forma circular, elevagdo do tipo convexa, borda
M103 . . .. . 1
ondulada, brilho translucido, cor rosa, aspecto umido e Gram negativa.
M104 Tamanho grande, com forma irregular, elevagdo do tipo convexa, borda )
lobada, brilho transltcido, cor rosa, aspecto viscoso e Gram negativa.
M105 Tamanho médio, com forma irregular, elevacao do tipo elevada, borda 1
ondulada, brilho translicido, cor roxa, aspecto seco e Gram negativa.
Tamanho pequeno, com forma circular, elevagao do tipo protuberante,
M106 borda lisa, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram 1

negativa.
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Tamanho médio, com forma circular, elevagado do tipo convexa, borda lisa,

M107 brilho translucido, cor roxa, aspecto viscoso e Gram negativa.
Tamanho pequeno, com forma circular, elevagdo do tipo elevada, borda
M108 ondulada, brilho translicido, cor metalizada, aspecto Umido e Gram
negativa.
M109 Tamanho grande, com forma irregular, elevacdo do tipo convexa, borda

lobada, brilho transltcido, cor roxa, aspecto Umido e Gram negativa.
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Abstract: The use of xenobiotics in food production and how food intake is carried out in different
cultures, along with different eating habits (omnivorism (ON), ovolactovegetarianism (VT), and
strict vegetarianism (VG)) seem to have implications for antimicrobial resistance, especially in the
human gut microbiota. Thus, the aim of this study was to evaluate aspects of the clinical resistome of
the human gut microbiota among healthy individuals with different eating habits. Volunteers were
divided into 3 groups: n = 19 omnivores (ON), nn = 20 ovolactovegetarians (VT), and n = 19 strict
vegetarians (VG), and nutritional and anthropometric parameters were measured. Metagenomic
DNA from fecal samples was used as a template for PCR screening of 37 antimicrobial resistance
genes (ARG) representative of commonly used agents in human medicine. The correlation between
eating habits and ARG was evaluated. There were no significant differences in mean caloric intake.
Mean protein intake was significantly higher in ON, and fiber and carbohydrate consumption was
higher in VG. From the screened ARG, 22 were detected. No clear relationship between diets and the
occurrence of ARG was observed. Resistance genes against tetracyclines, 3-lactams, and the MLS
group (macrolides, lincosamides, and streptogramins) were the most frequent, followed by resistance
genes against sulfonamides and aminoglycosides. Vegetables and minimally processed foods seem
to be the main source of ARG for the human gut microbiota. Although eating habits vary among
individuals, the open environment and the widespread ARG from different human activities draw
attention to the complexity of the antimicrobial resistance phenomenon which should be addressed
by a One Health approach.

Keywords: clinical resistome; gut microbiota; eating habits; omnivorism; ovolactovegetarianism;
strict vegetarianism

1. Introduction

The clinical resistome is defined as the set of genes related to antimicrobial resistance
to drugs commonly used to treat infectious diseases in a particular environment [1,2]. The
human gut microbiota is assumed to be an important reservoir of antimicrobial resistance
genes (ARG), since it is always in contact with environmental microorganisms, which are
introduced by oral contamination through food and water ingestion, and by contact with
animals and other people. Horizontal transference of ARG may occur in the intestinal
environment among commensal microorganisms, including potentially pathogenic ones,
and pathogens [3,4].

In light of the One Health concept, in which human health is linked to animal and
environmental health [5], the microbiomes of humans, animals, and the different envi-
ronments show a connection with each other, allowing ARG to be shared and widely
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distributed [6,7]. According to the historic perspective, the One Health concept has focused
on local interconnections and interdependencies. As a contemporary point of view, this
approach considers global health and includes the comprehension of characteristics that
may stimulate the global antimicrobial resistance (AMR) [6].

Human activities may induce changes in the open environment and exert an important
selective pressure on microbial communities, favoring the spread of ARG and contributing
to the maintenance of, and even increase in, the antimicrobial resistance phenomenon [8,9].

It is accepted that the food production chain may play an important role in the selec-
tion and spread of ARG over the open environment, with food commensal or contaminant
microorganisms being recognized as sources of ARG [4,10]. Although some studies show
the role of food microorganisms in the spread of ARG with impacts on the human gut
resistome, the influence of different eating habits on the phenomenon is still poorly un-
derstood [11-15]. Therefore, the objective of this study was to comparatively evaluate
aspects of the clinical resistome of the gut microbiota considering different eating habits,
namely, omnivorism (ON), ovolactovegetarianism (VT), and strict vegetarianism (VG), and
to investigate how food intake may contribute to resistome quality.

2. Results

The sociodemographic, anthropometric, and nutritional data of the participants are
presented in Table 1. The average age of the participants was within the inclusion criteria
and was overall 28.66 (£7.79) years old. Regarding ethnic groups, 72.4% were White
and 19.0% were Pardo. Less than 10% belonged to other ethnic groups (Black and East
Asian—6.9% and 1.7%, respectively), and the average BMI was 21.90. With regards to the
gender distribution, 25.9% were male and 74.1% were female. No significant differences
were observed in daily caloric intake; however, the lipid consumption was higher in ON
compared with VG. Regarding protein intake, consumption was different between the three
groups, being higher in omnivores. Carbohydrate consumption was significantly higher
among VG than in the other two groups, and there were no significant differences between
ON and VT. Regarding the consumption of total fibers, insoluble fibers, and soluble fibers,
the three groups behaved differently, with fiber consumption in VG being higher than
in the other two groups, and the eating behavior of ON participants showing the lowest
fiber consumption.

Table 1. Sociodemographic, anthropometric, and nutritional characteristics of the participants.

Group of Participants According to Their Eating Habits

Characteristics p<0.05*
ON (n=19) VT (n =20) VG (n=19)
Gender (%; male/female) 15.8/84.2 20.0/80.0 42.1/57.9 na
Average age (years + SD) 28.47 £ 6.02 31.63 £9.72 25.89 + 6.24 na
Ethnic Group (%) White 52.6 78.9 89.5 na
Pardo ** 31.6 10.6 10.5 na
Black 10.5 10.5 na
East Asian 5.3 na
Average BMI (mean £ SD) 21.46 +1.96 2213 +1.95 2212 +1.72
Mean daily calorie intake (% + SD) 2049.3 + 836.1 2092.4 + 738.9 2522.7 £ 955.2
Mean daily lipid intake (% =+ SD) 33.39 + 6.07 33.64 + 14.41 25.10 = 12.11 C
Mean daily protein intake (% 4 SD) 19.22 + 4.80 12.10 £+ 3.16 10.17 £ 1.91 a,b,c
Mean daily CARB intake (% £ SD) 47.39 + 7.35 54.26 4+ 13.95 64.73 +11.34 , C
Mean daily TF intake (g & SD) 23.01 +9.04 41.98 + 25.12 63.78 &+ 35.79 a,b,c
Mean daily SF intake (g £ SD) 2.53 +1.56 498 +2.53 13.58 + 14.65 a,b,c
Mean daily IF intake (g & SD) 5.14 + 3.27 8.88 & 5.41 21.42 +19.36 a,b,c

* Significant statistical analysis, p-value was determined by Student’s t-test: a: comparison between ON and VT; b: comparison between VT
and VG; c: comparison between ON and VG. ** The ethnic group Pardo is used in Brazil to refer to people of mixed ethnic ancestries and
represents a diverse range of ethnic backgrounds. BMI = Body Mass Index; CARB = carbohydrates; TF = total fibers; SF = soluble fibers;
IF = insoluble fibers. ON = omnivores; VT = ovolactovegetarians; VG = strict vegetarians. SD = standard deviation. na = not applicable.
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From the 37 tested ARG, representative of the clinical resistome considering the most
widely used antimicrobials in human medicine, 22 were detected at least in one group
of individuals. Among the ARG detected, tetracycline resistance genes were the most
observed among the three groups, followed by macrolide, lincosamide, and streptogramin
(MLS) and macrolide resistance genes and (3-lactam resistance genes (Figure 1). The tet(M),
tet(Q), and tet(O) genes and erm(B) were detected in all samples analyzed. blatgy and mef
were detected at a frequency higher than 70% in the three groups. aacA-aphD was also
frequently detected, ranging from 37% in VG to 55% in VT. The sulfonamide resistance
genes, sull and sul2, quinolone resistance genes, qnrB and qnrS, and intl-1 genes had
intermediate detection frequencies (Figure 2). Fifteen common markers were observed
among all evaluated groups. ARG such as gnrS and intl-2 were found only in ON and VT,
while erm(A) and tet(L) were specifically detected in ON and VG; blaZ was observed in VT
and VG, whereas blactx.p was detected in a single sample from the VT group and tet(E)
detected in only one sample from the ON group (Figure 3).

100
80
60

40

Positive ARG screening (%)

20

| 6 6 5 |

Omnivores (ON) Ovolactovegetarians (VT) Strict Vegetarians (VG)
Group of participants

® Aminoglycosides ® Macrolides B MLSgroup W Sulphonamides

M B-lactams B Tetracyclines B Quinolones Integrons

Figure 1. Frequency of detection of antimicrobial resistance genetic markers (ARG) related to different
classes of antimicrobial drugs according to positive screening by PCR from the fecal metagenome of
omnivores (ON), ovolactovegetarians (VT), and strict vegetarians (VG). ARG are clustered based on
their chemical structure or phenotype, such as 3-lactams (blactx-p1, blatep, blasyy, blaZ, mef); tetra-
cyclines (tet(A), tet(B), tet(E), tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q)); macrolide, lincosamide, and streptogramin
(MLS) group (ermA, ermB, ermC); quinolones (gnrB, qnrS); sulfonamides (sull, sul2); aminoglycosides
(aacA-aphD); and integrons (intl-1, intl-2).
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Figure 2. Distribution of 22 antimicrobial resistance genetic markers (ARG) detected out of 37 tested
by PCR from the fecal metagenome of omnivores (ON), ovolactovegetarians (VT), and strict vegetari-
ans (VG). Frequency of positive screening among each tested sample.

Omnivores
(ON)

tet(E)

erm(A)
IS aacA-aphD, mef,  fellL)
erm(B), erm(C),
sult, sul2, blaTEM,
blaSHV. tef(A),
tet(B), tet(0),
tet(M), tet(Q), qnrB,
inti-t
blaCTX-M

blaZ

Ovolactovegetarians Strict Vegetarians
(V1) (vVG)
Figure 3. Venn diagram representing the occurrence of antimicrobial resistance genetic markers
(ARG) and qualitative clustering according to their positive screening exclusively or shared between
omnivores (ON), ovolactovegetarians (VT), and strict vegetarians (VG). -lactams (blacTx-am, blatepm,
blagyy, blaZ, mef); tetracyclines (tet(A), tet(B), tet(E), tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q)); macrolide lincosamide
and streptogramin (MLS) group (ermA, ermB, ermC); quinolones (qnrB, gnrS); sulfonamides (sul1,
sul2); aminoglycosides (aacA-aphD); and integrons (intl-1, intl-2).

Taking together the ARG screening data considering the three different groups of
individuals with specific eating habits, a highly homogeneous distribution of detected
genetic markers was observed among the ON, VT, and VG. No significant clustering was
observed in the similarity matrix and dendrogram obtained. Although two clusters were
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observed considering a threshold of similarity between 65% and 70%, no differentiation
was observed within each cluster considering the participants in the study. The data
support the observation that different eating habits may not influence the distribution of
ARG in the human gut microbiota from a holistic point of view (Figure 4).

Similarity

°
4 g S o & @
@ S w 3 @ S

-S60

Figure 4. Clustering analysis of 58 healthy individuals with different eating habits (omnivores (ON),
ovolactovegetarians (VT), and strict vegetarians (VG)) related to polymerase chain reaction (PCR)
screening of antimicrobial resistance genes (ARG), representative of the human gut clinical resistome.
The dendrogram was obtained from a binary matrix built based on positive or negative amplification
of each tested ARG, using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)
grouping method.

3. Discussion

Recently, issues related to antimicrobial resistance have changed as scientific infor-
mation is gained regarding the origin, transmission, and evolution of the phenomenon.
However, the interplay among humans, animals, and the environment in this context,
including human activities, has not been completely elucidated [6]. Geography and be-
havior are among the key factors related to the human microbiota structure, although
the microbial core is specific in different species [7,8]. In this regard, biotic and abiotic
environmental factors are accepted to modulate a microorganism'’s distribution in different
ecosystems, especially considering the One Health approach. It is expected that the One
Health approach will modify concepts to improve our understanding of ARG transmission
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and guide strategies to mitigate AMR [6]. Anthropogenic activities and habits such as
eating behavior, culture, practices of antimicrobial use in different activity levels, sanitation,
hygiene, and waste management have a impact on microbiota diversity as well as on
ARG distribution, especially in the gut microbiota [8,16,17]. In addition, it is accepted that
environmental resistomes may share a common core which is available to humans and
other animals [6,18].

In this longitudinal and prospective study with a probabilistic sample of an average
population representative of healthy Brazilians, all of them adult residents in urban areas
with different eating habits, no significant differences were observed in the anthropomet-
rical data, clearly supporting that nutritional habits were more likely related to eventual
alterations in intestinal microbiota structure, more specifically the gut microbiota resistome.
Considering eventual bias related to ethnic groups and their social behavior, it is difficult
to address any discussion as most of the participants belonged to the White ethnic group
followed by Pardo. The term Pardo is a particularly complex one and is used in Brazil to
refer to people of mixed ethnic ancestries and social behavior [19]. Considering the other
populational characteristics such as healthy status and being a resident of the same urban
area, no differences were observed considering ethnicity. The observed predominance of
fiber intake in VT and VG diets compared with ON may suggest that foods with a lower
degree of processing, especially vegetables, may be considered the main source of ARG in
these individuals, with a low impact of food from animal origin on microbial resistome
quality. However, according to the literature, and as observed in the wide distribution of
ARG, it is reasonable to suggest an interchange among human, animal, and plant micro-
biomes, as ARG related to antimicrobials used in veterinary medicine were detected in the
gut resistome of VG individuals [6,7].

As for ON, foodstuffs of animal and plant origin are likely to contribute to the re-
sistome composition. In contrast, for VT and VG, it is highly suggested that vegetable-
associated microorganisms are the main source for ARG to build the gut resistome. It is
important to reinforce that our data showed an overall similar final composition in ON,
VT, and VG gut clinical resistomes. A homogeneous distribution of volunteers’ samples
was observed with no clustering related to eating habits. From a different point of view,
some authors state that overall resistome composition is not significantly impacted by diet;
however, they suggest that meat and animal-derived foods may carry more ARG [7,20]. It
must be stressed that in these reports geographical locations are different, and the numbers
of screened ARG are lower than in our study along with inclusion and exclusion criteria,
which may explain the non-uniform information drawn from the data.

On the other hand, ARG can remain stable in the human gut microbiota for long
periods, even in the absence of antimicrobial selection [21]. Thus, ARG diversity is due
not only to the direct effect of the selective pressure exerted by antimicrobial use, but
also to transference of ARG between different microbiomes. Several studies have already
highlighted the role of fecal contamination in the process of ARG spread, showing high
prevalence of ARG in animal and human feces, sewage waste, and water treatment plants.
Through soil and irrigation water, ARG may reach vegetables [6,22,23].

The plant microbiome shares ARG with the surrounding environment, and soil is
probably the main ARG source for the resistome in plants [24]. As vegetables are usually
eaten raw or with low processing, the chances of antimicrobial resistant bacteria and ARG
remaining viable and reaching the human gut microbiota are greater [24-26]. Several
studies have shown that organic vegetables have a richer resistome when compared
with conventional ones, suggesting that the consumption of organic vegetables is also an
important source of ARG for the human microbiota [27-30].

Tetracyclines, macrolides, 3-lactams, and sulfonamides are among the most used
antimicrobials in farm animals [31,32]. They can be used to treat infections, for prophylaxis,
metaphylaxis, and, in low doses, as growth promoters. In Brazil, the use of several antimi-
crobials as growth promoters was banned in the early 2000s. However, the consumption of
these drugs remains high, and it is estimated that in Brazil and in the other BRICS countries,
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antimicrobial consumption will double in livestock activities by the year 2030. Despite the
ban, use of prophylaxis and metaphylaxis remains high [33,34].

ARG such as tet(Q) and tet(O) are frequently detected in farm animal feces and are
shown to be a stable part of their gut resistome. These tet genes are commonly associated
with transposons and mobile genetic elements, which may contribute to their wide distribu-
tion among environments [35]. Variants such as tet(Q), tet(O), and tet(M) are highly frequent
genes in the human gut resistome [22]. It is known that tet(Q) is highly prevalent among
isolates of Bacteroides spp., major anaerobic bacilli resident in the human gut microbiota.
As for erm genes, they are also commonly found in healthy individuals, showing homology
to alleles in different species, which may suggest horizontal spread [35-37]. Still, according
to the literature, tet transcripts could play several additional roles, such as cell signaling,
communication, or transport. Besides, toxic heavy metals and antimicrobials of the MLS
group could participate in co-selection of tetracycline resistance [22,38,39].

The MLS group of ARG is usually detected in the environment related to human and
animal microbiota, soil, water, and sewage [18,23,40]. Among them, erm(B) is the most
common and highly frequent in the human gut microbiota and is associated with mobile
genetic elements [18,23,40—42]. As for mef, also highly detected in the present study, they
encode efflux pumps, and are commonly associated with transposons [42,43].

blaTpp, an important extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) encoding gene, was
the main beta-lactamase-related ARG detected in this study, corroborating other authors
who describe blarpy; in human feces, animal origin foodstuffs, and sewage [31,44—46].
The blatgp; genes, together with other ARG related to macrolide, aminoglycoside, and
tetracycline resistance, are accepted to be widely spread [18]. In fact, the aacA-aphD gene,
reported to be an important aminoglycoside ARG, was also among the most observed in
this study.

Although some reports have described lower observation of blargy; and higher detec-
tion of blacTx.p and variants in human and animal feces and foodstuffs [20,47-49], the low
blactx-p detection in this study raises some considerations: ARG persistency in each envi-
ronment should be directly impacted by antimicrobial use and ESBL-producing bacteria
epidemiology, including geography, movement of people, trade, and social behavior [50].
In Brazil, high detection rates of blarpy in the human gut resistome were recently reported
in both eutrophic, overweight, and obese volunteers, which may reinforce the role of local
epidemiology as a feature related to ARG persistency in different regions [31].

Sulfonamide and quinolone ARG were also observed but to a lesser extent when
compared with tetracycline, MLS, and macrolide genes, with sul1 and most of all sul2 genes
being detected in all groups, considering the different eating habits. There is evidence of
sul gene spread throughout water, soil, human and animal feces, vegetables, low processed
foods, and sewage [32,51-54]. These antimicrobials, along with tetracyclines and penicillins,
are often used in veterinary medicine. In addition, they seem to be highly persistent in
soil, sediments, and water, due to properties such as high soil penetration and low removal
efficiency, like tetracyclines [32].

Quinolone ARG such as gnrB and gnrS were also observed. Although the most common
mechanism of quinolone resistance is chromosomal mutations, plasmid-mediated resistance
can occur and is mainly related to gnr genes [55-57]. These genes confer low levels of resistance
when compared to chromosomal resistance but may be horizontally transferred. In different
ecossystems such as aquatic environments, livestock or human resistomes, more than one
quinolone ARG may be observed in a mobile genome [55,56,58,59].

As described elsewhere, ARG are often associated with mobile genetic elements,
mainly class 1, but also class 2 and 3 integrons [60]. In this study, intl-1 was the most
detected in all tested groups, in higher frequencies for ON and VT. Although intl-2 was
also detected, but at a lower frequency, it was not observed in the fecal metagenome of
VG participants. Facing the frequency of observation and the core of ARG among the
three groups of participants, it is reasonable to suggest that although integrons play an
important role in ARG spread by horizontal transference, especially class 1, other mobile
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genetic elements, such as transposons and plasmids, also have an important role in ARG
transfer in the gut microbiota. Further prospective studies are thus needed to map and
better address the ARG transference routes in the gut microbiota.

4. Materials and Methods
4.1. Study Design

This a descriptive cross-sectional study with healthy volunteers, n = 58, resident in
the southeast region of Brazil, with different eating habits (ON, n = 19; VT, n = 20; and
VG, n = 19), invited to participate. The inclusion criteria were: (i) age ranging between
18 and 60 years old; (ii) dietary behavior for at least one year; (iii) body mass index (BMI)
between 18.5 and 24.9; (iv) no antimicrobial agent intake in the past 3 months; (v) no
pregnancy or breastfeeding; and (vi) no chronic diseases such as systemic pathologies,
diabetes, hypertension, cancer, and rheumatoid arthritis. The study was approved by the
Human Research Ethics Committee of the Federal University of Juiz de Fora. All volunteers
were informed about the study and signed the Free and Informed Consent Form.

4.2. Participants’” Anthropometric Data and Dietary Assessment

Volunteers’ weight was measured on a digital scale in a central position, erect, barefoot,
with feet together, and wearing as little clothing as possible. Height was measured by
means of a vertical stadiometer attached to the scale, with the volunteer also barefoot
and erect, with heels together, with no headdress and looking at the horizon. BMI was
calculated based on the relationship between weight and height (Kg/m?) and evaluated
according to the method proposed by the World Health Organization [61]. To reduce
variation, the measures were always measured by the same person, using the same tape
measure and scale.

Regular food intake was accessed by a quantitative food frequency questionnaire
(QFFQ), according to the literature [62]. In these questionaries, the volunteers recorded
the average food intake (daily, weekly, and monthly) in the past six months. A literature-
validated photographic album was used to estimate food portion sizes [63].

4.3. Fecal Specimen Collection and Storage

After dietary assessment, stool samples were collected by spontaneous demand, fresh
in its native state in a screw-cap sterile container, and transported to the laboratory within
two hours in an ice box to be processed for metagenomic DNA extraction from 200 mg
aliquots. Reminiscent stool samples were stored in a freezer at —80 °C.

4.4. Extraction, Quantitation, and Integrity of Metagenomic DNA

The metagenomic DNA was extracted using the commercial kit QIAamp™Fast DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions.
Further, extracted DNA was eluted in a volume of 50 uL and kept in a freezer at 20 °C for
further analysis. Metagenomic DNA quantification and purity were determined by the
A260/A280 absorbance ratio with Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop™?2000 micro
volume spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

DNA integrity was assessed by electrophoresis on 0.8% agarose gel in 0.5X TBE buffer
(Tris-HCl-Borate-EDTA). The gel was stained with ethidium bromide and analyzed in an
ultraviolet light transilluminator (GE Healthcare, Amersham, UK).

4.5. Screening of Antimicrobial Resistance Genes (ARG)

The clinical resistome assessed in this study consists of a set of 37 ARG, including
classes 1, 2, and 3 integrons (Table S1, Supplementary Data). These resistance markers were
PCR screened from metagenomics with specific primers and amplification conditions as
previously described in the literature (Table S1, Supplementary Data).

The PCR reactions were performed in 25 uL containing 12.5 uL. of PCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, USA) and 1 pL of DNA (~20 ng/uL). Primer volumes varied
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according to the ARG, and the total volume was completed with water. The reactions
took place in an automated thermocycler (Biometra T1 Thermocycler, Gttingen, Germany),
according to different running protocols, specific for each primer set (Table S1, Supple-
mentary Data). After PCR reaction, electrophoresis was performed on 1.0% agarose gel,
analyzed after ethidium bromide staining on an ultraviolet transilluminator (GE Health-
care, Amersham, UK). A molecular weight standard 1Kb DNA ladder (Promega, Madison,
WI, USA) was used. Positive and negative controls were used for each PCR reaction.

4.6. Statistical Analysis

Student’s t-test was used to compare the macronutrient intake from the QFFQ, with a
significance level of 5% (p = 0.05) and using the XLSTAT statistical program. To evaluate
the clinical resistome similarity clustering according to the presence or absence of ARG
detection, a dendrogram was constructed based on Dice similarity coefficient and UPGMA
method (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages).

5. Conclusions

Human activities have a strong impact on microbiomes in different environments,
with special concern for antimicrobial drug use. Although low processed foods might be
considered an important source of ARG for resident microbiota, such as intestinal bacteria,
there are several variables that may contribute to human gut resistome content which
are still not entirely clear. In general, the results observed may suggest that vegetables
and minimally processed foods are highly related to the core gut clinical resistome. In
this study, healthy volunteers were screened for ARG from the fecal metagenome, with
mostly different eating habits. On the other hand, from a One Health perspective, although
vegetable and low processed food intake is thought to be the most common behavior in
the sampled population, sources of ARG still may vary between different individuals.
The ARG distribution in the environment seems to be so worrisome and widespread that
eating habits may not be the only source of genetic elements and selective pressures that
may impact the human gut resistome. Facing the relevance of antimicrobial resistance,
further studies are needed to better address this issue in order to provide information
support to the implementation of public and environmental policies to help to control the
phenomenon.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2079-6
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expected amplicons, and references.
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