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RESUMO

A espécie Bacteroides fragilis € um anaerobio Gram negativo membro da microbiota
indigena do trato gastrintestinal, e é comumente isolado de infecces clinicas. A
medida que as drogas antimicrobianas sao introduzidas no ambiente, os
microrganismos respondem, tornando-se resistentes, podendo gerar alteracoes na
fisiologia celular, e que podem interferir na relacdo bactéria-hospedeiro. Nosso
objetivo foi investigar alteracbes em B. fragilis apds exposicdo a concentracoes
subinibitdrias de ampicilina (AMP), ampicilina/sulbactam (AMS), clindamicina (CLI) e
cloranfenicol (CLO); e investigar aspectos da relacdo droga-bactéria-hospedeiro,
apds desafio experimental em camundongos. Foram obtidas 4 linhagens bacterianas:
BfAMP, BfAMS, BFCLI e BfCLO. Alteragdes na morfologia, padroes de crescimento,
habilidades bioquimicas e fisiologicas, perfis de expressdao protéica e semelhanca
genética foram avaliadas comparativamente entre as linhagens obtidas e a linhagem
Bf parental ATCC 25285. Infeccao experimental foi realizada em camundongos
convencionais, desafiados intraperitonealmente. Histologia de baco e figado, além de
dosagem das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-y no intestino, foram
realizadas. Ampicilina e ampicilina/sulbactam induziram alteragdes morfoldgicas
significativas nas células bacterianas na primeira exposicao. Foi verificada diminuicao
da sensibilidade aos antimicrobianos em todas as linhagens selecionadas. Além disso,
a exposicao aos antimicrobianos foi capaz de induzir alteragbes nos padrdes
bioquimico-fisioldgicos bacterianos, se comparado com a amostra parental. Em
relagdo a capacidade de formagdo de biofilme, observou-se alteracdo em todas as
linhagens, quando comparadas a parental, sendo que as linhagens selecionadas pela
exposicdo aos antimicrobianos tiveram capacidade de aderéncia diminuida. A
identidade genética das linhagens bacterianas obtidas foi confirmada e ndo foram
detectados fragmentos de DNA polimorfico. Variagdes nos perfis de citocinas foram
verificadas nos animais desafiados com a linhagem BfAMS. Alteracdes
histopatoldgicas também foram observadas no baco e figado dos animais desafiados
com as linhagens de B. fragilis selecionadas por exposicdo aos antimicrobianos.
Nossos resultados permitem sugerir fendmenos relacionados a regulagdao da
expressao génica como uma resposta momentanea ou evolutiva dos microrganismos.
Estes resultados podem ainda sugerir que essas drogas tem diferentes interacoes
com a célula bacteriana, que podem ser prejudiciais para a interacdo bactéria-
hospedeiro. Assim, nossos resultados chamam a atencao para o risco de terapia
antimicrobiana inadequada, mesmo com baixas concentracdes de farmacos, que
poderiam alterar os niveis de expressao génica de uma bactéria e modular sua
patogenicidade.

Palavras-chave: Bacteroides fragilis, resisténcia antimicrobiana, alteracOes
morfoldgicas, patogenicidade



ABSTRACT

Bacteroides fragilis is an anaerobic Gram negative rod member of resident gut
microbiota, isolated from clinical infections due in part to its potent virulence factors.
As antimicrobial drugs are introduced into the environment, microorganisms respond
by becoming resistant and may cause changes in cell physiology. These changes can
interfere with the bacterium-host relationship. The aim of this study was to
investigate changes in B. fragilis after exposure to ampicilin (AMP),
ampicillin/sulbactam (AMS), clindamycin (CLI) and chloramphenicol (CLO); and to
investigate changes in host-bacteria relationships after experimental challenge in
mice. Four bacterial strains were obtained: BfAMP, BfAMS, BFCLI e BfCLO.
Morphological changes, growth patterns, biochemical and physiological abilities,
protein expression profile and genetic relationships were comparatively evaluated
among the drug-selected strains and Bf parent ATCC 25285. Experimental infection
was performed intraperitoneally in conventional mice. Liver and spleen histology,
besides cytokines determinations were performed in the intestines. Ampicillin and
ampicillin/sulbactam induced the highest significant morphological alterations in the
bacterial cells after the initial drug exposure. Decreased sensitivity to all
antimicrobials was observed for all drug-selected bacteria strains. Furthermore, drug-
exposure was able to induce changes in biochemical pathways and bacterial
physiology, if compared with the Bf parent strain. Regarding the ability of biofilm
formation, alterations in adherence properties were observed for all drug-selected
bacteria, being this characteristic down regulated. The genetic identities were
confirmed for the selected strains and no DNA polymorphisms were detected. The
cytokine patterns in the intestines from mice challenged with drug-selected bacteria
were highly altered, mainly considering the BfAMS strain, as well as the histological
aspect concerning the liver and the spleen excised from the experimentally
challenged animals. Our results may suggest phenomena related to the gene
expression regulation, as a microbial momentary or evolutionary response to the
selective pressure of the antimicrobial drugs. These results may also suggest that
these drugs have different interactions with the bacterial cell which can be harmful to
the host-bacteria relationships. In this way, the data ask for attention regarding the
risks of inappropriate chemotherapy, even with low concentrations of the
antimicrobial drugs, which might the bacteria genetic expression levels and modulate
their pathogenicity

Keywords: Bacteroides fragilis, antimicrobial resistance, morphological, pathogenicity
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O trato gastrintestinal, assim como a maior parte do corpo dos animais, é
colonizado por organismos que compdem a microbiota residente, usualmente
considerados inocuos. Entretanto, a incidéncia de infeccbes produzidas por estes
microrganismos vem aumentando nos Uudltimos anos. As bactérias anaerobias
compdem um grupo ecologicamente significativo da microbiota indigena de muitos
mamiferos, e sua notavel habilidade e versatilidade metabdlica lhes conferem
condicdes privilegiadas para atuacdo na manutencdo da salude dos hospedeiros,
entretanto, podem atuar como agressdes oportunistas. Na saude, a microbiota
residente tem um papel fundamental na barreira contra a instalacdo de
microrganismos patogénicos, e pode participar de processos bioldgicos, como a
degradacdo de substratos e disponibilizacdo de nutrientes e energia para 0s
hospedeiros. Além disso, esses microrganismos tem grande importancia no
desenvolvimento e manutencdo do sistema imunologico dos individuos. No
desequilibrio, os microrganismos residentes podem se proliferar excessivamente ou
serem introduzidos em areas nédo colonizadas no corpo. Assim, a grande maioria das
doencas infecciosas por anaerdbios é causada por esses microrganismos indigenas
anfibidnticos, sendo, portanto, de origem enddgena. Entre os isolados de espécimes
clinicos, o grupo Bacteroides fragilis se destaca. Quanto a etiologia, 0S processos
infecciosos no qual estdo envolvidos sdo predominantemente polimicrobianos, nos
quais 0s anaerobios obrigatérios e o0s anaerObios facultativos desempenham
importante papel. Embora a microbiota intestinal seja de certa maneira estavel, os
microrganismos estdo sujeitos a perturbacéo pelo uso de antimicrobianos para o
tratamento de doencas, profilaxia ou mesmo pelo uso indevido. Além da perturbacéo
no equilibrio de niveis populacionais, estas bactérias indigenas podem adquirir
resisténcia, transmitindo-a para linhagens patogénicas dificultando o tratamento de
certas infeccbes. Neste sentido, um aspecto importante da biologia dos
microrganismos anaerébios é a crescente resisténcia a drogas observada no grupo
Bacteroides fragilis e em outros grupos microbianos, com algumas consequéncias ja

sugeridas e estabelecidas para a relagdo bactéria-hospedeiro.
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A medida que as drogas antimicrobianas s&o introduzidas no ambiente, os
microrganismos respondem, tornando-se resistentes, sobretudo mediante 0 uso
indiscriminado. Os mecanismos de resisténcia adquiridos resultam de alteracfes na
fisiologia celular e na estrutura microbiana devido a alteragdes no padrao genético
ou regulacdo da expressdo de algumas habilidades ja presentes no seu genoma.
Vérias evidéncias mostram que as drogas antimicrobianas podem realmente
interferir com a expressao de determinantes de viruléncia microbianos.

Alteracbes morfolégicas e nos padrbes de viruléncia microbianos foram
descritos apés exposicdo a diferentes concentragfes de antimicrobianos. Em relacéo
a morfologia alterada, geralmente a primeira observacao impactante, a filamentacéo
celular tem sido implicada como fator de sobrevivéncia a mudancas ambientais,
como a exposicdo a antimicrobianos, ou mesmo a mecanismos de escape a
resposta do hospedeiro.

Assim, ecossistemas impactados pela acdo de drogas antimicrobianas ou
seus residuos podem refletir, de maneira significativa, na biologia dos anaerébios
obrigatérios que compdem a microbiota residente de seres humanos e de outros
animais, com implicacdes diretas na relacdo bactéria-hospedeiro, como uma
resposta momentanea ou evolutiva dos microrganismos. A habilidade das bactérias
relacionadas a alterac6es morfoldgicas e fisiolégicas bem como a diminuicdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos afeta ndo sé a ecologia microbiana, mas
também o tratamento das doencas infecciosas.

Do exposto, com o estudo da resposta de bactérias do género Bacteroides a
drogas de interesse clinico-microbiolégico, pretende-se contribuir para o
conhecimento da biologia desses microrganismos apds contato com 0S
antimicrobianos, para o conhecimento do impacto do fendmeno na viruléncia
microbiana, além do desenvolvimento de estratégias terapéuticas que poderao
assim minimizar as consequéncias ecoldgicas da antibioticoterapia, e estimular o
uso racional de drogas antimicrobianas, bem como o desenvolvimento de novas

tecnologias.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota Intestinal Residente

As superficies internas e externas do corpo dos seres humanos sao
colonizadas por microrganismos que compde a microbiota residente. O primeiro
contato entre os microrganismos e o hospedeiro ocorre, geralmente, no nascimento,
com a microbiota vaginal ou do ambiente externo dependendo do tipo de parto, se
normal ou cesario (REID, 2004).

Estes microrganismos s&o encontrados com regularidade numa determinada
area, em uma determinada condicdo fisiolégica, com diversificada habilidade
metabdlica, que inclui a sensibilidade ao oxigénio e outros fatores que permitem sua
colonizacdo em sitios especificos. No entanto, quando ocorre algum desequilibrio ou
perturbacdo que comprometam as defesas naturais do hospedeiro, infeccbes graves
podem acontecer, caracterizando assim o carater anfibibntico da microbiota
residente (ROSEBURY, 1962; HENTGES, 1993).

O intestino € um sitio primario de colonizacdo e diretamente ligado ao
desenvolvimento do sistema imune. As bactérias intestinais sdo importantes no
desenvolvimento dos tecidos linféides associados ao trato gastrintestinal (SHARMA
et al., 2010).

A microbiota intestinal residente € composta por microrganismos aerobios
obrigatérios, anaerobios facultativos e anaerdbios obrigatérios, sendo observada
predominéncia de microrganismos Gram-negativos. Estes microrganismos
representam uma barreira a invasao e proliferacdo de microrganismos patogénicos
exdgenos e oportunistas, através da ocupacdo dos sitios de adesédo, producdo de
bacteriocinas e metabolitos e a manutencdo de baixo potencial de Oxido-reducao.
Em meio as espécies de anaerObios obrigatorios, destacam-se as do grupo
Bacteroides fragilis, sendo aproximadamente 25% do total do anaerdbios no TGI
humano. Entretanto, sdo também encontrados espécies de Fusobacterium,
Eubacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus, Peptococcus e Clostridium (HOOPER
et al., 1998).

As bactérias anaerdbias representam um grupo ecologicamente significativo

da microbiota residente dos seres humanos e outros animais, principalmente por
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apresentar uma excelente versatilidade metabdlica, utilizando varios tipos de
nutrientes como fonte de energia, permitindo assim a sua sobrevivéncia e
coexisténcia. No trato gastrintestinal, estes microrganismos chegam a atingir,
especialmente no célon, a proporcdo de mil anaerobios para cada aerdbio
(FINEGOLD, 1977, FINEGOLD, 1990).

Entre estes microrganismos, espécies do grupo Bacteroides fragilis séo
importantes constituintes da microbiota residente intestinal de seres humanos e
outros animais, além de colonizar outros locais do corpo, como por exemplo, a
superficie de mucosas.

As espécies mais frequentemente isoladas da microbiota endégena humana
séo B. vulgatus, B. thetaiotaomicron e B. distasonis. Entretanto, a espécie B. fragilis
e B. eggerthii s&o menos encontradas. Contudo, a espécie B. fragilis contribui com

63% em infecc¢Bes clinicas de todo grupo isolado (LIU et al., 2003).

2.2 Generalidades sobre o Grupo Bacteroides fragilis

2.2.1 Aspectos taxondémicos

Estas bactérias pertencem a familia Bacteroidaceae a qual engloba 7
géneros, que incluem Bacteroides, Acetofilamentum, Acetomicrobium,
Acetothermus, Anaerorhabdus, Anaerophaga, Megamonas (GARRITY, BELL E
LILBURN, 2004). Sédo bastonetes Gram negativos, anaerébios obrigatorios, moveis
ou iméveis, metabolizadores de carboidratos, peptonas e outros intermediarios
metabdlicos, em alguns casos com a producdo de acido (SALYERS, 1984). Em
1994, na 92 edicdo do Manual Bergey de Determinacdo Bacterioldgica, Holt et al.
descreveram 47 espécies dentro do género Bacteroides. Entretanto, estudos
moleculares com avaliagdo da regiao do DNA bacteriano codificador para a regiao
do RNA ribossomal 16S tém permitido a descricAio de novas espécies e
reclassificacdo de espécies do género, além da criagdo de novos géneros. Foi

proposto que o0 género Bacteroides deve ser limitado a espécies altamente
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fermentativas, que fenotipicamente assemelham-se a espécie B. fragilis. Apesar
disso, a notacao “grupo B. fragilis” ainda tem sido utilizada (SONG et al., 2004).

A espécie B. fragilis foi descrita como Bacillus fragilis em 1898 por Veillon e
Zuber, e em 1919 foi transferida para o género Bacteroides por Castellani e
Chalmers. Em 1974, havia uma subclassificacdo para a espécie Bacteroides em
varias subespécies, até que, posteriormente, com o uso de tecnologias moleculares,
foi verificado que eram espécies distintas, e estas foram reclassificadas em espécies
do género Bacteroides (CATO e JOHNSON, 1976).

O grupo B. fragilis era constituido inicialmente pelas espécies B.fragilis, B.
thetaiotaomicron, B. ovatus, B. distasonis, B. vulgatus e B. uniformis, sendo
posteriormente adicionadas as espécies B.eggerthii, B. caccae, B. merdae e B.
stercoris. O grupo B. fragilis estd constantemente sofrendo mudancas, seja com a
inclusédo ou exclusdo de espécies do género (LIU et al., 2003). Recentemente, foram
estudadas as regibes do DNA 16S da espécie B. goldsteinii, juntamente com B.
distasonis e B. merdae, e assim, com base nos resultados apresentados, foi
proposto um novo género, o Parabacteroides, para o agrupamento dessas espécies
(SAKAMOTO e BENNO, 2006).

2.2.2 Ecologia e fisiologia

Linhagens bacterianas representantes de espécies do grupo B. fragilis podem
ser transmitidas de mée para filho durante o parto vaginal e, assim, tornar-se parte
da microbiota humana nas primeiras fases de vida. As bactérias mantém uma
relacdo complexa e geralmente benéfica com o hospedeiro, quando retida no
intestino (REID, 2004; WEXLER, 2007).

Este grupo microbiano desempenha um importante papel no ecossistema
intestinal, principalmente no célon, sendo responsavel por aproximadamente 30% de
todos os microrganismos isolados de espécimes fecais. Os maiores niveis
populacionais entre as espécies do grupo sdo observados, no colon, e
compreendem representantes das espécies B. vulgatus, B. distasonis e B.
thetaiotaomicron. Outras espécies, tais como B. fragilis, B. ovatus e B. uniformis sao

menos numerosos, mas estao presentes em altas concentrag(”)es. Todas as
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espécies do grupo séo classicamente consideradas patdégenos oportunistas,
embora as espécies B. distasonis, B. thetaiotaomicron e B. ovatus tem recebido
destaque pelo seu freqlente envolvimento na etiologia de diversos processos
infecciosos, incluindo a formacéo de abscessos da cavidade abdominal, pulmonares
e do sistema nervoso central, além de septicemia (SALYERS, 1984).

Por outro lado, a espécie B. fragilis representa apenas 0,5% da microbiota
anaerobica residente no célon humano, mas é o representante do grupo mais
freqientemente isolado de processos clinicos infecciosos enddégenos mono ou
polimicrobianos com envolvimento de bactérias anaerdbias, especialmente na
cavidade abdominal (KALKA— MOLL et al., 2001; MAZMANIAN e KASPER, 2006).

Embora o ambiente intestinal contenha uma ampla diversidade de nutrientes,
0S requerimentos nutricionais do grupo B. fragilis s&o modestos, pois crescem em
meio contendo carboidratos, hemina, amoénia, vitamina B12, sais inorganicos e
agentes redutores. Estes microrganismos apresentam alta capacidade de utilizar os
nutrientes, como por exemplo, os polissacarideos vegetais que nao sédo digeridos
pelo hospedeiro (WEXLER, 2007). Seu metabolismo € quimioheterotrofico e
sacaroliticos, onde seus principais produtos de fermentacdo sao o0 acetato,
succinato, propionato e lactato.

Nos sitios de infeccao, B. fragilis pode utilizar glicoproteinas e glicolipideos da
superficie celular como fonte de nutrientes, além de aclcares simples, tais como
galactose e manose, e compostos mais complexos (SALYERS, 1984; WEXLER,
2007).

Uma caracteristica fundamental das espécies do grupo B. fragilis é a
aerotolerancia, que é fundamental para que ocorra a colonizacdo em alguns sitios
mais oxigenados do corpo humano. Apesar de ndo crescerem em atmosfera de
oxigénio, podem tolerar a sua presenca por algumas horas, devido a presenca de
algumas enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase e a catalase, que lhes
conferem assim, resisténcia as espécies reativas do oxigénio (ROCHA et al., 1996).
Tem sido sugerido que uma pré-colonizacdo de determinados sitios anatdmicos por
anaerobios facultativos € essencial para a reducédo da concentracdo de oxigénio e
do potencial de o6xido-reducdo, e subsequente colonizacdo pelos anaerdbios
obrigatorios, permitindo assim a sobrevivéncia destes microrganismos, uma vez que
possuem uma enorme versatilidade metabdlica (SALYERS, 1984). Além disso, a
literatura sugere a capacidade de representantes da espécie B. fragilis em consumir
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oxigénio quando presente em concentracdes nanomolares e, até mesmo, se
beneficiar deste gas nestas concentracdes (BAUGHN e MALAMY, 2004).

2.2.3 Patogénese e viruléncia da espécie B. fragilis

Assim como as outras espécies do grupo Bacteroides, B. fragilis é um
bastonete Gram negativo que integra a microbiota indigena do trato gastrintestinal
humano. Apresentam inumeros fatores de viruléncia, os quais contribuem
consideravelmente para que esses microrganismos estejam envolvidos em infec¢des
mono e polimicrobianas (PETERSON et al., 1999).

O sucesso de colonizacéo €é altamente dependente da forma como a bactéria
interage com o0 ambiente no seu hospedeiro. Quando ocorre o escape do
microrganismo do intestino, geralmente como resultado de doencas induzidas por
perturbacdes da mucosa intestinal ou cirurgia, alteracdes patologicas significativas
podem ocorrer, incluindo formacédo de abscesso em varios locais, por exemplo, a
cavidade abdominal, o cérebro, figado, pelve e nos pulmdes, ou invasao da corrente
sangiinea (WEXLER, 2007; PUMBWE et al., 2007b).

A viruléncia destas bactérias esta relacionada ao polissacarideo capsular, ao
lipopolissacarideo, a producao de enzimas hidroliticas e exotoxinas (TABAQCHALI e
WILKS, 1992; OBISO, et al., 1995. ROKOSZ e MEISEL-MIKOLAJCZYK, 1995).

Além da alta capacidade de modificar antigenos variaveis de superficie para
evadir da resposta imune do hospedeiro (WEXLER, 2007), acredita-se que o0s
Bacteroides possam interferir no ataque do sistema imunologico do hospedeiro pela
producdo da capsula, que reduz a habilidade fagocitaria dos polimorfonucleares, e
também pela produgcéo de um fator ainda ndo completamente caracterizado, o qual
pode degradar proteinas do complemento e inibir tanto a quimiotaxia como a
opsonizacao (ROTSTEIN, et al., 1986).

Estudos tem sugerido, ainda, mecanismos de modulagdo da atividade de
macrofagos, seja pela reducéo da producao de oxido nitrico e formacao de poros na

superficie dos macrofagos observando-se a extrusao do conteudo citoplasmatico, ou
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pela indugdo de morte por processo semelhante ao da necrose, ainda nao
totalmente esclarecido (VIEIRA et al., 2005, VIEIRA et al., 2009).

Segundo relatos da literatura, os acidos graxos de cadeia curta também
podem ser importantes fatores de viruléncia que afetam os mecanismos de defesa
do hospedeiro. Estes &cidos podem inibir a proliferacdo de linfécitos T e induzir
apoptose em macréfagos, por diferentes estimulos (KYNER, ZABOS E
CHRISTMAN, 1976; EFTIMIADI et al., 1991).

O alto potencial de colonizacdo e consequente patogenicidade de B. fragilis
esta também relacionada a alta tolerancia a bile. Acredita-se que esta tolerancia a
bile esteja relacionada com a co-agregacdo destas bactérias e sua aderéncia as
paredes intestinais para a formacdo do biofilme. Fisiologicamente, as fimbrias e
aglutininas de B. fragilis funcionam, como em outras bactérias, como adesinas,
permitindo-lhes o estabelecimento nos tecidos do hospedeiro. A adesédo das
bactérias as células da superficie intestinal & essencial tanto para permanéncia no
local como microbiota residente assim como para sua persisténcia. Varios estudos in
vivo demonstraram que 99,9% das espécies bacterianas, incluindo B. fragilis, podem
naturalmente colonizar superficies formando biofilmes. Acredita-se que a presenca
de sais biliares interfira com os padrdes de expressédo bacteriano favorecendo sua
aderéncia (PUMBWE et al., 2007b; PUMBWE , SKILBECK e WEXLER, 2008).

Para estes microrganismos, outros fatores de viruléncia incluem, ainda, as
proteinas de membrana externa, enzimas hidroliticas como lipases e peptidases, e a
producdo de exotoxinas, sendo a fragilisina relacionada a diarréia aguda em
criancas com mais de um ano (PATHELA et al., 2005).

Apesar dos varios estudos relacionados a viruléncia e a patogenicidade de B.
fragilis, o conhecimento da epidemiologia de infeccbes causadas por estes
microrganismos é limitado. Muitos estudos tem se concentrado no desenvolvimento
de métodos soroldgicos e moleculares para a identificacdo inter e intra-especifica
para diferenciagdo entre microrganismos do grupo, uma vez que as outras espécies
do género podem estar envolvidas em quadros clinicos (TABAQCHALI e WILKS,
1992).



26

.2.4 Antimicrobianos e Bacteroides fragilis

Os antibidticos sdo compostos de baixo peso molecular que matam ou inibem
0 crescimento bacteriano. A maioria deles é produzida por microrganismos, e outros
séo sintéticos ou parcialmente modificados em laboratério. Para que os antibioticos
possam ser utilizados nas doencas infecciosas, eles devem satisfazer alguns
critérios basicos: ter um espectro de acdo satisfatéria, ser direcionado a alvos
peculiares de bactérias, o que minimiza a toxicidade para o hospedeiro; ser capaz de
atingir o sitio do organismo onde a infeccdo esteja ocorrendo e nao induzir
resisténcia bacteriana (SALYERS e WHITT, 1994; BOHNEN, 1998).

Um aspecto importante da biologia dos microrganismos anaerdbios, néo
diretamente ligados a producdo de doencas de natureza infecciosa, mas ligado a
sua persisténcia, € a crescente resisténcia a drogas observada neste e em outros
grupos microbianos, com algumas consequéncias ja estabelecidas para a relagéo
bactéria-hospedeiro (LORIAN e GEMMEL, 1994; DINIZ et al., 2000a; DINIZ et. al.,
2003). A medida que as drogas antimicrobianas s&o introduzidas no ambiente, os
microrganismos respondem, tornando-se resistentes. Em regra, os mecanismos de
resisténcia adquiridos resultam de alteracdes na fisiologia celular e na estrutura
microbiana devido a alteracbes no padrdo genético normal ou regulacdo da
expressdo de algumas habilidades ja presentes no seu genoma. Varias evidéncias
mostram que as drogas antimicrobianas podem realmente interferir com a expresséo
de determinantes de viruléncia microbianos (VAN DEN BROEK, 1989).

Para o tratamento em infec¢gdes causadas por B. fragilis sdo frequentemente
prescritos B-lactamicos (com ou sem inibidores de B-lactamases) carbapenémicos,
clindamicina e metronidazol. Fluoroquinolonas sao também utilizadas em
combinagdo com clindamicina e metronidazol (CANIGIA et al.,, 2007). Os
antimicrobianos tém reduzido a mortalidade, mas ndo a persisténcia de doencas
infecciosas. Com o0 uso abusivo e as vezes indiscriminado, as drogas
antimicrobianas induzem ao aparecimento e acumulo de linhagens bacterianas
resistentes. Isto se deve aos novos mecanismos de adaptacdo bacteriana e
transmissdo dessa resisténcia para as novas geracoes (BOHNEN, 1998; MINDLIN et
al., 2006).
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Essa resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é
geralmente espécie ou género-especifica, e a adquirida esta presente em apenas
certas linhagens da espécie ou género, fato relacionado com a mutacdo em gene
bacteriano ou por aquisicdo de nova informacédo genética, através de mecanismos
de recombinacdo, como conjugacao, transformacdo ou transdugcédo (CUCHURAL e
TALLY, 1986; LEVY,1998).

O aparecimento e disseminacdo de linhagens microbianas isoladas de
espécimes clinicos resistentes aos antimicrobianos avangcam muito rapidamente. As
espécies de Bacteroides sao potencialmente resistentes a uma grande diversidade
de drogas e a resisténcia a um determinado antimicrobiano pode variar muito entre
as localizagbes geograficas (SNYDMAN et al.,, 2007). Assim, confirma-se a
necessidade de estudos prospectivos regionais sobre os perfis de susceptibilidade a
antimicrobianos, bem como estudos voltados para o entendimento dos fenébmenos
ecolégicos relacionados a esta crescente resisténcia bacteriana nos diversos
ecossistemas (ASM, 2000).

2.3 Aspectos dainteracdo microbiota intestinal e resposta imunolégica

O intestino € o sitio primario de colonizacdo e importante para o
desenvolvimento do sistema imune. As bactérias intestinais sdo fundamentais no
desenvolvimento dos tecidos linféides associados ao trato gastrintestinal. Estudos
tém mostrado que animais Germ-free mostram grandes defeitos no desenvolvimento
do tecido linféide associado a mucosa do trato gastrintestinal (GALT) e na producéo
de anticorpos, além de placas de Peyer diminuidas e lamina fina com menos células,
guando comparados com animais em ambiente convencional (SHARMA, YOUNG e
NEU, 2010).

O epitélio intestinal tem um papel importante no ndo desencadeamento de
uma resposta inflamatoria a milhdes de bactérias normalmente presentes no
intestino. A resposta aos antigenos da microbiota intestinal é a tolerancia que pode
ocorrer através da supressdo ativa, anergia ou apoptose de células antigeno
reativas (MACDONALD,1995).
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Células epiteliais intestinais e as bactérias residentes tém sofrido inUmeras
adaptacdes para facilitar o reconhecimento dos microrganismos, a ativacdo das
células epiteliais e simultaneamente limitar a resposta imune inata. Este equilibrio
homeostético da resposta das células epiteliais € essencial para preservar a relacao
simbidtica entre os mamiferos e sua microbiota residente. H4 evidéncias emergentes
que a microbiota modula uma série de processos que resultam em maturacao,
diferenciacdo e proliferacdo da mucosa intestinal, tanto em nivel celular quanto
molecular. Através de uma cadeia de eventos moleculares, a microbiota fornece uma
unidade importante para a maturagao do sistema imune (ARTIS, 2008).

Bactérias da espécie B. fragilis produzem um polissacarideo zwitteribnico
(ZPS) que interage com linfocitos T CD4 e atua na regulacéo sistémica da producéo
de citocinas, que sdo defectivas na auséncia da colonizacdo bacteriana,
influenciando o sistema imunoldgico a prevenir respostas imunolédgicas deletérias ao
hospedeiro. Assim, em contraste com os fatores de viruléncia de bactérias
patogénicas, que induzem a doenca, o ZPS de bactérias simbidticas surgiu como
membro de uma familia de moléculas microbianas que participam da manutencéo da
saude, muitas vezes conhecidas como fatores de simbiose. Bactérias residentes tém
sido implicadas como mediadoras cruciais de varias funcdes fisioldgicas,
metabolicas e imunolégicas dos hospedeiros mamiferos (MAZMANIAN et al., 2005).

As células epiteliais intestinais além de fornecer uma barreira fisica
constituem a primeira linha de defesa inata contra bactérias patogénicas e
residentes, e podem influenciar a funcao de células apresentadoras de antigenos e
linfécitos no microambiente intestinal. Em estudos in vitro, a secrecdo de citocinas
tecido-especificas pelas células epiteliais intestinais limita a producédo de citocinas
proinflamatérias pelas células dendriticas e macréfagos presentes nas placas de
Peyer, lamina propria do tecido e nos linfonodos mesentéricos, mantendo a
homeostase imunologica. Além disso, o lumen intestinal em contato frequente com a
microbiota intestinal conta com a participacdo de estruturas linféides especializadas,
além das placas de Peyer, como os foliculos linféides isolados ou associados a
lamina propria por todo o comprimento do trato intestinal. Os sitios imunolégicos
contribuem para a manutencéo do equilibrio da imunidade e tolerancia na superficie
mucosa (BAUMGART e DIGNASS, 2002).

As células epiteliais sdo capazes de reconhecer 0s microrganismos presentes

na mucosa intestinal por meio de receptores de reconhecimento padrao (PRRs) que
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incluem os receptores toll-like (TLRs). Esses PRRs reconhecem os fatores de
bactérias, tais como LPS, lipoproteinas, flagelina e uma série de outros
componentes especificos. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a
discriminacdo pelas células epiteliais intestinais entre as bactérias residentes e
patogénicas, incluindo a distribuicdo seletiva de receptores TLRs. No entanto, o
reconhecimento de bactérias, pelas células intestinais epiteliais ocorre, e é essencial
para a homeostase intestinal normal (ARTIS, 2008).

Defeitos na barreira epitelial podem permitir que o GALT seja exposto a uma
variedade de antigenos nocivos do lumen intestinal, resultando na producédo de
citocinas proinflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-6
(IL-6) e interferon gama (IFN-y), e gerar a inflamagao da mucosa causando doenca
(SHIH e TARGAN, 2008).

As citocinas séo proteinas secretadas pelas diferentes células da imunidade
inata e adaptativa, suas principais funcées medeiam e regulam as reacfes imunes e
inflamatorias, e fornecem comunicacdo entre leucdcitos e outras populacdes de
células (KANNOURAKIS E ABBAS, 1994). O TNF- a é considerado principal
mediador da resposta inflamatéria aguda a bactérias Gram-negativas, tendo como
importante papel a ativacdo de neutrofilos e mondcitos para os locais infectados.
Outra citocina de fase inflamatéria ligada a resposta imune inata € a IL-6 sintetizada
por fagocitos mononucleares e células do endotélio vascular, em resposta aos
microrganismos. E uma citocina pleiotropica comumente produzida a nivel local no
tecido e liberada na circulagdo em quase todas as situacdes de perturbacao
homeostatica, incluindo endotoxemia, trauma e infecgBes agudas. Esta citocina
possui diferentes funcBes. Na imunidade inata estd diretamente relacionada a
producéo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos. J& na imunidade adaptativa
esta ligada ao crescimento de linfocitos B que se diferenciaram em produtores de
anticorpos (HEINRICH, CASTELL e ANDUS, 1990).

Estudos tém demonstrado que um dos principais agentes responsaveis pela
formacdo de abscessos sdo os polissacarideos. A formacdo de abscessos envolve
uma resposta imune complexa com recrutamento de neutrdéfilos e inducdo de varias
citocinas, como TNF-q, IL-1, IL-8 e IL-10. Entretanto, a fonte e o papel destas
citocinas ainda nao estdo definidos, embora alguns estudos evidenciem que a
producdo de TNF-a por macrofagos tem um importante papel na formagéo de
abscessos (GIBSON et al., 1998).
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A principal funcdo bioldgica da IL-10 parece ser imunossupressora e anti-
inflamatoéria. Entretanto, a estimulacdo de células apresentadoras de antigenos
(APCs) com lipopolissacarideo induz a liberacdo de IL-10, que € reforcada pela
presenca de células danificadas, exercendo um papel proinflamatério (MOCELLIN,
et al., 2003).

2.4 Interagdes antimicrobiano-bactéria-hospedeiro

A problemética da resisténcia a drogas antimicrobianas vem ganhando
espaco nas instituicbes de pesquisa, em uma abordagem contemporanea, que
comecou a ser discutida a partir da década de 40 (LORIAN e GEMMELL, 1994).
Nesta perspectiva, ja integrada ao estudo da biologia microbiana e sua relacdo com
o hospedeiro, observa-se a necessidade de se conhecer as alteracbes ecoldgicas
dirigidas por estes agentes em populacdes de microrganismos. Esta preocupacao se
evidencia a medida que as drogas sdo introduzidas no ambiente, seja por uso
abusivo ou impericia profissional, na medicina humana e veterinaria, tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (ASM, 2000; WITTE, 2000;
O’BRIEN, 2002; LIVERMORE, 2003).

De maneira geral, ha varios anos muitos autores vém observando que
bactérias tanto Gram positivas quanto Gram negativas expostas a baixas
concentracbes de penicilina e outros antimicrobianos apresentavam alteracfes
morfologicas, resultando em células alongadas e filamentosas. Além disso, outros
aspectos também foram observados, como mudancas ultraestruturais e alteracbes
na capacidade de adeséo (SILVESTRO et al., 2006).

Alteracdes morfologicas tem sido descritas desde 1948, quando Tulasne e
Vendrely relataram a observacédo de formas aberrantes de Staphylococcus aureus
na presenca de penicilina. Desde ent&o varios estudos tem abordado e questionado
a variacdo nao s6 morfoldgica, mas alteracdes moleculares, fisioldgicas e no perfil
de viruléncia frente a varias condicbes de estresse.(LORIAN e GEMMEL ,1991;
DINIZ et al., 2000b; CHEN et al., 2005; SILVESTRO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Lorian e Atkinson (1978) também relataram alteragbes em células de S.

aureus expostas a diferentes concentracdes de penicilina. Estudos tém relatado a
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formacéo de filamentos em células de E. coli expostas a ampicilina e mezlocilina, e o
alongamento dos bacilos e formacdo de células filamentosas em Pseudomonas
aeruginosa apos exposicao a azlocilina e cefsulodina (LORIAN e GEMMEL ,1991).

Fang et al.,, (2002) analisaram os efeitos da cefoxitina sobre a morfologia
celular na espécie B. thetaiotaomicron, e verificaram a filamentac&do dessas espécies
quando as culturas foram tratadas com cefoxitina em concentra¢des subinibitorias.
Além da filamentacdo foram observadas também a presenca de vesiculas
superficiais e posterior lise. Ainda segundo esses autores, o0s padrbes de
crescimento e as alteracbes morfologicas induzidas pela cefoxitina em B.
thetaiotaomicron estariam associados com as propriedades das proteinas ligadoras
de penicilina (PBPs). Em outro estudo, foi utilizada a clindamicina em concentracdes
subinibitérias, onde foi detectado um alongamento celular. Além disso, vesiculas
extracelulares e areas limpas dentro do citoplasma foram observadas, sugerindo
degradacdo citoplasmética (SILVESTRO et al., 2006).

ApoOs exposicdo ao metronidazol, foram observadas alteraces morfologicas
em linhagens de Bacteroides resistentes a droga, e estes microrganismos tornaram-
se mais virulentos em experimentos in vivo, sugerindo que a terapia a longo prazo e
altas concentracbes de metronidazol poderiam interferir com a patogenicidade
microbiana, resultando em mudancas nas interacfes bactéria-hospedeiro (DINIZ et
al., 2000a).

Estudos tém demonstrado, ainda, que a formacdo de filamentos de
Burkholderia pseudomallei poderia ser revertida quando o agente de pressao era
retirado. Além disso, constatou-se que as bactérias filamentosas eram menos
virulentas, por apresentarem motilidade e lise de monécitos diminuida quando
comparadas as filamentosas. Segundo o0s autores, iSSO seria uma questao
problematica ndo s6 por causa do desenvolvimento de resisténcia ao antibibtico,
mas também porque poderia levar a uma reducao temporaria da viruléncia e um
aumento potencial da gravidade da doenga na antibioticoterapia inapropriada (CHEN
et al., 2005).

Segundo proposicdes na literatura, as filamentacbes em células bacterianas
expostas a diferentes agentes antimicrobianos podem acontecer quando ocorre 0
crescimento celular na auséncia de divisdo celular. Existem varias condi¢cdes que
resultam em filamentacdo bacteriana e, muitas vezes, estdo relacionadas a

sobrevivéncia dos microrganismos em condicfes de estresse, as quais incluem
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evasdao da resposta do hospedeiro, fuga de predadores protistas, terapias
antimicrobianas e exposicdo de células anaerdbias obrigatérias a ambientes mais
oxigenados, onde variacbes metabdlicas ou mesmo danos ao DNA celular podem
ocorrer (SILVA et al., 2007; JUSTICE, et al., 2008).

Ja foi demonstrado, também, que diferentes agentes antimicrobianos podem
favorecer a adesédo e a producdo de enzimas e exotoxinas em diferentes grupos
microbianos, cocos ou bastonetes, Gram-positivo ou Gram negativo. Assim, drogas
B-lactamicas podem estimular a interacdo entre S. aureus e a fibronectina do
hospedeiro, favorecendo sua adesédo (PROCTOR et al., 1983); a clindamicina pode
exercer influéncia positiva na adeséo de Streptococcus pyogenes a células epiteliais,
em cultura (BEACHEY, EISENSTEIN E OFEK, 1982); o &cido nalidixico pode
estimular a adeséo de células de E. coli a linhagens de células intestinais in vitro
(VOSBECK, 1982); beta-lactamicos, vancomicina e gentamicina podem estimular a
producdo de hemolisinas por S. pneumoniae (LORIAN, WALUSCHKA e KIM, 1982)
e S. aureus, que também pode produzir penicilinases ap0s exposicao a eritromicina,
a clindamicina e a pristinomicina (LORIAN, 1971; MICHEL, STESSMAN e
STESSMAN, 1980; STESSMAN e MICHEL 1983). Células de E. coli e Vibrio
cholerae, expostas a diferentes concentracbes de tetraciclina e lincomicina,
produziram altos niveis de enterotoxinas, e células de Clostridium difficile produziram
altos niveis de toxinas apoOs tratamento com clindamicina e lincomicina (LEVNER,
WEINER e RUBIN,1977; YOH et al., 1983; SCHLEIVERT e KELLY, 1984;
GEMMELL, 1988). Em B. fragilis, foi demonstrado que penicilina em diferentes
concentracdes € capaz de interferir na atividade de neuroaminidases (FERREIRA et
al., 1989).
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3.1 Objetivos gerais

Pesquisar alteracdes morfologicas, bioquimicas, fisiolégicas e moleculares em

linhagens de Bacteroides fragilis selecionadas apds exposicdo a concentracdes

subinibitérias de drogas antimicrobianas, bem como suas implicacbes para relacao

bactéria-hospedeiro, pela pesquisa de aspectos imunologicos e histolégicos de

camundongos convencionais apos infec¢cao experimental.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos da linhagem de
referéncia B. fragilis ATCC 25285 (parental) a ampicilina, ampicilina
sulbactam, clindamicina e cloranfenicol e determinar sua concentragao

subinibitoria;

Obter linhagens bacterianas derivadas da amostra parental apds cultivos
sucessivos na presenca dos antimicrobianos avaliados e reavaliar o seu perfil

de susceptibilidade aos antimicrobianos;

Avaliar o efeito das drogas na morfologia celular em caracteristicas
bioquimicas e fisiolégicas das linhagens bacterianas obtidas apds cultivos

sucessivos na presenca ou na auséncia dos antimicrobianos;

Avaliar os padrbes de expressao protéica das linhagens selecionadas apos
cultivos sucessivos na presenca ou na auséncia dos antimicrobianos em
comparacao a linhagem parental

Genotipar e avaliar, comparativamente, os padrbes genéticos das linhagens
de B. fragilis derivadas selecionadas apés cultivos sucessivos na presenga ou

na auséncia dos antimicrobianos, em comparagdo com a amostra parental;
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e Avaliar alteracbes na interacdo bactéria-hospedeiro por parametros
imunologicos, como dosagem de citocinas inflamatorias (TNF-a, IFN-y, IL-6,
IL-10 e IL-17) e analise histolégica de oOrgdos de camundongos
convencionais, ap0s infeccdo experimental intraperitoneal com as linhagens
de B. fragilis derivadas selecionadas apds cultivos sucessivos na presencga ou

na auséncia dos antimicrobianos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras bacterianas

Foram utilizadas neste estudo linhagens bacterianas de bastonetes
Gram negativos da espécie Bacteroides fragilis, designadas como: parental (B.
fragilis ATCC 25285), BfAMP (linhagem selecionada em concentracdo subinibitoria
2ug/mL de ampicilina), BFAMS (linhagem selecionada em concentracdo subinibitoria
1ug/mL de ampicilina), BfCLO (linhagem selecionada em concentragao subinibitoria
2ug/mL  de Cloranfenicol), BfCLI (linhagem selecionada em concentragcédo
subinibitéria 1ug/mL de Clindamicina).

A amostra parental B. fragilis ATCC 25285 pertence a colecéo do Laboratério
de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana do Departamento de Parasitologia,
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade
Federal de Juiz de Fora, e foi gentiimente cedida pelo Laboratério de Microbiologia
Oral e Anaerbébios do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2. Cultivo das linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas foram rotineiramente cultivadas em Brain
Heart Infusion agar (BHIa) ou caldo (BHIc) suplementado com L-cisteina, extrato de
levedura, hemina e menadiona. Para a realizacao dos experimentos referentes a
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e para a selecdao das
linhagens em concentracdao subinibitéria, foi utilizado o Caldo Brucela (BRUc). Os
microrganismos, anaerdbios estritos, foram cultivados em condicdes de anaerobiose
mecanica, utilizando-se o método fisico da jarra com atmosfera controlada (N290% e

C0210%), a 37 °C, em estufa bacterioldgica.
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4.3. Avaliacao do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

A determinagéo do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas
foi feita pelo método de diluicdo em caldo segundo recomendacfes do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007), documento M11-A7 para anaerobios
(Tabela 1). Concentracdes crescentes (de 0,06ug/mL a 1024,00 ug/mL) das drogas
foram obtidas em tubos contendo 5,0 mL de BRUc suplementado com hemina,
menadiona e L-cisteina, a partir de solu¢des estoque dos antimicrobianos ampicilina,
ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol e metronidazol. Apds o crescimento
em placa de BHla, as colbnias foram diluidas em salina na escala 1.0 Mcfarland, e
in6cuos de 100uL das amostras foram adicionados ao tubo contendo o meio e a
droga (em duplicata), sequencialmente, em ordem crescente de concentracao.
Tubos controle, sem adicdo da droga, também foram inoculados.

A leitura dos resultados foi feita apO0s 24-48 horas de incubacéo,
determinando-se a CIM da droga para cada isolado. O crescimento foi verificado
pela observacdo da turvacdo do meio de cultura e a CIM foi determinada como a
menor concentracao para a qual nao foi observado crescimento microbiano.

As solucbes estoque das drogas foram obtidas através de pesagem do pé em
balanca analitica e posterior diluicdo em agua destilada ou outro solvente conforme
instrucdo do fabricante. As solucbes estoque foram esterilizadas em filtro com
membrana 0,22 ym (Milipore) e foram mantidas em geladeira a 4°C, durante o
periodo dos experimentos, respeitando-se o seu prazo de validade. As drogas
utilizadas justificam-se pela sua relevancia clinico-microbiolégica: clindamicina
(Sigma-Aldrich), ampicilina (Medquimica Industria Farmacéutica Ltda.,Brasil),
ampicilina-sulbactam (Cellofarm, Brasil) e cloranfenicol (Medquimica Industria

Farmacéutica Ltda.,Brasil) e metronidazol (Metroniflex Baxter, USA).
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Tabela 1 — Valores de referéncia para interpretacdo dos testes de avaliacao do perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos para Bacteroides fragilis (CLSI, 2007).

o _ Concentracao inibitéria minima (ug/mL)
Droga antimicrobiana Sensibilidade Resisténcia Intermediaria Resisténcia

Cloranfenicol <8 16 232
Clindamicina <2 4 >8
Metronidazol <8 16 =32
Ampicilina <0.5 1 =2
Ampicilina/sulbactam <4/8 16/8 232/16

4.4. Obtencdo das linhagens em concentra¢des subinibitérias das drogas

ApoOs a avaliacado inicial do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos da
linhagem parental, as culturas referentes as ultimas concentracdes antes da
inibitéria (concentracdo subinibitoria) para cada droga avaliada em concentracédo
maxima de 2ug/ml das drogas, foram subcultivadas por 10 passagens em meio de
cultura BRUc contendo esta mesma concentracdo de antimicrobiano, em intervalos
de 24 horas. A cada subcultivo foram realizados esfregacos para coloracdo pelo
método de Gram e teste respiratério das culturas, para avaliagdo da pureza das
culturas.

As linhagens bacterianas resultantes do processo de selecdo foram
nomeadas como BfAMP, BfAMS, BfCLO e BfCLI. Linhagens selecionadas por
passagens em metronidazol ndo foram obtidas. Apés a selecdo das linhagens
adaptadas, foram obtidas novas linhagens pelo subcultivo bacteriano por mais 10
passagens em meio de cultura BRUc sem os antimicrobianos. A cada subcultivo,
foram realizados esfregacos para coloragcdo pelo método de Gram e teste
respiratorio das culturas, para avaliacao da pureza das culturas.

Para o teste respiratorio, aliquotas das culturas foram inoculadas em meio
BHIa em duplicata, e as placas foram incubadas em condi¢cées de aerobiose (em
estufa bacteriologica) e em condicdes de anaerobiose mecanica, em jarra com

atmosfera controlada.

4.5. Avaliacdo das caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e fisioldgicas das

linhagens bacterianas
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4.5.1. Avaliagcdo da morfologia bacteriana

A morfologia celular microbiana foi avaliada pela coloracdo de Gram, durante
os 10 subcultivos na presenca e os 10 subcultivos na auséncia dos antimicrobianos.
Além disso, durante todos os momentos avaliados, a morfologia da amostra parental
também foi avaliada.

Apés a coloracdo pelo método de Gram, os esfregacos, em aumento de
1000X, foram fotografados pela utilizacdo de camera digital acoplada a um
microscopio oOptico. Em seguida, a morfologia celular foi avaliada com auxilio do
software Image tool, para o célculo da area média das células bacterianas, em
micrébmetros quadrados (p2). Foram medidas em média 30 células por campo
microscoépico, apoés focalizacdo dos esfregacos bacterianos corados pelo método de
Gram.

Além disso, a morfologia e complexidade das células foram avaliadas,
também por citometria de fluxo no primeiro e no décimo subcultivo na presenca dos
antimicrobianos. Suspensfes das células bacterianas foram obtidas em solucéo
salina (NaCl 0,85%) apoOs cultivo em BRUc, correspondentes a 0,5 da escala
McFarland. As suspensbes (700uL) foram avaliadas em citbmetro de fluxo
(FACSCalibur, Becton-Dickinson) utilizando-se os parametros FSC (Forward Scatter)
e SSC (Side Scatter) para avaliacdo da percentagem de células alteradas e

alteracdo na complexidade celular, de acordo com ja sugerido por Andrade (2010).

4.5.2 Obtengao de curvas de crescimento das linhagens bacterianas

Para comparar o padrao de crescimento da linhagem parental e das linhagens
selecionadas pelo crescimento nas concentra¢des subinibitorias dos antimicrobianos
foram realizadas curvas de crescimento bacteriano.

Pré-inoculos das culturas de 24 horas em BRUc de todas as linhagens
bacterianas foram diluidos em 500 mL do caldo, em densidade otica de 0,01, a

680nm (SANTOS, 2007b). Para avaliagao do padrao de crescimento das linhagens
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BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO, foi utilizado BRUc acrescido das concentracdes
subinibitorias dos diferentes antimicrobianos.

O crescimento foi avaliado por 30 horas, em anaerobiose, a 37°C, em
intervalos de 01 hora nas primeiras 04 horas, em intervalos de 02 horas de 04 a 12
horas, em intervalos de 04 horas de 12 a 24 horas e em intervalo de 06 horas até 30
horas de acompanhamento das culturas. Aliquotas de 3 mL foram retiradas a
intervalo e entdo feita a leitura da densidade oOtica de cada uma das amostras,
utilizando-se espectrofotometro. A curva de crescimento obtida foi plotada em
funcdo do aumento da densidade o6tica das culturas e do tempo de incubacdo.O
tempo médio de geracdo das amostras foi determinado considerando-se o intervalo
de tempo necessario para incremento de duas vezes o valor da densidade otica da

cultura durante o crescimento exponencial.

4.5.3 Avaliacao de caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas

As caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas das linhagens bacterianas
BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO foram avaliadas apés cultivo na presenca dos
antimicrobianos e apés 10 passagens na auséncia das drogas. Além disso, as
caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas foram avaliadas também para a linhagem
parental B. fragilis ATCC 25285.

Foram realizados 32 testes para avaliagdo das seguintes habilidades
bacterianas: motilidade; producdo de beta-lactamases, catalase e acetoina; hidrélise
da beta-galactosidase e da esculina; tolerancia para cetrimide; desaminacdo da
fenilalanina; producéo de sulfeto de hidrogénio (H.,S); utilizacdo de malonato, citrato
e acetamida; pesquisa das enzimas arginina dehidrolase, lisina descarboxilase,
ornitina descarboxilase, urease e triptofanase (indol); além da habilidade de
fermentacdo dos carboidratos adonitol, arabinose, celobiose, glicose, inositol,
maltose, manitol, rafinose, rhamnose, sacarose, salicina, sorbitol, trealose, xilano e
xilose.

O teste de motilidade foi realizado pela avaliacdo do crescimento bacteriano

em meio sulfeto-indol-motilidade - SIM e o teste da catalase foi realizado em lamina
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de vidro, onde esfregacos microbianos foram cobertos com solucdo de perdxido de
hidrogénio a 10%, e entdo observado a formacdo de bolhas de gas para reagéo
positiva.

Para avaliacdo da producao de enzimas do tipo beta-lactamase, foi utilizado o
disco de Cefinase (BD-BBL, Maryland, USA), o qual é impregnado com
nitrocefinase, uma cefalosporina cromégena. Quando a bactéria testada produz a
enzima em quantidades significativas, o disco de cor amarela se torna vermelho na
area em que a linhagem foi colocada. O disco foi entdo umedecido com agua
esterilizada e com o auxilio de uma algca descartavel as colbnias crescidas em
placas de BHla por 48 horas foram colocadas no disco, e observadas se houve
mudanca de cor, por até trinta minutos, o qual foi considerado como reac¢éo positiva.
Como linhagens controle, foram utilizadas linhagens padrédo de Staphylococcus
aureus — ATCC29213 como controle positivo e Staphlococcus aureus ATCC 25913
como controle negativo.

Os outros testes foram realizados utilizando-se kits que comp@e os sistemas
comerciais Bactray |, Bactray Il e Bactray Ill (LB Laborclin, Parana, Brasil). Os
sistemas consistem de painéis com os substratos desidratados, e o0s indculos
bacterianos foram realizados de acordo com as orientacdes do fabricante. Os
painéis foram incubados em anaerobiose, a 37°C, com uma leitura visual realizada

com 24 horas de crescimento e outra realizada com 48 horas de crescimento.

4.5.4 Construcéo de fenograma

Para avaliacdo global das eventuais alteracbes fenotipicas nas diferentes
linhagens bacterianas derivadas da Bf parental ap0s exposicéo e cultivo ou ndo na
presenca das drogas antimicrobianas, foi obtido um fenograma pela utilizagédo do
software Genes (CRUZ, 2006; CRUZ, 2008).

Foi construida uma matriz binaria pela atribuicdo dos parametros 1 para a 0s
testes cujos resultados foram positivos e 0 para a os testes cujos resultados foram
negativos. A partir dessa matriz foi construida uma matriz de similaridade, onde o
indice de Jaccard foi adotado para estimar a similaridade fenética entre as linhagens

estudadas.
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Para o agrupamento dos dados da matriz foi utilizado o método Unweighted
Pair Group Method (UPGMA), com analise de bootstrap de 1000x.

4.5.5 Avaliacdo da interferéncia das drogas antimicrobianas na formacao de
biofilme bacteriano experimental

A verificagdo da interferéncia dos antimicrobianos na formagéo de biofilme
pelas amostras em estudo foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Andrade (2010).

A partir de um pré-inéculo de cultura de 24 horas em BRUc de todas as
linhagens bacterianas, 400 pL de cultura foram utilizados para uma diluigdo em 4 mL
de meio que, depois de homogeneizado, foi aplicado em pocos de placas de
poliestireno de 96 pocgos de fundo chato (200 pL). A linhagem parental foi cultivada
sem antimicrobiano enquanto que as linhagens BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO
foram cultivadas na presenca e auséncia das drogas antimicrobianas, nas
concentracfes subinibitorias.

As placas foram entdo tampadas e incubadas em anaerobiose por 24horas, a
37°C. Apbs o periodo de crescimento, foi retirado o caldo de cultivo com o auxilio de
uma pipeta esterilizada e os pog¢os foram lavados com solugéo salina (NaCl 0,85%)
esterilizada. Foram adicionados 300 uL de metanol e as placas foram incubadas em
temperatura ambiente por 15 minutos. Logo apos, retirou-se o metanol e as placas
foram deixadas destampadas em temperatura ambiente por 5 minutos para
evaporacao de metanol residual. Em seguida, foram acrescentados 250 pL de cristal
violeta (0,1%) as placas foram novamente incubadas em temperatura ambiente por
15 minutos. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas com agua destilada para
retirar 0 excesso do corante ndo incorporado nas células bacterianas.

O corante incorporado foi extraido pela adicado de 300 pL de uma solucéo de
etanol/acetona (8:2) o sistema foi deixado em repouso por 15 minutos tampado.
Apoés este periodo, foi feita a leitura do corante solubilizado em leitor de Elisa a
590nm. Estes experimentos foram realizados em duplicata, em duas réplicas, para
obtencéo de valores médios, que foram plotados como corante solubilizado a partir

das células bacterianas aderidas aos pocos das placas utilizadas.
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4.6 Avaliacdo das caracteristicas moleculares das linhagens bacterianas

4.6.1 Identificac&o de expresséo diferencial de proteinas

Uma cultura pré-inéculo de 20 mL foi obtida em BRU da 92 para a 102
passagem microbiana na presenca e na auséncia das concentraces subinibitorias
dos antimicrobianos. Este pré-inéculo foi transferido, apés 24 horas de crescimento
em anaerobiose, a 37°C, para 250 mL de BRU nas mesmas condi¢des acima, para
extracao de proteinas.

Massas celulares foram obtidas por centrifugacdo das culturas a 4000 rpm,
durante 15 minutos. A massa celular foi congelada a -20°C e as proteinas soluveis
extraidas pela utilizacdo do kit Qproteome Bacterial Protein Preparation (Promega
Corporation, Madison WI, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os
extratos obtidos foram precipitados em acido tricloroacético 1:1 em banho de gelo
por 20 minutos, seguido de centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rpm, a 4°C. O
material precipitado foi lavado com 1mL de etanol gelado (-20°C) e as massas
protéicas foram secas por evaporacdo do residuo de &lcool e suspendidas em
tampao de amostra para SDS-PAGE 2X (250mM Tris pH 6,8, glicerol 20% vlv,
0,002% p/v azul de bromofenol, 4% p/v SDS, 10% v/v B-mercaptoetanol).

Os extratos protéicos brutos foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE
a 8 e 15%, segundo Laemmli, 1970. A corrida eletroforética foi feita sob corrente
constante de 80 v, em tampdao Tris-Glicina. As proteinas foram visualizadas no gel

apos coloracao por azul de commassie R250.

4.6.2 ldentificagcdo molecular das linhagens bacterianas obtidas

Para identificacdo e reavaliacdo da identidade das linhagens de B. fragilis

obtidas pela exposicdo as drogas antimicrobianas, foi utilizada a técnica da reagéo
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em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se oligonucleotideos iniciadores

especificos para a identificacdo da espécie B. fragilis, de acordo com metodologia

proposta por Liu et al. (2003) ja estabelecida em nosso laboratorio (FERREIRA et
al., 2010).

Para a obtencdo de DNA bacteriano de alto grau de pureza, as amostras
bacterianas foram cultivadas em BRUc, por 24 horas, 37°C em anaerobiose e 1mL
das culturas foi utilizado para extracdo de DNA total, usando-se kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega Corporation, Madison WI, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Na reacdo de PCR, foram utilizados os iniciadores especificos Bfra-R 5’-
GCTAATCCCCCAATCATAC-3 e 1392-A 55GTACACACCCCCGT-3 (IDT Integrated
DNA Technologies). As reacdes foram feitas em volumes de 25pL, contendo 3 pL de
DNA molde (10ng), 12,5 pL de Gotag Green Master Mix 2X (Promega Corporation,
Madison WI, USA), 1,25 uL dos iniciadores e 7 uL de agua ultrapura. As condicoes
de amplificagdo para reacdo foram de 5 minutos de desnaturacgao inicial a 95°C,
seguida de 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 30
segundos, e extensao final a 72°C por 5 minutos. As reacdes foram realizadas em
termociclador (Bioer Genepro).

Os amplicons esperados (420pb) foram observados em gel de agarose 1,5%
juntamente com o padrao de peso molecular de 100 pares de bases (Amresco) em
TBE 0,5X. As imagens dos geéis foram analisadas sob transluminador de luz

ultravioleta, apds tratamento com brometo de etidio.

4.6.3 Genotipagem bacteriana

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase usando-se iniciadores
aleatérios (AP-PCR) foi utilizada para genotipagem bacteriana dos microrganismos
selecionados pela exposicdo aos antimicrobianos na 102 passagem na presenca e
na auséncia das concentrac¢des subinibitérias dos antimicrobianos.

Para a obtencdo de DNA bacteriano de alto grau de pureza, as amostras

bacterianas foram cultivadas em BRUc, por 24 horas, 37°C em anaerobiose e 1mL
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das culturas foi utilizado para extracdo de DNA total, usando-se kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega Corporation, Madison WI, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para avaliacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada
eletroforese em de agarose a 0,8%, com aplicacdo de 10 yL da amostra, e foi feita a
quantificacdo do DNA total por meio de espectrofotometria (NanoDrop, Thermo
Fisher Scientific, Wilmington — DE, USA). Para as reacdes de genotipagem, 10ng do
DNA bacteriano foi utilizado.

Os iniciadores aleatérios utilizados foram OPA 16 5-AGCCAGCGAA - 3'e
OPA 18 5 — AGGTGACCGT - 3’ (IDT Integrated DNA Technologies), segundo
padronizacao ja estabelecida na literatura (ERIBE E OLSEN, 2000). As reacdes
foram feitas em volumes de 26pL, contendo 3 pL de DNA molde (10ng), 12,5 uL de
Gotaq Green Master Mix 2X (Promega Corporation, Madison WI, USA), 1,25 pL dos
iniciadores e 9,25 yL de agua ultrapura. As condi¢gbes de amplificagdo para reagao
foram de 1 minuto de desnaturagao inicial a 94°C, seguida de 35 ciclos de: 94°C por
5 segundos, 36°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, e extensao final de 72°C por 1
segundo. As reacdes foram realizadas em termociclador (Bioer Genepro).

Os amplicons obtidos em cada reacdo foram separados em gel de
poliacrilamida a 6%, em TBE 1X. Os géis foram analisados em transluminador de luz
ultravioleta, apos tratamento com brometo de etidio. Ap6és documentacao, os perfis
de amplificacdo génica foram comparados entre a amostra parental e as linhagens
BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO, crescidas na presenca e nha auséncia de

antimicrobianos.

4.7 Avaliacao de alteracdes na interacao bactéria-hospedeiro associadas as
drogas antimicrobianas

4.7.1 Desenho experimental e infec¢cdo experimental em camundongos

Trinta fémeas de camundongos Balb/c com 75 dias de idade, provenientes do
biotério do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de
Juiz de Fora - UFJF foram distribuidas em seis grupos experimentais. Antes do inicio

do experimento, os animais receberam tratamento com Praziquantel (Cestox,
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Merck,. BRASIL), em dose Unica de 75mg/kg/camundongo via oral e Ivermectina
(IVOMEC, Merial Saude Animal LTDA, BRASIL) diluida em agua e colocada no
bebedouro na proporcédo de 0,4ml da droga para 500ml de agua durante sete dias
(Klement et al., 1996). Esta etapa do trabalho contou com a colaboracédo da Profa.
Dra. Ana Paula Ferreira, do Laboratério de Imunologia do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia, ICB/UFJF (12/2003-CEA).

No grupo I, controle (n=2), os animais receberam o veiculo da suspenséo
bacteriana (BHIc); no grupo Il (n=4), os animais receberam uma suspensao
contendo a amostra bacteriana B. fragilis; O restante dos animais foi dividido em
mais 4 grupos (n=6), que foram inoculados com suspensdes contendo as linhagens
BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO, cultivadas na presenca das diferentes drogas
antimicrobianas.

Todos os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 200uL de
suspensao bacteriana relativa a uma cultura de 24 horas (aproximadamente 108
células/mL). Os camundongos foram mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFJF, onde foram alojados em gaiolas plasticas em estantes
ventiladas a temperatura ambiente, recebendo agua filtrada e racdo ad libitum por
até 14 dias. Todo o experimento foi conduzido de acordo com Andrade (2002).

Cinquenta por cento dos animais de cada grupo foram sacrificados e
necropsiados no 7° e no 14° dia pés-infeccéo (pi). Orgdos como o figado e o baco
dos animais foram excisados e fixados em formalina (solucédo de formol a 10%) para
andlise histopatoldgica. Além disso, foram coletados isoladamente, para analise de

citocinas pro-inflamatérias, o intestino e os linfonodos mesentéricos desses animais.

4.7.2 Avaliacao histopatoldgica do bago e figado dos camundongos

O baco e o figado dos camundongos desafiados intraperitonealmente com as
amostras bacterianas e aqueles do grupo controle obtidos no 7° e no 14° dias pi e
fixados em formalina foram desidratados em solu¢des alcodlicas de diferentes
concentracdes e incluidos em blocos de parafina. Cortes de aproximadamente 4 ym

foram obtidos em microtomo (Leica Instruments Gmbh, Nussloch, Alemanha). para
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montagem de laminas de microscopia, que foram entdo coradas com hematoxilina-
eosina, para posterior analise microscopica.

As laminas obtidas foram codificadas e enviadas ao Departamento de
Morfologia do Instituto de Ciéncias biolégicas da UFMG, e as analises
histopatologicas foram realizadas sem a identificagdo da origem dos tecidos. As
andlises foram realizadas pela Profa. Dra. Denise Carmona Cara, seguida da
emissao de laudo hitopatologico. Para fins de analise de dados foi criado um codigo
para qualificar auséncia de lesbes, lesdes discretas, moderadas e intensas nos
cortes histolégicos avaliados. Os parametros avaliados foram: (i) no figado -
degeneracdo hepatica, comprometimento da arquitetura do tecido, necrose e
dilatacdo dos sinusoides; (ii) no baco — hipertrofia e hiperplasia das polpas branca e

vermelha.

4.7.3 Avaliacao da producdao de citocinas no intestino dos camundongos

ApoOs a excisdo dos intestinos dos animais no 7° e no 14° dias pi, 0s 6rgaos
foram separadamente macerados com solucdo de extracdo (0,4 de NaCl, 10mM de
NaPOs4, 0,1 mM PMSF, 0,1 mM de cloreto benzetdnio, 10 mM de EDTA, 20 pM de
aprotina, 0,05% de PBS tween 20), até a completa diluicdo dos tecidos. O macerado
foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram separados
para as dosagens de TNF-, IFN-y, IL-6, IL-10 e IL-17.

A determinacdo das citocinas presentes nos sobrenadantes resultantes da
maceracdo dos intestinos dos camundongos desafiados intraperitonealmente com
as amostras bacterianas parental ou selecionadas apos exposi¢do e cultivos nas
concentracbes subinibitérias dos antimicrobianos, foi realizada pelo método
imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se Kits comerciais para dosagem IL-6, IL-10,
TNF-, IFN-y (BD Opteia TM, Sandiego — Ca, USA) e para IL-17 (eBioscience, San
Diego — CA, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para dosagem das citocinas TNF-, IFN-y, IL-6 e IL-10, placas de 96 pocos
(Maxishorp) foram sensibilizadas com 100 L de anticorpo de captura (anti-citocina

especifico) em uma diluicdo de 1:250 e incubadas a 4°C. Apds 24 horas, a placa foi
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lavada 5 vezes com tampao de lavagem (PBS/tween-20, 10x). Os pogos foram
bloqueados com o diluente, incubados a temperatura ambiente por 1 hora, e logo
apos, lavados 5 vezes com 0 mesmo tampéao. Foram entdo adicionados 100 L/poco
da amostra diluida 2 vezes e feita a curva de calibracéo, a placa foi incubada por 2
horas. Em seguida, a placa foi lavada 5 vezes, foi adicionado o anticorpo de
deteccédo 100 L/poco (1:250), o sistema incubado a temperatura ambiente por 1 hora
e posteriormente lavado por mais 10 vezes. Em seguida adicionou-se 100 L do
substrato/poco, e as placas foram incubadas por 30 minutos no escuro, finalizando
com 50 L da solucéo de parada/poco. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a
450nm. A quantidade da citocina foi calculada a partir da curva-padréo, obtida por
diferentes concentracdes da citocina recombinante.

Para dosagem da citocina IL-17, placas de 96 pocos (Maxishorp) foram
sensibilizadas com 100 L de anticorpo de captura (anti-citocina especifico) em uma
diluicao de 1:250 e incubadas a 4°C. Apds 24 horas, a placa foi lavada 5 vezes com
tampdo de lavagem (PBS/tween-20, 10x). Os pocos foram bloqueados com o
diluente, incubados a temperatura ambiente por 1 hora, e logo apéds, lavados 5
vezes com 0 mesmo tampdo. Foram entdo adicionados 100 L/pogo da amostra
diluida 2 vezes e feita a curva de calibracéo, a placa foi incubada por 16 horas a
4°C. Em seguida, a placa foi lavada 5 vezes, foi adicionado o anticorpo de deteccao
100 L /poco (1:250), o sistema incubado a temperatura ambiente por 1 hora e
posteriormente lavado por mais 5 vezes. Em seguida adicionou-se 100 L de avidina-
HRP diluido em 1X de diluente, o sistema foi incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente e as placas foram novamente lavadas por 7 vezes. SG neste momento, foi
adicionado 100 pL do substrato/poco, e as placas foram incubadas por 15 minutos
no escuro, finalizando com 50 L da solug¢éo de parada/poco. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 450nm. A guantidade da citocina foi calculada a partir da
curva-padrao, obtida por diferentes concentracdes da citocina recombinante.
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4.8. Andlise estatistica

Quando necessario, os dados obtidos foram avaliados quanto a sua
significancia estatistica com o auxilio do software GraphPad Prism 5. Foram
utilizados os testes de analise de variancia (One-way Anova) para a comparacao de
médias, o teste t pareado para comparagdo entre médias e o teste de Tukey para

comparacao multipla. Foram considerados significativos valores p<0,05.



49

5 Resultados

5.1 Avaliacdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e determinacéao

das concentra¢des subinibitérias das drogas

Considerando-se os perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos
determinados para a amostra parental Bacteroides fragilis ATCC 25285, foi
considerada a ultima concentracdo abaixo da concentracdo inibitéria minima (CIM),
como concentracdo subinibitéria (CSI) das drogas ampicilina/sulbactam, clindamicina
e cloranfenicol. Apesar de os resultados obtidos de CIM para a amostra parental
estarem de acordo com o esperado, considerando-se como referéncia o manual
M11-A7 do CLSI (2007), foi definido especificamente para ampicilina CSI = 2ug/mL
(Tabela 2).

Tabela 2 — Avaliacdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos da amostra
Bacteroides fragilis ATCC 25285, segundo o CLSI (2007) e determinagdo da
concentracéo inibitéria minima dos antimicrobianos.

Antimicrobianos CIM (pg/mL) CSI (ug/mL)
Ampicilina 32 2
Ampicilina/sulbactam 2 1
Clindamicina 2 1
Cloranfenicol 4 2
Metronidazol 0,25 -

Apbs a selecdo das linhagens em cultivos sucessivos na presenca e na
auséncia dos antimicrobianos nas CSI determinadas, a reavaliacdo do perfil de
susceptibilidade mostrou sensibilidade diminuida de todas as linhagens bacterianas
obtidas, em relagcdo a linhagem de B. fragilis parental para 0s mesmos

antimicrobianos (Tabela 3).
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Tabela 3. Reavaliagdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das
linhagens de B. fragilis selecionadas pela exposicdo a concentracfes subinibitorias

de antimicrobianos, cultivadas na presenca ou néo das drogas.

Linhagem AMP AMS CLO CLlI MTZ
Bf parental 32 2 4 2 0,25
BfAMP * 64 4 16 16 2
BfAMP 64 4 16 8 2
BfAMS * 32 32 4 2 1
BfAMS 32 16 4 2 1
BfCLO * 64 4 16 2 2
BfCLO 64 4 8 2 2
BfCL| * 64 4 4 16 4
BfCLI 64 4 4 4 4

* Linhagens cultivadas na presenca dos respectivos antimicrobianos nas concentra¢des subinibitérias minimas.
AMP — ampicilina, AMS — ampicilina/sulbactam, CLO — cloranfenicol, CLI — clindamicina, MTZ - metronidazol

De maneira geral, para a linhagem BfAMS, quando cultivada na presenca do
antimicrobiano, observou-se alteracdo de 4 vezes na sua CIM para
ampicilina/sulbactam e alteracdo de 2 vezes na CIM para o metronidazol. Nao foi
observada alteracdo significativa (> 1 vez o valor de CIM) para 0s outros
antimicrobianos como ampicilina, clindamicina e cloranfenicol. E notério que a
mesma amostra cultivada sem o antimicrobiano teve alteracdo de 3 vezes o valor da
CIM para a associacédo ampicilina/sulbactam.

Por outro lado, embora a linhagem BfAMP tenha apresentado alteracéo do
perfil de susceptibilidade a clindamicina quando cultivada na presenca e na auséncia
da ampicilina (alteracao de 3 e 2 vezes o valor da CIM, respectivamente), observou-
se variacao discreta (1 ou 2 vezes o valor de CIM) para o perfil de susceptibilidade a
ampicilina/sulbactam e ao cloranfenicol. Para o metronidazol, observou-se variagao
de 3 vezes no valor da CIM.

Considerando-se a linhagem BfCLO, n&o foi observada alteragdao nos valores
de CIM para clindamicina e alteracdo discreta nos valores de CIM (2 vezes) foi
detectada para ampicilina e a associagcdo ampicilina/sulbactam. Para o cloranfenicol
foi observado alteracdo de 2 e 3 vezes nos valores de CIM quando a linhagem foi

cultivada na presenca ou na auséncia do antimicrobiano. Como observado para
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linhagem BfAMP, a linhagem BfCLO apresentou variagdo na CIM para o
metronidazol de 3 vezes.

Embora o padrdo de alteracdo na CIM da linhagem BfCLI cultivada na
presenca e na auséncia de clindamicina tenha sido semelhante ao ja observado
para as drogas ampicilina, ampicilina/sulbactam (aumento de 2 vezes), nédo foi
observado alteracdo no valor de CIM para o cloranfenicol. Alteracbes mais
significativas foram observadas em relacdo a clindamicina, variacdo de 3 e 2 vezes
no valor de CIM quando BfCLI foi cultivada ou ndo na presenca do antimicrobiano e

alteracao de 4 vezes o valor de CIM para o metronidazol.

5.2 Avaliacdo do efeito das drogas na morfologia celular e em caracteristicas

bioguimicas e fisiol6gicas das linhagens bacterianas obtidas

Alteracdo morfoldégica nas células bacterianas foram observadas nas
linhagens BfAMP e BfAMS. As altera¢des foram mais evidentes no primeiro cultivo
das bactérias BfAMS na presenca dos antimicrobianos, no qual as células se
mostraram filamentosas e eventualmente com formacédo de bulbos centrais, com
alteracdo da largura e o citoplasma mais densamente corado.

Apés a primeira passagem as alteracbes na morfologia celular voltaram
gradativamente a forma original em relacdo a amostra parental. No entanto, as
alteracdes foram mais discretas, bem como a volta do aspecto celular normal foi
evidenciado com mais rapidez na linhagem BfAMP. Para as linhagens mostras
BfAMS, a area meédia das ceélulas aumentou aproximadamente 7 vezes nos
primeiros cultivos na presenca do antimicrobiano, enquanto que a area media das
células BfAMP aumentou na razdo de apenas 2 vezes nos primeiros cultivos na
presenca da ampicilina.

As linhagens expostas a clindamicina e cloranfenicol mostraram pouca ou
nenhuma filamentacdo, como observado especialmente com as células BfCLO
(Figuras 1 e 2). Além disso, as andlises de citometria de fluxo confirmaram os dados
relacionados a alteracdo na morfologia celular, sobretudo no primeiro cultivo das

bactérias na presenca das CSI dos antimicrobianos.
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Foram detectadas tanto alteracées na morfologia, quanto na complexidade
celular, sobretudo na linhagens BfAMS que apresentou cerca de 22% das células
presentes na suspensao do primeiro cultivo alteradas em forma e complexidade.
Embora as analises mostrem pouca alteracdo nas outras linhagens (BfAMP —
aproximadamente 6%, BfCLO — aproximadamente 4%, e BfCLI — aproximadamente
2% de células alteradas em forma e complexidade), estas alteragcBes nao foram
significativas, sobretudo no décimo cultivo na presenca dos antimicrobianos. Ainda
que pouco significativo, observou-se, ainda, que as alteracdes celulares
relacionadas as linhagens BfAMP e BfAMS foram associadas, principalmente ao
parametro complexidade celular (Figura 3).

Cultivo na presenga de antimicrobiano Cultivo na auséncia de antimicrobiano
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Figura 1. Representacdo grafica da area média das células de Bacteroides fragilis
visualizadas apos coloracdo de Gram, durante exposi¢do a CSl ou ndo de diferentes
antimicrobianos (10 passagens na presenca das drogas e 10 passagens na
auséncia das drogas.



Bf parental BfAMP BfAMS BfCLI BfCLO

Figura 2. Aspecto das células de Bacteroides fragilis parental e selecionadas pela exposi¢cdo a CSI de drogas antimicrobianas
visualizadas apos coloracdo pelo método de Gram. A — primeira passagem na droga; B — décima passagem na droga; C — décima
passagem na auséncia de drogas antimicrobianas. Aumento de 1000X.
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Bf parental BfAMP - 12 passagem (6,11% *) BfAMP - 102 passagem (2,82% *)

10t 102 10° 10

BfAMS - 12 passagem (22,11% *) BfAMS - 102 passagem (4,55% *) BfCLI-12 passagem (1,85% *)

SSC-H

1 2

10 10 10° 10

BfCLI-102 passagem (1,59%%) BfCLO - 12 passagem (4,30% *) - BfCLO - 102 passagem (1,70% *)

FSC-H

Figura 3. Representacéo gréafica do tipo dot plot da avaliacdo por citometria de fluxo das
células de Bacteroides fragilis ap6s a 12 e a 10® passagem das culturas na presenca
das CSI dos diferentes antimicrobianos. R1 - regido de concentracao das células de
morfologia tipica; R2 - regido de concentracdo das células de morfologia alterada em
relacdo ao controle Bf parental. FSC — eixo relacionado a alteracdo de morfologia; SSC
— eixo relacionado a complexidade celular.

Considerando-se o0s padroes de crescimento das linhagens bacterianas
selecionadas pela exposicdo a CSI dos antimicrobianos, observou-se que as linhagens
BfCLI e BfCLO exibiram padrdes de crescimento mais proximos ao da linhagem Bf
parental. Nado foram detectadas alteragdes significativas nos niveis populacionais totais

e no tempo de geragcédo bacteriano (TG), sendo determinado TG de 2 horas para a
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linhagem parental, 2,3 horas para a linhagem BfCLI e 2,8 horas para a linhagem
BfCLO. Por outro lado, o padrdo de crescimento das linhagens BfAMP e BfAMS
mostraram-se bastante alterados. Embora os niveis populacionais totais tenham sido
semelhantes para a linhagem BfAMP se comparados as outras amostras bacterianas
em estudo, seu TG foi de aproximadamente 3,5 horas durante o crescimento
exponencial. O mesmo né&o foi observado para a linhagem BfAMS, cujo TG foi o mais
discrepante entre os microrganismos estudados, aproximadamente 4 horas, e 0s niveis
populacionais totais na cultura foram aproximadamente 50% menores do que o
observado para as outras linhagens bacterianas, parental e selecionadas em CSI dos
antimicrobianos (Figura 4).
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Figura 4. Representacao grafica da curva de crescimento das linhagens de Bacteroides
fragilis selecionadas pela exposicdo a CSI de diferentes antimicrobianos.



56

A avaliacdo das caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas das linhagens
bacterianas BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO apds cultivo na presenca dos
antimicrobianos e apés 10 passagens na auséncia das drogas mostrou que a exposi¢cao
aos antimicrobianos foi capaz de induzir alteracbes nos padrdes bioquimicos e
fisiologicos bacterianos, se comparado com a amostra Bf parental (Anexo 2). Estes
achados indicam que o fen6tipo das linhagens adaptadas aos antimicrobianos pode nédo
se manifestar da mesma forma no metabolismo bacteriano. Considerando-se a
diversidade de habilidades avaliadas nos 28 testes para deteccdo da producdo de
enzimas, tolerancia e assimilagdo de substratos, foi construida uma matriz de
similaridade e os dados organizados em um fenograma de similaridade.

Os dados representados no fenograma mostram que as linhagens BfCLO
cultivadas na presenca ou na auséncia das drogas antimicrobianas apresentaram
comportamento bioquimico e fisiologico mais semelhante & amostra Bf parental, se
comparado as outras linhagens. Apesar das linhagens BfAMP e BfCLI apresentarem
comportamento semelhante, o seu cultivo na presenca dos antimicrobianos favoreceu
um fendtipo mais préximo ao da amostra parental em relacdo as mesmas bactérias
cultivadas na auséncia das drogas. Além disso, os dados permitem sugerir que as
linhagens BfAMS cultivadas tanto na presenca quanto na auséncia dos antimicrobianos
apresentaram comportamento bioquimico e fisiolégico singular.

De acordo com o fenograma, o comportamento das bactérias selecionadas pela
exposicdo a associacdo ampicilina/sulbactam se aproxima mais da linhagem de B.
fragilis parental quando cultivada na auséncia de drogas, em relacdo as mesmas
bactérias cultivadas na presenca de CSI da associagéo antimicrobiana (Figura 5).

Em relacdo a capacidade de formacao de biofilmes pelas diferentes linhagens
bacterianas (BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO), observou-se que esta habilidade também
mostrou-se altamente alterada pela exposicdo bacteriana a CSI dos diferentes
antimicrobianos.

BfAMP foi a Unica populacdo com capacidade de formagdo de biofilme
significativo quando cultivada na presenca de CSI de antimicrobiano, embora o biofilme
formado tenha sido significativamente menor do que o formado pela amostra Bf

parental. Para as linhagens BfAMS e BfCLO, observou-se uma capacidade de
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formacgéo de biofilme significativamente maior pelas bactérias cultivadas na auséncia
dos antimicrobianos o que sugere uma interferéncia negativos dos antimicrobianos
nesta habilidade bacteriana. Por outro lado, observou-se que a amostra BfCLI crescida
ou ndo na presenca do antimicrobiano mostrou capacidade altamente diminuida na
formacdo de biofilme, se comparada a amostra parental, 0 que sugere estabilidade
nesta caracteristica nestas amostras de B. fragilis, se comparada a habilidade de

formacdao de biofilme da amostra Bf parental (Figura 6).

Bf Parental

BfCLO *

BfCLO ‘

BfAMS

BFAMP * |
BfCLI * |

BfAMS *

BFAMP |
BfCLI |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

* Amostras bacterianas cultivadas na presencado antimicrobiano

Figura 5. Fenograma de similaridade UPGMA (Unweighted Pair Group Method) de
resultante da comparacdo dos perfis bioguimicos e fisiologicos obtidos para as
diferentes linhagens bacterianas de B. fragilis selecionadas pela exposicdo a CSI de
antimicrobianos cultivadas na presenca e na auséncia das drogas, utlizando o
coeficiente de Dice com bootstrap de 1000 réplicas.
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Figura 6. Representacdo grafica da habilidade bacteriana de formacdo de biofilme
comparativamente entre a linhagem Bacteroides fragilis parental e as linhagens
derivadas selecionadas pela exposicdo a CSI de drogas antimicrobianas. * e a indicam
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

5.3 Avaliagdo dos padrdes de expresséo protéica

Os perfis de expressao de proteinas totais sollveis foi comparado para as
diferentes amostras de B. fragilis selecionadas pela exposi¢do a CSI de antimicrobianos
por SDS-PAGE. Como observado nas figuras 5 e 6, varias diferencas nos padrées de
bandeamento protéico foram detectadas em relacdo as diferentes linhagens e a
linhagem Bf parental. Os experimentos foram reproduzidos pelo menos 3 vezes e 0s
resultados observados séo tipicos. Foram verificadas bandas protéicas para linhagem
parental ausentes nas linhagens BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO, bem como bandas

diferencialmente evidenciadas nas amostras selecionadas na presenca do
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antimicrobiano e ausentes na amostra parental. Para melhor visualizagao dos perfis de
expressao protéica foram utilizados géis de 8% (Figura 7) e de 15% de poliacrilamida
(Figura 8).

100

75

kba PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Figura 7. Andlise do perfil de proteinas soluveis das linhagens de Bacteroides fragilis
em SDS-PAGE, 8%. Canaletas: PM - padrdo de peso molecular; 01 - Bf parental; 02,
04, 06 e 08 — BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO; 03, 05, 07 e 09 - BfAMP, BfAMS, BfCLI e
BfCLO na auséncia de droga. As setas pretas indicam a presenca de proteinas
ausentes na linhagem parental.
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Figura 8. Andlise do perfil de proteinas sollveis das linhagens de Bacteroides fragilis
em SDS-PAGE, 15%. Canaletas: PM - padrdo de peso molecular; 01 - Bf parental; 02,
04, 06 e 08 — BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO; 03, 05, 07 e 09 - BfAMP, BfAMS, BfCLI e
BfCLO na auséncia de droga. As setas pretas indicam a presenca de proteinas
ausentes na linhagem parental e as setas brancas indicam a presenca de proteinas
ausentes nas linhagens selecionadas pela exposi¢cado aos antimicrobianos.

5.4 Avaliacdo dos padrdes genéticos das linhagens bacterianas

A amplificacdo de segmentos dos genes localizados na regido variavel
espacadora intergénica entre o RNAr 16S e 23S de B. fragilis permitiu a confirmacéo
especifica das 4 linhagens bacterianas BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO selecionadas
pelo cultivo na presenca e na auséncia dos antimicrobianos (Figura 9).

Além disso, de acordo com a técnica de genotipagem realizada neste estudo
(AP-PCR), nado foram observadas bandas de DNA polimérficos, o que sugere
semelhanca genética entre as linhagens obtidas, sem a evidenciagdo da ocorréncia de
mutacOes ou reorganizacbes génicas durante o processo de selecdo bacteriana pela
exposicao a CSI dos diferentes antimicrobianos (Figura 10).
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Figura 9. ldentificacdo molecular das linhagens de Bacteroides fragilis por PCR
utilizando os iniciadores especificos. Canaletas: PM - padrdo de peso molecular; 01 - Bf
parental; 02, 04, 06 e 08 — BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO; 03, 05, 07 e 09 - BfAMP,
BfAMS, BfCLI e BfCLO na auséncia de droga.

Oligoiniciador inespecifico OPA 16 Oligoiniciador inespecifico OPA18
f01 02 03 04 05 06 07 08 09\ f01 02 03 04 05 06 07 08 09

PR E

Vo 5 »

uwwu“b-wucu,:.-,d

TTT LTI

CO g g e g el e g




62

Figura 10. Genotipagem das linhagens de Bacteroides fragilis com diferentes
iniciadores aleatorios, por AP-PCR. Canaletas: PM - padrédo de peso molecular; 01 - Bf
parental; 02, 04, 06 e 08 — BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO; 03, 05, 07 e 09 - BfAMP,
BfAMS, BfCLI e BfCLO na auséncia de droga.

5.5 Avaliacado das alteraces nainteracdo bactéria-hospedeiro

A andlise histopatolégica do baco dos camundongos desafiados com as
diferentes linhagens bacterianas selecionadas pela exposicdo a CSI dos
antimicrobianos mostrou que o 6rgao esteve alterado em todos o0s grupos no 7° dia pi
(pbs-infeccdo). Nos cortes histolégicos foram observadas lesGes moderadas
relacionada a areas de hiperplasia folicular linfoide com centro germinativo sugestivo de
grande atividade imunoldgica, além de hipertrofia da polpa vermelha. Por outro lado,
nos cortes histolégicos referentes aos 6rgaos avaliados apds o 14° dia pi, ndo foram
evidenciadas alteracfes significativas nos bacos retirados dos camundongos do grupo
controle.

Para os outros grupos, o comprometimento do 6rgdo se manteve, sendo
detectadas les6es moderadas relacionada a areas de hiperplasia folicular linféide com
centro germinativo sugestivo de grande atividade imunolégica além de hipertrofia da
polpa vermelha, exceto para o grupo desafiado com a linhagem BfCLlI, cuja lesdo neste
momento, se mostrou discreta (Figuras 11).

De maneira geral, a analise histopatologica do figado dos camundongos
desafiados com as diferentes linhagens bacterianas mostrou que 7 dias pi, a infec¢do
gerou um quadro de degeneracdo hepatica, com discreta desestruturacdo da
arquitetura do 6rgdo nos grupos controle e Bf parental. Aléem disso, lesdo aparente nao
foi observada para o grupo BfAMP.

Entretanto, ja neste periodo de infeccdo, as alteragBes foram mais pronunciadas
nos animais desafiados com as linhagens selecionadas pela exposicdo a CSI das

drogas. Para estes animais, lesdes moderadas foram observadas para o grupo BfCLI e
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lesbes intensas foram observadas para os grupos BfAMS e BfCLO. Os l6bulos
hepéticos foram identificaveis, porém, com dilatacao dos capilares sinusdides, que pode
estar relacionada com congestéo vascular. Ainda, nos grupos onde a lesao foi intensa,
observou-se pequeno foco inflamatoério e necrose, mas sem quadro hemorragico.

Aos 14 dias pi, foi observada manutencdo do grau de lesdo hepatica pela
avaliacéo histolégica do figado dos animais desafiados com as linhagens selecionadas
pela exposicdo a CSI das drogas, com excecdo do fenébmeno observado para o grupo
dos animais desafiados com BfAMP. Para estes animais, somente 14 dias pi foi
observada lesdo discreta relacionada aos parametros: degeneracdo hepética,
comprometimento da arquitetura do figado e dilatacdo dos sinusoides. J& para 0s
animais do grupo controle e Bf parental, ndo foram observadas lesfes aparentes neste

periodo (Figura 12)
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Figura 11. Representacdo grafica da andlise histopatologica do baco dos camundongos desafiados com as linhagens de Bf
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Em relagdo a analise do perfil de citocinas quantificadas no sobrenadante de macerado
dos intestinos dos camundongos desafiados com as diferentes linhagens bacterianas
selecionadas pela exposi¢cdo a CSI dos antimicrobianos, observou-se grande variacao
nos niveis destas substancias (Figura 13).

Considerando-se a dosagem de IFN-y, foi detectado um aumento significativo
desta citocina no sobrenadante do homogeneizado de intestino dos camundongos
infectados com a linhagem BfAMS, sobretudo no 7° dia pi. Para os outros grupos de
animais, incluindo aqueles desafiados com a linhagem Bf parental, ndo houve alteracdo
significativa nos niveis de IFN-y, embora tenha sido observado uma diminuigao
significativa desta citocina no intestino dos animais desafiados com as linhagens BfAMS
e BfCLO do 7° para o 14° dia pi.

Os niveis de IL-6 mostraram-se significativamente aumentados no 7° dia pi no
grupo de camundongos desafiados com as linhagens Bf parental e BfCLI em relagdo ao
14° dia pi. Embora, os niveis de IL-6 no 7° dia pi nos camundongos desafiados com Bf
parental seja aparentemente superior aqueles medidos nos outros grupos
experimentais, a analise estatistica mostra que apenas o grupo de animais desafiados
com a linhagem BfAMP apresenta niveis estatisticamente inferiores desta citocina. Por
outro lado, no 14° dia pi observa-se um aumento moderado de IL-6 no intestino dos
animais do grupo BfCLI e BfCLO, enquanto que aumento significativo foi observado no
grupo BfAMP e BfAMS, quando comparados aos animais desafiados com a linhagem Bf
parental.

Para IL-17, assim como para IL-6, houve uma diminui¢éo significativa nos niveis
da citocina do 7° para o 14° dia pi no intestino dos animais desafiados com as linhagens
Bf parental e BfCLI, quando comparados aos dados obtidos para os outros grupos. No
14° dia pi, apesar dos niveis de IL-17 serem aparentemente maiores em todos 0s
grupos em comparacao ao controle desafiado com Bf parental, estes valores nao foram
estatisticamente significativos. Entretanto, considerando-se apenas o grupo dos animais
desafiados com a linhagem BfAMS, observa-se aumento significativo nos niveis de IL-
17 entre o0 7° e 0 14° dia pi. De maneira geral, neste ponto da infec¢éo, ou seja, no 14°
pi observa-se uma manutencao do processo inflamatorio nos grupos experimentais com

excecdo do grupo controle que mostrou decréscimo notorio nos niveis de IL-6 e IL-17.
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Quanto a IL-10, o grupo de animais desafiados com BfAMS mostrou niveis elevados da
citocina no 7° dia pi em relagdo aos outros grupos incluindo o controle desafiado com Bf
parental. Entretanto, no 14° dia pi a producéo diminuiu significativamente nos grupos Bf
parental, BfAMP e BfAMS, enquanto que para BfCLO e BfCLI os niveis foram
discretamente mais baixos tanto no 7° quanto no 14° dia pi. Esta diminuicdo, embora
desigual entre os diferentes grupos de camundongos, indica manutengdo do processo
inflamatorio no intestino destes animais, sobretudo naqueles desafiados com as
linhagens BfAMP e BfAMS.

Considerando-se a producdo de TNF-a e sua dosagem nos intestinos dos
animais desafiados com as diferentes linhagens de B. fragilis, foram observadas
diferencas pouco significativas entre o0os grupos, embora houvesse diminuicao
significante nos grupos desafiados com as linhagens Bf parental e BIFAMS do 7° para o
14° dia pi e além disso, uma tendéncia de aumento nos niveis da citocina no grupo
desafiado com a linhagem BfCLI do 7° para o 14° dia pi. De maneira geral, entre os
grupos, houve diminuicdo significativa nos niveis de TNF-a detectados nos intestinos
dos animais desafiados com a amostra Bf parental e a linhagem BfCLI, no 7° dia pi. Ja
no 14° dia pi ndo foram observadas alteracdes significativas, apesar dos niveis
discretamente maiores da citocina observados para os grupos de animais desafiados
com as linhagens bacterianas selecionadas pela exposicdo a CSI de antimicrobianos,

em relacdo ao grupo desafiado com a linhagem Bf parental.
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(p<0,05).
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6 DISCUSSAO

6.1 Avaliacao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e determinagao das
concentracdes subinibitérias das drogas

Espécies bacterianas do chamado grupo Bacteroides fragilis sdo componentes
importantes da microbiota intestinal residente, e estdo presentes em associacdo aos
seres humanos e outros animais desde as primeiras fases da vida. A espécie B. fragilis,
tipica do grupo, € o bastonete Gram-negativo anaerdbio estrito mais frequentemente
isolado de infec¢des clinicas (WEXLER, 2007).

Neste estudo, foi determinado o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
ampicilina, a associagdo ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol e
metronidazol para a linhagem de referéncia B. fragilis ATCC 25285, considerada
linhagem Bf parental. Os valores de concentracao inibitéria minima (CIM) das drogas
estdo de acordo com os valores esperados, segundo o CLSI (2007) no seu documento
M11-A7, que orienta os testes de susceptibilidade para bactérias anaerdbias. Assim,
foram consideradas como concentragdes subinibitérias (CSI) as concentracbes de
drogas abaixo das CIM. Entretanto, em relacdo a ampicilina, se considerado que o valor
de CIM foi de 32ug/mL, a CSI seria 16ug/mL. Neste caso, foi utilizada a concentragao
de 2ug/mL como CSI para que a sua adicdo nos experimentos ndo fosse tao
discrepante em relacdo aos outros antimicrobianos. Na reavaliagdo do perfil de
susceptibilidade das linhagens apo0s selecéo por exposicdo as CSI das drogas e o
cultivo na presenca ou auséncia dos antimicrobianos, observou-se alteracdo nas CIMs
para a maioria das drogas testadas. De acordo com o manual disponivel (CLSI, 2007)
devera ser considerada significativa, alteracdo de 2 vezes ou mais a CIM de um
determinado antimicrobiano, sendo que alteracbes menores, embora sugiram uma
avaliacao qualitativa, estao dentro do erro padrédo do experimento.

Peterson et al. (1999) mostraram que apos a exposicao de 24 h de B. fragilis

ATCC 23745 para esparfloxacina a analise da CIM aumentou de quatro a oito vezes
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para cinco fluoroquinolonas, ap6s passagens em meio livre de antimicrobiano a
resisténcia permaneceu estavel. Entretanto nenhuma alteracdo foi notada para outras
drogas como cloranfenicol, clindamicina, metronidazol e cefoxitina. Pumbwe et al.
(2006) demonstraram que apods a selecdo de mutantes de Bacteroides multirresistentes
pela exposicdo ao detergente dodecil sulfato de sodio, e drogas antimicrobianas, as
alteracdes nos perfis de susceptibilidade a estas e outras substancias poderia estar
relacionada a superexpressao de genes de bomba de efluxo.

Além disso, outros autores também observaram o fendmeno de alteracdo do
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos associados a exposicdo de outros
microrganismos, como Burkholderia, Bacteroides e E. coli a antimicrobianos como
penicilinas, cefalosporinas, metronidazol e quinolonas. Em todos os casos, mesmo apés
cultivo das linhagens selecionadas na auséncia dos antimicrobianos, os fenétipos de
diminuicdo de sensibilidade ou resisténcia permaneceram inalterados (CHEN et al.,
2005; GEORGE e LEVY, 1983; HAUBLER et al., 1999; DINIZ et al., 2000; DINIZ et al.,
2004; SANTOS et al., 2005; ANDRADE, 2010).

Assim, sugere-se que, no nNosso estudo, tal como relatado pelos outros autores,
a selecdo microbiana pela exposicao bacteriana as CSI das drogas tenha sido
suficiente para modulacdo de habilidades microbianas e eliminacdo das sub-
populacbes mais susceptiveis. Entretanto, a volta parcial do fenétipo de maior
sensibilidade das linhagens, ainda que qualitativo (associado a alteracdo < 2 vezes a
CIM), observado para as linhagens BfAMP e BfCLI a clindamicina, BFAMS a associacao
ampicilina/sulbactam e BfCLO ao cloranfenicol, sugere que estas alteracdes sejam
dependentes da pressao seletiva constante dos antimicrobianos.

Clinicamente, as espécies de Bacteroides tém revelado uma crescente resisténcia a
muitos antibidticos, incluindo os beta-lactamicos, lincosamidas como a clindamicina,
metronidazol, cloranfenicol e fluoroquinolonas, dentre outros. Estas espécies tém
apresentado varios mecanismos de resisténcia, como escape da acdo das drogas,
sendo a produgdo da enzima B-lactamase um dos principais. Outros mecanismos
podem estar presentes, como a prevencéo da interacdo entre o antibiotico e os seus
alvos e alteragdo de rotas metabdlicas. Além disso, no caso de bactérias Gram

negativas onde ha presenca de uma membrana externa rica em poros que facilitam o
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transito de antibiéticos, podem ocorrer mudancas nestes poros e consequente
impermeabilizacdo das células ou efluxo ativo (DINIZ et al., 2004; SPIZEK e REZANKA,
2004; PUMBWE et al., 2006; PUMBWE, GLASS e WEXLER, 2006; SANTOS et al.,
2007a; WEXLER, 2007; SANTOS et al., 2010).

Assim, os dados obtidos neste estudo, especialmente a observacédo da diminuicdo da
sensibilidade cruzada ente ampicilina, clindamicina e cloranfenicol,
pode sugerir, como ja relatado e descrito por outros autores, a indu¢cdo de mecanismos
de resisténcia comuns, como bombas de efluxo, considerando-se que estes
antimicrobianos possuem mecanismos de acgdo diferentes na ceélula bacteriana. Essa
observacdo pode ser sustentada uma vez que as linhagens BfCLI e BfCLO néo
mostraram sensibilidade diminuida ao cloranfenicol e clindamicina, respectivamente.

Os agentes B-lactamicos agem na estrutura da parede celular bacteriana, o
peptideoglicano. Estes se ligam a enzimas reguladoras chamadas de proteinas
ligadoras de penicilina (PBP — penicillin-binding proteins) inibindo a formacdo das
ligacbes cruzadas entre as cadeias de peptideoglicano. Isto, por sua vez, ativa as
autolisinas que degradam a parede celular, o que resulta na morte da célula bacteriana.
A producédo de B-lactamases pelos microrganismos tem sido descrita como um dos
principais fatores de resisténcia aos B-lactamicos, e sdo comumente codificadas pelo
gene cepA em isolados clinicos de B. fragilis, ou raramente por cfxA, que também
contribui para o alto nivel de resisténcia. Varios outras B-lactamases tém sido também
descritas entre os Bacteroides spp. As metalo B-lactamases descritas sdo codificadas
pelo gene cifA, sugerido como o fator de contribuicdo para a resisténcia aos
carbapenémicos (PAULA et al., 2004). Entre os agentes B-lactamicos, os mais ativos
(ou seja, aqueles para 0s quais a resisténcia varia de 2% a 5%) sdo as combinacdes de
B-lactamicos com inibidores de B-lactamase, como ampicilina/sulbactam,
ticarcilina/clavulanato e piperacilina/tazobactam (HECHT, 2004).

A clindamicina apresenta uma boa atividade contra o grupo B. fragilis.
Infelizmente, o niUmero de linhagens resistentes a clindamicina tem aumentado desde a
década de 90 (TANAKA-BANDOH et al. 1995). Os mecanismos de resisténcia
propostos incluem a metilacdo de uma ou duas adeninas do RNA ribossémico, levando

a uma diminuicdo da afinidade da droga para o seu alvo ou efluxo ativo. Entre
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Bacteroides spp., 0s genes mais frequentemente identificados sédo ermF, ermG e ermB
(LOFMARK et al.,2006; PUMBWE et al., 2006)

O cloranfenicol age através da inibicdo da peptidiltransferase ribossémica em
bactérias e, consequentemente, impede a sintese protéica. A resisténcia ao
cloranfenicol foi encontrada em varias espécies de bactérias. Em alguns casos, a
resisténcia pode ser devido a relativa impermeabildade ao antimicrobiano, sistemas de
efluxo, inativacdo por fosfotransferases e a mutacdo do alvo ribossomal. Entretanto,
acredita-se que o principal mecanismo de resisténcia seja a inativacdo do antibiético
por acetilacdo enzimatica, pela enzima cloranfenicol acetiltransferase (CAT) que foi
originalmente observada em isolados de E. coli e bactérias entéricas relacionadas.
Estudos posteriores mostraram que espécies de B. fragilis podem expressar
cloranfenicol acetiltransferase. O gene cat, ja identificado em Bacteroides, € o
responsavel pela codificacdo das enzimas CAT (BRITZ e WILKINSON, 1978,
BURNHAM et al.,2000).

6.2 Avaliacdo do efeito das drogas na morfologia celular e em caracteristicas

bioguimicas, fisiol6gicas e moleculares das linhagens bacterianas obtidas

Atualmente, questdes relacionadas ao fendmeno da resisténcia bacteriana, como
reflexo direto das alteracdes induzidas pelos antimicrobianos nas células bacterianas,
envolvem variacdes nos padrdoes morfologicos, bioquimicos e fisiolégicos. Neste estudo
a andlise dos padrées morfologicos, bioguimicos e fisiologicos das linhagens
selecionadas em concentragfes subinibitérias das drogas antimicrobianas mostrou
alteracOes evidentes, como filamentagcdo celular, formacdo de bulbos ao longo dos
filamentos e alteracbes nos padrbes bioquimicos e fisiologicos com destaque para os
padrbes de fermentacdo de carboidratos. De maneira geral, as alteracdes fisioldgicas,
entretanto, foram observadas com maior intensidade nas linhagens bacterianas

expostas as CSl de ampicilina e ampicilina/sulbactam.
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Formas alongadas de B. fragilis foram observadas quando expostas a
clindamicina por Silvestro et al. (2006). Entretanto em nosso estudo nao foram
observadas filamentacdes significativas em resposta a este antimicrobiano, bem como
ao cloranfenicol. Outros autores também evidenciaram formas aberrantes de linhagens
bacterianas incluindo Bacteroides spp. e outros géneros, tanto de Gram negativos
guanto de Gram positivos, quando em contato com outras drogas antimicrobianas. De
maneira geral, as alteracfes incluem a filamentacdo celular e podem ser reversiveis
guando os microrganismos séo cultivados na auséncia de drogas e estao relacionadas,
muitas vezes a alteracdo nos padrdes de degradacdo e reciclagem de proteinas,
mudancas nas caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas dos microrganismos e inibicdo
de enzimas autoliticas que atuam no inicio da separacdo celular, causando o
alongamento (KLEIN e LUGINBUHL,1977; LORIAN e GEMEL, 1994; GUSS e
BAWDON, 1984; CAVALCANTI et al., 1991; DINIZ et al., 2000; DINIZ et al., 2003;
FONSECA et al., 2004; SANTOS et al., 2007).

De maneira mais especifica, considerando-se drogas B-lactamicas, varios relatos
tem sido documentados. Klein e Luginbuhl, em 1977 relataram que células de
Haemophilus influenza exibiram formas filamentosas quando expostas a concentracdes
inibitérias de ampicilina; Moosdeen, Williams e Yamabe (1988), além de Santos et al.
2007, mais recentemente, relatam a filamentacdo de E. coli expostas a diferentes
concentracdes de B-lactamicos associados ou nao a inibidores de B-lactamases. Ainda,
sugeriu-se que o sulbactam sozinho estaria associado, também a filamentacdo destas
bactérias, além de associado a filamentacdo e formacdo de bulbos ao longo do
filamento em Proteus mirablis. Fonseca et al. (2004) documentaram formas
filamentosas em Pseudomonas aeruginosa quando expostas a piperacilina-sulbactam.
Jacques et al. (1991) mostraram que linhagens de Pasteurella multocida quando
expostas a concentracbes subinibitérias de penicilina apresentaram alteracdes
morfologicas e de crescimento. Por outro lado, linhagens de Bortedella bronchiseptica
ndo apresentaram mudancgas significativas quando submetidas a pressao seletiva pela
mesma droga. Os autores sugerem que o fendbmeno depende ndo sé do tipo da droga
utilizada, mas também do microrganismo, e principalmente da interacdo droga-

microrganismo. Fang et al. (2002) relacionaram as mudancas morfologicas encontradas
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em Bacteroides thetaiotaomicron expostas a cefoxitina e relacionaram estas alteracfes
as PBPs. As PBPs séo os alvos da ligagao dos agentes B-lactamicos e sdo essenciais
para o crescimento das bactérias. A inativacdo de PBP-3 tem como resultado, na
bactéria, o crescimento com longos filamentos néo septados.

Assim, do exposto, sugere-se, neste trabalho, que as alteragbes mais
expressivas observadas nas linhagens BfAMP e BfAMS, apds as primeiras passagens
em ampicilina e, sobretudo a associacdo ampicilina/sulbactam, poderiam estar
relacionadas ao efeito sinérgico entre ampicilina e sulbactam, uma vez que, no ultimo
caso, houve maior filamentagéo e formagao de bulbos.

Chen et al. (2005) também relataram a reversado das alterag6es morfologicas de
Burkholderia pseudomallei apds exposicdo a niveis subinibitérios de ceftazidima,
ofloxacina, ou trimetoprim. De acordo com os autores, células filamentosas voltaram a
forma normal. Além disso, foi verificada também alteracdes nos padrdes fisioldgicos das
bactérias quando estavam em contato com 0s antimicrobianos. As implica¢ces clinicas
de bactérias com morfologia alterada sdo evidentes e devem ser esclarecidas nos
laboratorios de microbiologia. Os microbiologistas clinicos devem estar cientes do
potencial aparecimento de bacilos ou cocos filamentosos em amostras clinicas para
evitar confusdo com os fungos e outros organismos naturalmente filamentosos,
especialmente da avaliacdo de espécimes clinicos provenientes de pacientes sob
antibioticoterapia ou com histérico do uso destes medicamentos recente. Os
profissionais de saude, por sua vez devem considerar a possibilidade de que formas
filamentosas podem indicar que concentracbes sub-terapéuticas de antibiéticos estédo
sendo atingidas no local da infec¢do (WOJNICZ et al.,2007).

Diversos estudos in vivo mostram que mais de 99% das espécies bacterianas
conhecidas, incluindo B. fragilis, podem naturalmente colonizar superficies, formando
biofilmes. Um biofilme pode ser definido uma comunidade bacteriana de uma ou mais
espécies agregadas por uma matriz polimérica aderentes a superficies vivas ou
inanimadas (WEINACHT et al., 2004; PUMBWE et al., 2007b).

A aderéncia bacteriana as superficies permite que estes organismos sejam
resistentes aos mecanismos de dispersdo mecanica associado a superficies como

agueles relacionados ao trato gastrintestinal durante a colonizacdo das superficies
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mucosas (WILSON, 2002). Embora a adesao seja essencial para a manutencédo da
microbiota e seu hospedeiro, a formacdo de um biofilme € o primeiro estdgio de uma
doenca infecciosa, relacionado a adesao bacteriana e que inclui infeccdes associadas a
dispositivos protéticos, endocardites, doencas orofaciais, respiratérias e do trato
gastrintestinal e geniturinario, dentre outras (WOLCOTT et al.,, 2010; DICKSCHAT,
2010). Os mecanismos exatos pelos quais células bacterianas podem aderir as
camadas de células epiteliais ou as secrecfes como as camadas de mucina sao, ainda,
desconhecidos, embora diferentes tipos de interacdes pili/fimbria e adesdo mediada por
adesinas estejam frequentemente envolvidos (DONLAN, 2001; WOLCOTT et al., 2010;
DICKSCHAT, 2010).

No nosso estudo, observou-se que as diferentes linhagens bacterianas
selecionadas pela exposicdo a CSl de drogas antimicrobianas apresentaram diferentes
padrbes de formacao de biofilme, se comparado a linhagem Bf parental. Como um todo,
observa-se que as diferentes drogas antimicrobianas foram capazes de interferir de
maneira peculiar nos padrées de aderéncia bacteriana a superficie. A linhagem BfAMP
foi a Unica populacdo com capacidade de formacéo de biofilme significativo quando
cultivada na presenca de CSI de antimicrobiano, embora menos denso que aquele
formado pela linhagem parental. Para as linhagens BfAMS e BfCLO, observou-se uma
capacidade de formacao de biofilme significativamente maior pelas bactérias cultivadas
na auséncia dos antimicrobianos, o que sugere uma interferéncia negativa dos
antimicrobianos nesta habilidade bacteriana. Por outro lado, observou-se que a
linhagem BfCLI crescida ou ndo na presenca do antimicrobiano mostrou capacidade
altamente diminuida na formacéo de biofilme, sugerindo uma interferéncia negativa e
estavel do antimicrobiano nesta habilidade.

Vérios estudos mostram que diferentes substancias quimicas, desde sais biliares
encontrados no trato gastrintestinal, quanto substancias antimicrobianas, peptideos
naturais, desinfetantes e ainda substancias antissépticas podem modular a expressao
de biofilmes bacterianos. Assim, percebe-se que a literatura é diversa e, em muitos
casos, observa-se esforgco direcionado ao entendimento da dinamica entre as
condicbes ambientais adversas e os padrdes de colonizagdo microbiana, que pode ter

reflexo ndo sO na sua biologia, mas também nas suas relagcdes com seus hospedeiros
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(DONLAN, 2001; WILSON, 2002; WEINACHT et al, 2004, MACFARLANE,
WOODMANSEY e MACFARLANE, 2005; VIEIRA et al., 2005b; WOLCOTT et al., 2010;
DICKSCHAT, 2010; OLIVEIRA et al., 2010; FOGACA et al., 2010; HELLMARK et al.,
2010; ODUWOLE et al., 2010; LOVETRI e MADHYASTHA, 2010).

E de se considerar que a exposi¢éo de organismos unicelulares de ciclo de vida
curto a condi¢cdes ambientais de estresse pode, muitas vezes, resultar em alteragbes no
comportamento fisiolégico, com reflexos nos resultados dos testes convencionais de
avaliacao bioquimica e fisiolégica. Este fato pode ser observado pelo fenograma obtido
que mostra o distanciamento fenotipico das diferentes linhagens bacterianas em
relacdo & amostra Bf parental, tal como observado por outros autores (SANTOS et al.,
2007a; DINIZ et al., 2004; SILVA et al., 2007, SILVA et al., 2009; SANTOS et al., 2010).

Comparando-se os perfis de expressdo protéica das amostras parental e
selecionadas pela exposicdo a CSI dos antimicrobianos, cultivadas ou ndo na presenca
das drogas, podemos reforgcar a evidencia da interferéncia destes antimicrobianos na
biologia destes anaerdbios. Foram observadas bandas protéicas de diferentes pesos
moleculares expressas ou ndo nos extratos brutos das linhagens BIAMP, BfAMS, BfCLI
e BfCLO, se comparado & amostra Bf parental.

Diferencas dessa magnitude podem né&o resultar da acumulacdo de mutacoes e
sim parte de um amplo programa de controle genético que altera a fisiologia celular
para protecdo contra os danos produzidos pelos antimicrobianos. Estas alteracfes
globais, enquanto ndo completamente elucidadas, embora proteinas relacionadas a
estrutura e metabolismo ja tenham sido identificadas em Bacteroides e outras espécies
microbianas, podem ter outros efeitos significativos nos organismos, como aqueles
relacionados a alteracdes nos padrdes de viruléncia microbianos como ja documentado
(ROCHA et al. 1996; ROCHA E SMITH 1997; DINIZ et al., 2004; SANTOS et al., 2010;
FLETCHER et al. 2001).

De maneira geral, estas alteracdes nos perfis protéicos podem também estar
relacionadas a alteragdes fisioldégicas que podem ter resultado nos perfis bioquimicos e
fisiologicos alterados observados neste estudo. Entretanto, estas alteragfes nos perfis

de expressdo protéica devem ser mais investigadas nestes microrganismos pela
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utilizacdo de metodologia mais sensivel, como a eletroforese bidimensional, tal como
preconizado e sugerido pela literatura ja citada.

A técnica de AP-PCR tem sido extensivamente utilizada na bacteriologia de
anaerobios, dentre outras areas da ciéncia, para estudos relacionados a clonalidade e
deteccdo de polimorfismos no genoma celular relacionada aos estudos epidemiolégicos
para avaliacdo de semelhanca entre organismos relacionados taxonomicamente
(GEORGE et al., 1997; CAMARENA et al. 1995; SONG 2005; SANTOS, 2007).

Neste estudo, a combinacao de dois oligonucleotideos iniciadores inespecificos e
aleatérios permitiu a verificacdo de grande proximidade clonal entre as diferentes
linhagens bacterianas avaliadas nas diferentes condi¢des de cultivo, se comparada a
linhagem Bf parental. As observacfes relacionadas aos experimentos de genotipagem
podem ser confirmadas pela re-identificacdo molecular das linhagens bacterianas, pela
utilizacdo de iniciadores especificos para amplificacdo de segmentos dos genes
localizados na regido variavel espacadora intergénica entre o RNAr 16S e 23S de B.
fragilis, de acordo com metodologia proposta por Liu et al. (2003) ja estabelecida em
nosso laboratério (FERREIRA et al., 2010).

Considerando-se a literatura disponivel, a sensibilidade desta técnica pode estar
relacionada a sutis alteracdes no DNA de varias espécies de seres vivos, incluindo as
bactérias. A deteccdo destas alteracbes pode contribuir para o entendimento da
resposta bacteriana frente a pressao exercida pelas drogas
antimicrobianas, como o surgimento de linhagens resistentes e alteracdes decorrentes
deste fendmeno (WELSH e MCCLELLAND, 1990). Assim, de acordo com Eribe e Oslen
(2000), os oligonucleotideos iniciadores OPA 16 e OPA 18 seriam suficientes para
avaliacdo clonal de populagbes de B. fragilis. De maneira geral, nossos resultados
permitem sugerir que as alteragdes observadas podem estar relacionadas com eventos
associados a regulacdo de expressédo génica nestas bactérias, como observados nos
testes de avaliacéo bioquimica e fisiologica.

Estudos tém demonstrado que embora possa haver alteragbes tanto
morfoldgicas, fisiologicas e nos padrdes de viruléncia bacterianos apds exposicdo a
antimicrobianos, ou a algum tipo de estresse ambiental, polimorfismos no DNA nédo sao
necessariamente detectados (FANG et al., 2002; SILVA et al., 2006). Por outro lado,
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Santos et al. (2007b) detectou variacdes nos padrbes de bandas gerados por AP-PCR
apos a exposicao de Prevotella intermedia ao oxigénio molecular, e este fato ndo pode
ser considerado apenas uma resposta fenotipica adaptativa.

De maneira global, a observacdo das alteracdes nas caracteristicas bioquimicas
e fisiologicas das diferentes linhagens bacterianas, os perfis das curvas de crescimento
indicando alteragdo nos tempos de geracdo bacteriano e niveis populacionais totais,
além das alteracGes nos padrbes de formacao de biofilme, sugere-se que a selecéo
pela exposicdo a CSI dos antimicrobianos tenha reflexo nos padrdes fenotipicos
bacterianos. Estas alteracdes, e ainda outras ndo observadas neste estudo, podem se
refletir em propriedades fisiol6gicas dos microrganismos, como antigenicidade celular,
estrutura de parede, adesividade, metabolismo e susceptibilidade a defesas
imunologicas do hospedeiro. Como consequéncia ecoldgica, este fenbmeno poderia
influir na patogenicidade destes microrganismos, comprovando que qualquer agente
que possa alterar os padrdes genéticos de uma populacdo microbiana pode alterar sua

viruléncia inicial.

6.3. Avaliacdo das alteracdes na interacdo bactéria-hospedeiro

Neste estudo, no qual espécies do grupo B. fragilis foram selecionadas por
exposicdo a baixas concentragbes de drogas antimicrobianas, foram observadas
alteracdes na biologia destas bactérias, com reflexo no seu potencial agressor, tal
como observado por outros autores (FERREIRA et al., 1989; LORIAN & GEMMELL,
1994; DINIZ et al., 2000; DINIZ et al., 2004, SANTOS et al., 2007b).

As interacbes patdgeno-hospedeiro podem ou ndo resultar em dano ao
hospedeiro. E aceito que citotoxicidade ou dano aos tecidos do hospedeiro seja
componente da viruléncia microbiana (CASADEVALL E PIROFSKI, 1999). Neste
estudo, para avaliacdo da alteracdo na viruléncia microbiana devido a exposicdo as

diferentes drogas, o dano tecidual e a modulagdo imunoldgica avaliada pela expressao
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de citocinas nos camundongos, foram utilizados como parametros de morbidade. A
morbidade € um evento marcador de doenca infecciosa mais prevalente do que a
mortalidade (LEDERBERG, 1999). Assim, foi observado que todas as linhagens
selecionadas pela exposicdo a CSls de antimicrobianos foram capazes de induzir
alteracOes qualitativas e quantitativas de diferentes intensidades no hospedeiro, como
ja relatado anteriormente para uma amostra de espécies de Bacteroides resistentes ou
selecionadas apds exposicdo a CSI de metronidazol, ertapenem e
piperacilina/tazobactam (DINIZ et al., 2000; DINIZ et al. 2003, SANTOS et al., 2007b ).

Embora as espécies de Bacteroides sejam da microbiota residente, estes
microrganismos estdo frequentemente associados a infeccbes de alta morbidade e
mortalidade. No grupo, varios fatores de viruléncia tém sido descritos, além dos
componentes relacionados a interferéncia direta com o sistema imunoldgico, como a
producdo de fatores de invasdo como proteases e outras enzimas hidroliticas; fatores
de protecdo, como a producdo de catalases, peroxidases, superoxido-dismutase;
fatores de modulacdo da populacdo microbiana como as bacteriocinas; além de
estruturas de aderéncia para colonizacdo de superficies (PETERSON,1996; DONLAN,
2001; WEXLER, 2007; WOLCOTT et al., 2010; DICKSCHAT, 2010).

A partir do momento da exposicdo aos antigenos o sistema imune produz
resposta, linfécitos T e B ativados atuam com a producdo de anticorpos especificos e
outros mecanismos, especialmente na ativacdo de macrofagos e a ativacdo de células
citotoxicas. Esta resposta pode lesar células normais através da ativacdo do sistema
complemento, ou mesmo da propria atividade citotdéxica dos linfécitos CD8 e células
natural killer. Assim, é evidente que os agentes agressores muitas vezes induzem lesédo
mediada pela resposta imunitaria que evocam e nao por seus efeitos diretos sobre os
tecidos (CASADEVALL E PIROFSKI, 1999).
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A reacgdo inflamatoria pode, entdo, ser responsavel por lesbes em O6rgéo
distantes da infec¢éo, por exemplo, através da formac&o de imunocomplexos formados
com antigenos bacterianos que podem circular e se depositar em diversos tecidos,
provocando lesdes. Constituindo assim respostas sistémicas no organismo (SHMAGEL
E CHERESHNEV, 2009). O conjunto de repostas sistémicas é conhecido como reagéo
de fase aguda e se caracteriza por uma mudanca no padrao de sintese de proteinas no
figado e consequientes mudancas na resposta imunologica. Neste processo, 0S
principais mediadores séo as citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a, produzidos no préprio tecido
lesado. Ainda, os hepatdcitos aumentam os niveis de expressao de algumas proteinas,
como proteina C reativa, transferrina, fibrinogénios e componentes do complemento
(MCCLAIN,1997).

Em nosso estudo, considerando-se o desequilibrio de expressédo de citocinas
encontrado no intestino dos camundongos desafiados com as linhagens de B. fragilis
selecionadas pela exposicdo as CSls das diferentes drogas antimicrobianas, observa-
se claramente uma resposta inflamatoria em todos os grupos analisados. Verificou-se
alteracdo nos padrdes de citocinas no intestino de camundongos infectados pela
linhagem BfAMS, com a producao exacerbada de IFN-y no sétimo dia apds a infecgao
(pi). Esta citocina desempenha um papel central e complexo na resisténcia dos
mamiferos aos patégenos, como a estimulacdo da atividade bactericida dos fagdcitos, a
estimulacdo através da apresentacdo de antigenos via complexo principal de
histocompatibilidade classe | e classe Il (MHC), na interacdo leucdcito-endotélio e os
efeitos sobre a proliferacédo celular. Além disso, a alta producdo de IFN-y é indicativa de
lesdo tecidual local, pois como citocina inflamatéria esta relacionada ao estimulo de
células na producdo de outras citocinas e melhoria na atividade citotoxica mediada
pelas células do sistema imunoldgico (WANG, WANG e LIU, 1999).

Ainda que os niveis de TNF-a praticamente n&o diferiram entre os grupos, visto
gque € uma citocina inflamatéria primaria, justificando o decréscimo da citocina no
décimo quarto dia pi no grupo Bf parental e BfAMS, esta relacionada com a migragéo
de células e estimulo a producdo de outras citocinas como as IL-1, IL-6 e IL-8. Além
disso, TNF-a também atua como estimulo a ativagao de linfocitos T, no nosso modelo

experimental pode ter contribuido significativamente para o processo inflamatério. Esta
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citocina atua de modo enddcrino, causando reacfes sistémicas e estimulando
principalmente, as atividades de ordem hepética e producéo de citocinas como a IL-6
(PRABHA, et al., 2003; BENVENISTE E BENNO, 1995).

Os niveis de IL-6 e IL-17 foram significativamente elevados quando comparamos
0 grupo controle com os demais grupos tratados com as demais linhagens no sétimo
dia de infecgdo, entretanto estes niveis decresceram no décimo quarto dia no grupo
controle, enquanto que para os grupos infectados com BfAMP e BfAMS estes niveis se
mantiveram, como possivel manutencéo do processo inflamatorio, a IL-6 também € uma
citocina inflamatéria que esta diretamente relacionada a producao de proteinas de fase
aguda pelos hepatocitos (HEINRICH, CASTELL e ANDUS, 1990). Este fato sugere
relacdo com as alteracbes encontradas na analise histopatoldgica do figado uma vez
gue este orgao € responsavel pela producao de proteina C reativa e componentes do
sistema complemento, que embora ndo foram mensuradas estdo diretamente
relacionadas as infec¢cdes de fase aguda e sistémica. Além disso, sua producdo €
extremamente estimulada pela IL-6 e este aumento pode eventualmente estar
relacionado a lesdo no érgédo caracterizando uma inflamacéo sistémica, principalmente
pelo grupo desafiado com a linhagem BfAMS que apresentou os maiores niveis de IL-6
e altos graus de lesdo no érgao.

Ainda, considerando-se a associacdo destas citocinas as lesbes hepéticas
observadas, é aceito que a ativacéo de linfocitos T pode estar relacionada a ativacdo de
células de Kupffer, podendo provocar necrose hepatica, através da perturbacdo da
microcirculacdo, devido a destruicdo das células endoteliais e deposicao de fibrina nos
sinusotides hepaticos (MIMURA et al.2004). Estudos tem relacionado o aumento dos
niveis de IL-6 a contribuicdo tanto para os sintomas locais quanto para os sistémicos da
artrite reumatodide, relacionando a IL-6 como um forte indutor da resposta de fase
aguda, que pode resultar em febre, amiloidose secundaria, anemia, e elevacdes em
proteinas de fase aguda, como proteina C-reativa (CRONSTEIN,2007, FONSECA et al.,
2009).

Os niveis iniciais de IL-10 mostraram-se elevados principalmente no grupo de
animais desafiados com BfAMS. Esta observacdo pode ser associada com uma
tentativa de controle da infecgdo. Sabe-se que a IL-10 € uma molécula que possui
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varias caracteristicas, tais como moduladora da resposta imune, que influencia
profundamente o desenvolvimento e as formas de resposta Thl e Th2 e reduz a
sensibilidade das células aos efeitos do TNF-a (GIBSON, TZIANABOS e
ONDERDONK,1996). A presenca de IL-10 pode representar ainda uma resposta celular
que influencia a diminuicdo dos niveis de TNF-a, uma vez que esta tem sido descrita
como um mecanismo de autoregulagdo. Alguns estudos tém demonstrado niveis altos
de IL-10 para antigenos de B. fragilis, principalmente polissacarideos capsulares,
sugerindo, 0 evento, como um mecanismo chave pelo qual B. fragilis pode suprimir o
sistema imunolégico para o estabelecimento do foco de infeccao (GIBSON,
TZIANABOS e ONDERDONK,1996).

A hiperplasia de polpa branca esplénica observada nos animais desafiados com
as linhagens bacterianas selecionadas pela exposicédo a CSls dos antimicrobianos pode
sugerir que 0 aumento na quantidade de células da polpa branca esteja relacionado a
proliferacéo de linfocitos. Acredita-se que essa observacao possa estar relacionada ao
processo inflamatorio evidenciado pela producdo de citocinas. Além disso, 0s grupos
desafiados com as linhagens selecionadas na CSI mantiveram estes niveis de
hiperplasia e hipertrofia evidenciando a continuidade do processo inflamatorio.

Os niveis de citocinas encontrados nos diferentes grupos de camundongos
desafiados com as diferentes linhagens de B. fragilis, e os graus de lesdes observados,
apontam para um real aumento da viruléncia bacteriana quando comparados a
linhagem parental. Varios estudos tem demonstrado, ainda, mudancas nos perfis de
viruléncia de bactérias expostas aos antimicrobianos. Kobayashi et al. (2002) avaliaram
o efeito do tratamento com claritromicina, eritromicina e azitromicina em P. aeruginosa
inoculadas em camundongos e observaram niveis maiores de TNF-a e 6xido nitrico no
lavado do fluido broncoalveolar. Além disso, esses mesmos autores observaram de 80
a 100% de morte nos grupos de animais desafiados com as linhagens bacterianas
selecionadas por exposicdo a antimicrobianos. Diniz et al. (2000 e 2003) também
verificaram que linhagens de Bacteroides resistentes ao metronidazol ou selecionadas
em CSI foram mais virulentas ap0s o contato com a droga, pela observacdo de
parametros histopatolégicos de baco, figado e intestino. Chen et al. (2005) relataram

aumento na producédo de TNF-a e IL-1 em linhagem de Burkholderia quando expostas a
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ceftazidima, ofloxacina e trimetoprim. Neste estudo foram observados altos niveis de
inflamacéo e os autores sugerem relacdo das alteragGes na estrutura bacteriana e a

modulacao da viruléncia microbiana apos exposicdo aos antimicrobianos.

6.4 Considerac0es finais

Do exposto, observa-se, de maneira evidente, que as concentracdes
subinibitérias de ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina e cloranfenicol foram
capazes de interferir com o comportamento bioguimico e fisiolégico de B. fragilis. Estas
alteracbes, de fato, podem ter reflexo no potencial agressor bacteriano, pela
observacdo dos parametros imunolégicos e histopatolégicos, apds infeccéo
experimental em camundongos convencionais.

Dessa maneira, percebe-se cada vez mais a extensdo das implicacbes do uso
indiscriminado e abusivo das drogas antimicrobianas, uma vez que a resposta
bacteriana a estes agentes € a base do sucesso terapéutico, e a antibioticoterapia
inadequada pode se refletir diretamente na interacéo bactéria hospedeiro.

Assim considera-se de extrema importancia a continuidade e o aprofundamento
desta linha de pesquisa em desenvolvimento no laboratério pela chance de se
congtribuir para elucidacdo de questdes, principalmente aquelas relacionadas a
genética da resisténcia bacteriana e mecanismos de regulacdo, cujas implicagdes nas
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e expressdo de viruléncia dos microrganismos
sdo, hoje, inquestionaveis, mas pouco consideradas na pratica clinica e requer um

suporte mais objetivo da pesquisa basica.
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7 CONCLUSOES

Concentragfes subinibitérias de ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina e
cloranfenicol podem modular habilidades microbianas; e interferem na susceptibilidade

de B. fragilis a outros antimicrobianos;

Os pB-lactamicos em concentracdes subinibitérias podem induzir maior
filamentacdo nas células de B. fragilis, com maior expressao nas primeiras exposicoes

a droga, mas estas alteracdo nao sdo permanentes;

Clindamicina e cloranfenicol parecem nao induzir alteracdes morfolégicas

significativas em células de B. fragilis expostas a concentra¢des subinibitorias;

Os resultados obtidos com linhagens bacterianas expostas a concentragdes
subinibitérias de ampicilina e ampicilina/sulbactam ostram que essas drogas interferem
no tempo de geracdo de B. fragilis, enquanto que a exposicdo a clindamicinae

cloranfenicol parece nao resultar em alteracdo significativa dos padrdes de crescimento;

Parametros bioquimicos e fisiol6gicos como assimilacdo de substratos e
expressdo de proteinas, enzimas e adesinas associadas a formacdo de biofilme,
sofrem interferéncia de drgas antimicrobianas, como expressao da resposta adaptativa

de B. fragilis;

O fato de nado terem sido detectados, pela técnica empregada, polimorfismos
génicos nas linhagens selecionadas pela exposido aos antibidticos, sugere que a
resposta de B. fragilis a ampicilina, & assciacdo ampicilina/sulbactam, a clindamicina e

ao cloranfenicol esteja relacionada com a regulacdo da expresséo génica;
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A exposicdo de B. fragilis as drogas ampicilina, ampicilina/sulbactam,
clindamicina e cloranfenicol altera os padrdes de viruléncia da bactéria, com maior
intensidade de interferéncia dos dois primeiros

Medida de parametros imunolégicos no intestino, e histolégicos, do baco e figado
dos camundongos desafiados intraperitonealmente com as linhagens de B. fragilis
selecionadas ap0s exposicao a concentracdes subinibitérias de antimicrobianos sugere

resposta sistémica a infeccao.
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ANEXOS

Anexo 1A. Avaliacédo das caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas das linhagens de B. frafilis parental e selecionadas pela
exposicdo a concentracdes subinibitérias de drogas antimicrobianas (BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO) cultivadas na

presenca e na auséncia das drogas.

Linhagens
bacterianas

Testes bioquimicos e fisioldgicos

MOT CEF CAT TVP ONG ESC CET TPD H2S MAL CIT

ACE ADH LDC ODC URE

IND

Bf parental
BfAMP *
BfAMP
BfAMS *
BfAMS
BfCLI *
BfCLI
BfCLO *
BfCLO

+

+ + 4+ + + + + 4+

+

+ + 4+ + + + + 4+

+

+ + 4+ + + + + +

+

+ 4+ 4+ + + + + +

+

+ 4+ 4+ + + + + +

* Linhagens bacterianas cultivadas na presenca das dorgas antimicrobianas.

Teste de motilidade (MOT); producdo de beta-lactamases (CEF), catalase (CAT) e acetoina (TVP); hidrélise da
beta-galactosidase (ONG) e da esculina (ESC); tolerancia para cetrimide (CET); desaminacdo da fenilalanina
(TPD); producéo de sulfeto de hidrogénio (H2S); utilizacdo de malonato (MAL), citrato (CIT) e acetamida (ACE);
pesquisa das enzimas arginina dehidrolase (ADH), lisina descarboxilase (LDC), ornitina descarboxilase (ODC),

uréase (URE) e triptofanase — indol (IND).



Anexo 1B. Avaliacdo das caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas (fermentacdo de carboidratos) das
linhagens de B. frafilis parental e selecionadas pela exposicdo a concentracdes subinibitérias de drogas
antimicrobianas (BfAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO) cultivadas na presenca e na auséncia das drogas.

Avaliacdo da habilidade de fermentacédo de carboidratos

Linhagens

bacterianas ADO ARA CEL GLI INO MAN MAO RAF RHA SAC SAL SOR TRE XA XIL
Bf parental - - - + - + + + - + - - - - +
BFAMP * - - - + - + + - - + - - - - +
BfAMP - + - + - + + + - + - + - - +
BFAMS * - + - + - + - + - + - - - - +
BfAMS - - - + - + + + - + - - - - +
BfCLI * - - - + - + - - - + - - - - +
BfCLI - + - + - + + + - + - - - - +
BfCLO * - - - + - - + - - + - - - - +
BfCLO - + - + - + + - - + - - - - +

* Linhagens bacterianas cultivadas na presenca das dorgas antimicrobianas.

Testes de fermentacdo dos carboidratos adonitol (ADO), arabinose (ARA), celobiose (CEL), glicose
(GLI), inositol (INO), manitol (MAN), maltose (MAO), rafinose (RAF), rhamnose (RHA), sacarose (SAC),
salicina (SAL), sorbitol (SOR), trealose (TRE), xilano (XIA) e xilose (XIL).



