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The microbiological analysis of fecal material can be determined from direct and in-
direct collection and subsequent testing classical biochemical identification of bacterial
being his perfect characterization directly related to how to collect, taking into account
the physiological characteristics of bacterial species to be investigated. The aim of this
study was to compare the sensitivity of two protocols for the collection of fecal samples
for characterization of Enterobacteriaceae isolates in two structures of the enteric tract
of a genetically engineered animal model for studies of oral tolerance. As to results
obtained by the protocols drawn here, they do not show significant differences in the

qualitative and quantitative aspects of the isolates.
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RESUMO. A anélise microbiologica de material fe-
cal pode ser determinada a partir de coletas diretas
e indiretas e posterior realizacdo de ensaios bioqui-
micos classicos de identificacao bacteriana, estando
sua perfeita caracterizacdo diretamente relacionada
com a forma de coletar levando-se em consideragao
as caracteristicas fisiologicas das espécies bacteria-
nas a serem investigadas. O objetivo deste trabalho
foi comparar a sensibilidade de dois protocolos de
coletas de amostras fecais, para caracterizagdo de
amostras de Enterobacteriaceae, em duas estruturas
do trato entérico de um modelo animal desenvolvi-
do geneticamente para estudos de tolerancia oral.
Os resultados obtidos pelos protocolos aqui dese-
nhados ndo mostraram diferengas significativas,
quanto aos aspectos qualitativos e quantitativos dos
isolados.
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INTRODUCAO

A resposta fisiologica a antigenos alimentares
e aos antigenos da microbiota entérica ¢ a inducdo
de um estado especifico de baixa reatividade sisté-
mica, conhecida como Tolerancia Oral, sendo seu
papel preponderante impedir o desenvolvimento de
hipersensibilidade alimentar e contra a microbiota
enddgena evitando o desenvolvimento de proces-
sos inflamatorios intestinais (Baumgart & Carding
2007).

Pela importancia fisiolégica e imunologica da
tolerancia oral, duas linhagens de camundongos fo-
ram obtidas, por sele¢do genética bidirecional, para
fenotipos extremos de Tolerancia Oral - Resisten-
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te (Linhagem TR-Ab/HetS) e Sensivel a tolerancia
(Linhagem TS-Ab/HetS) - por tratamento intragés-
trico com ovalbumina (OVA) soluvel, previamente
a imunizacao sistémica com o mesmo antigeno (da
Silva et al. 1998). Como consequéncia das modi-
ficacdes ocasionadas por esta selecdo genética,
efeitos divergentes podem ser gerados nas vdrias
infec¢des experimentais, parasitarias extracelulares
e intracelulares, como também no padrao de distri-
bui¢do da microbiota entérica nesse modelo animal
(da Silva et al. 2001, Machado et al. 2005, Tavares
et al. 2006).

Devido & diferenga de concentragdo e coloni-
zacdo nos diversos segmentos do trato entérico, a
representatividade dos géneros bacterianos da mi-
crobiota entérica pode estar relacionada com os
métodos de coleta empregados para analise desse
material. Tendo em vista a estreita relagao entre mi-
crobiota entérica e o hospedeiro, o presente traba-
lho teve como objetivo comparar dois protocolos de
coleta de amostras fecais (método direto e indireto)
no modelo animal desenhado para estudos de Tole-
rancia Oral, quanto a sua sensibilidade, através da
caracterizagdo fenotipica das amostras bacterianas
pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Para o desenvolvimento deste trabalho foi ava-
liado um total de oito camundongos (n=8). Os ani-
mais foram gentilmente cedidos pelo Dr. Antonio
Carlos da Silva, professor titular do Departamento
de Genética do Instituto de Biologia da Universi-
dade do Estado do Rio de Janeiro, Os protocolos
adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica
no uso de animais (CEA-IBRAG-UERYJ), instituido
pela portaria 09/2000.

Protocolo 1. Cultivo Direto

As fezes foram coletadas através de swabs, con-
tendo meio de transporte Cary Blair (Difco). Foram
semeadas em um intervalo méximo de uma hora a
partir da coleta. As amostras foram semeadas dire-
tamente em placas contendo meios de cultura es-
pecificos. Todas as amostras foram semeadas em
duplicatas.

Protocolo 2. Cultivo Indireto

Neste protocolo, os mesmos animais utilizados
no cultivo direto foram submetidos a eutanasia, por
deslocamento cervical e necropsiados em ambien-

te estéril. Da regido do ceco coletou-se um volume
aproximado de 10 pg de material fecal e imediata-
mente inoculou-se em caldo BHI e Caldo Lactosa-
do, com um volume de 3 ml por tubo (preparados
conforme as instru¢des do fabricante) e incubados
overnight a 37°C. Todas as amostras foram semea-
das em duplicatas.

Isolamento e Caracterizacio Bioquimica das
Amostras

As amostras provenientes dos swabs (método
direto) foram semeadas em meios dgar de Cistina
Lactose Deficiente de Eletrolitos (CLED) e agar
MacConkey de baixa e média seletividade respecti-
vamente. As placas foram incubadas durante a noi-
te a 37°C. As amostras do cultivo indireto, a partir
do crescimento em caldo BHI e caldo Lactosado,
foram igualmente semeadas em agar CLED e agar
MacConkey e incubadas nas mesmas condigdes an-
tes citadas. Colonias sugestivas de enterobacterias
foram isoladas dos meios seletivos e repicadas em
meio Triplo Acucar Ferro (TSI-Difco) preparado
segundo o fabricante, para observacdo das seguin-
tes reagodes: fermentagdo da glicose, lactose e/ou
sacarose, bem como a producao de gas sulfidrico
A partir dos padrdes de fermentacdao apresentados
em meio de triagem TSI, as amostras seguiram para
caracterizacdo bioquimica, a nivel de género/espé-
cie, sendo submetidas as seguintes provas bioqui-
micas: provas da citocromo-oxidase, fermentagao
da glicose e carboidratos correlatos; provas reativas
para producao de vermelho de metila e de acetoina,
descarboxilagdo dos aminoacidos lisina e ornitina,
dehidrolacao da arginina, de indol, verificacdo da
motilidade, produgdo de H,S, desaminagdo da feni-
lalanina, producdo de esculina descarbixilagdo do
citrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo para caracterizagao da microbiota tem
como principal finalidade tragar um perfil de colo-
nizacdo e checar possiveis alteragdes nos espécimes
residentes, a fim de evitar erros e interferéncia na
experimentacdo, como também monitorar para pos-
siveis enteropatdgenos que possam comprometer a
satde animal e se disseminar pelo plantel e nas de-
pendéncias de um biotério.

Neste trabalho foram identificadas 80 cepas onde
68 (85%), apresentavam o mesmo padrao bioquimi-
co caracteristico das Enterobacteriaceae, sendo 29
(42.6%) recuperadas do cultivo direto e 39 (57.3%)
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do cultivo indireto e 12 amostras (15%) com padrao
nao fermentador (Tabela 1).

Comparando-se somente os isolados de Ente-
robacterias, podemos observar uma maior preva-
léncia do género Proteus spp., sendo 20 (68.9%)
cepas recuperadas por cultivo direto e 16 (41%)
recuperadas das amostras oriundas do ceco. Em
uma primeira andalise foi possivel perceber que, sob
o aspecto qualitativo, ndo houve diferenga signi-
ficativa quanto ao isolamento de cepas sugestivas
e posteriormente confirmadas como familia Ente-
robacteriaceae. Quanto ao aspecto quantitativo, o
cultivo indireto se mostrou um pouco mais eficiente
(57,3%), no que diz respeito a recuperacao de deter-
minadas espécies que, em nosso resultado, justifica-
-se pelo numero de cepas confirmadas como perten-
cente ao género Proteus spp. Essa diferenca ainda
que pequena pode estar relacionada com a etapa de
enriquecimento onde os meios utilizados favorecem
células injuriadas presentes no material analisado,
tornando-as viaveis.

Encontra-se bem estabelecido na literatura que,
para analise de amostras de fezes humanas, vi-
sando o isolamento de Enteropatogenos classicos,
como Salmonella spp. e Shigella spp. a utilizagdo
de protocolos de cultivo indireto (enriquecimento)
mostra-se necessario para a correta identificacao de
possiveis agentes etiologicos implicados em surtos
entéricos, em detrimento das espécies enddgenas
(Costa & Hofer 1972). Entretanto, para estudos da
caracterizagdo da microbiota entérica por metodo-
logia classica os protocolos adotados neste ensaio
nao mostraram diferencas significativas.

Algumas variaveis podem influenciar nos estu-
dos de coleta de microbiota intestinal de qualquer
espécie animal, como as variagdes ambientais, va-
riagdes nas técnicas de coleta, carga bacteriana co-
letada, fatores metabdlicos do microrganismo, co-
letas em fase de morte celular do microrganismo,
variagdes no perfil da microbiota com a prevaléncia

Tabela 1. Identificagdo de Entobacteriaceas da microbiota in-
testinal de camundongos.

Cepas isoladas Cultivo direto Cultivo indireto  Total

Linhagens Linhagens
TR-Ab/  TS-Ab/ TS-Ab/ TR-Ab/
HetS HetS HetS HetS
Escherichia coli 4 - 4 5 13
Enterobacter spp. 5 - 12 2 19
Proteus mirabilis - 20 16 36
Nao fermentador 6 2 4 - 12
TOTAL 15 22 20 23 80

natural de algumas estirpes bacterianas, em detri-
mento de outras, levando em consideracao as exi-
géncias nutricionais de cada microrganismo (Blaut
2007). Outro fator a considerar com relagdo a meto-
dologia de coletas de um material bioldgico € a que
se destina esse material. A busca por determinados
patdgenos em detrimento de outros pode levar a es-
colha de um ou outro método.

A utilizacao de swabs secos em meio de trans-
porte mostra-se amplamente difundida nos labora-
torios de analise microbioldgica, tendo como prin-
cipal vantagem, a facilidade para coletar o material
e a praticidade no transporte até as dependéncias do
laboratério onde o material serd processado. Outra
questdo que deve ser considerado ¢ o microam-
biente de onde provem o material a ser analisado.
A disponibilidade de animais de laboratério por si
s0 ndo traduz a importancia que representam nos
resultados dos experimentos em que estdo envolvi-
dos. Logo, os animais produzidos com a finalidade
de serem utilizados em pesquisa, devem possuir ca-
racteristicas genéticas e sanitarias adequadas a ex-
perimentacao (Pinto et al. 2002).

O trato entérico animal pode ser considerado um
reservatorio de espécies comensais que, em deter-
minadas condi¢des, podem desencadear processos
infecciosos. Favoretto et al. (2009) ao analisar a
microbiota entérica de Rattus norvegicus oferecido
como alimentacao de animais mantidos em zoolo-
gicos, ressalta a importancia do conhecimento do
padrao microbiologico entérico, haja vista o grande
potencial de transmissdo de patégenos zoonoticos
para os animais mantidos em cativeiro. O mesmo
autor, em seus resultados, relata o isolamento de
cepas de Escherichia coli, Klebisiella spp. e Ente-
robacter spp., em percentual relativamente homo-
géneo para essas espécies, mas nao relata nenhum
isolamento de amostras de Proteus spp., 0 que pare-
ce ser um resultado discordante frente aos resulta-
dos obtidos neste experimento.

Em estudo desenvolvido por Minagawa (2007)
de caracterizagdo de cepas enteropatogénicas de
Escherichia coli, em varias linhagens de camun-
dongos do biotério da Universidade de Sao Paulo,
entre eles Swiss, Balb/C; C57BL/6 e Ycx43, apenas
nesta ultima o referido autor teve um isolamento
significativo de cepas de Proteus spp. E necessa-
rio, portanto, constante supervisao para aplicagao
correta das técnicas de manejo zootécnico, garan-
tindo a condig¢@o sanitaria € o monitoramento das
condi¢des ambientais recomendadas para a espécie
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animal, propiciando bem-estar de forma a nao inter-
ferir no equilibrio fisiologico, bioldgico e compor-
tamental, que possam invalidar a experimentacdo
em curso. Em nosso experimento, a utilizagao deste
modelo animal previamente selecionado genetica-
mente, mostra uma clara prevaléncia de uma espé-
cie bacteriana (Proteus mirabilis) em relacdo as que
normalmente predominam, como a E. coli. Sabe-se
que o mecanismo de adesdo e interferéncia bacte-
riana ainda ndo estd bem esclarecido na literatura.

Os estudos sinalizam para o envolvimento de
competicao por receptores ou sitios de ligacdo nas
células do hospedeiro, a competi¢ao por nutrientes,
a inibicado mutua por produtos metabolicos ou toxi-
cos, a inibi¢do mutua por substincias antibidticas
ou bacteriocinas ou outros mecanismos que possam
estar envolvidos na localizacdo e manutengdo da
célula bacteriana na superficie da mucosa entérica,
que precisam ser melhor elucidados. Partindo da
premissa que a selecao bidirecional aos quais os ca-
mundongos adotados no referido estudo foram sub-
metidos, esta prevaléncia/incidéncia de amostras de
Proteus spp., em detrimento das demais, pode, de
alguma maneira, estar refletindo também a selecao
de sitios de adesdo presente nos enterocitos desses
animais.

CONCLUSAO

Atualmente, as pesquisas em animais t€ém como
proposito a geragdo de conhecimento que seja
transponivel aos seres humanos, em caso das pes-
quisas nas fases pré-clinicas ou bésicas, ou, ainda,
a pesquisa como fim, na qual ¢ estudado o animal
e suas caracteristicas. No transcorrer deste trabalho
foi possivel verificar que os protocolos previamente
descritos mostraram eficacia na recuperagao de ce-
pas de enterobacterias de forma bastante homogé-
nea, sinalizando para estudos posteriores que visem
a caracterizacao dos variados géneros bacterianos
presentes no trato entérico desse modelo animal, a
utilizagdo de swabs pode ser desenvolvida sem a

necessidade da eutanésia dos animais em questao,
permitindo, portanto, a realizagdo de experiéncias
futuras em diferentes tempos com os mesmos ani-
mais.
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