Mem. Inst. Butantan
51(2): 57-62, 1989.

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS
INTESTINAIS DE CAMUNDONGOS N:NIH(S),
DESTINADOS A TESTES BIOLOGICOS DE
VACINAS BACTERIANAS.

Sandra Regina ALEXANDRE *
Sandra Fernandes LOPES **
Carlos RIGHETTI NETO ***

Maria Ivette Carboni MALUCELLI *~*

RESUMO — O presente estudo objetivou caracterizar 0s microrganis-
mos, aerobios ou anaerobios facultativos, potencialmente patogénicos
para camundongos N:NIH(5), utilizados como modelo bioldgico nas pro-
vas de toxidez e poténcia da vacina Pertussis. As amostras de fezes fo-
ram tratadas e semeadas em meio de enriquecimento e seletivos, sendo
os microrganismos isolados submetidos as provas de identificacdo bio-
quimica. Foram isolados: Escherichia coli (72%), Lactobacillus sp.
(67%), enterococos (66%), Proteus mirabilis (25%), Enterobacter
cloacae(10%), Pseudomonas aeruginosall %) e Acinetobacter sp. (4%)
UNITERMOS; Enterobacteriacease, bactérias intestinais, microbiota in-
testinal de camundongos.

INTRODUCAO

Os animais estdo usualmente associados com uma grande gama de mi-
crorganismos e parasitas, alguns adquiridos por via transplacentaria e a
maioria do meio ambiente. Alguns destes sao responsaveis por doencas in-
fecciosas, outros sdo necessarios para o desenvolvimento normal do hos-
pedeiro, entretanto, o efeito da grande maioria é relativamente desconheci-
do (Trexler'®).

Assim a microbiota intestinal de camundongo foi estudada intensiva-
mente por Schaedler & Dubos'?, registrando que os animais até o nasci-
mento apresentam-se livres de germes.
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Em camundongos a invasao bacteriana do trato intestinal ocorre inicial-
mente por contaminacao materna, atraves do material fecal e leite. Para
que 0s microrganismos sobrevivam na superficie do intestino delgado de-
vem superar duas pressoes de remocao. A primeira delas € o rapido esva-
ziamento do conteldo intestinal e a segunda, a continua modificacdo das
células do epitélio intestinal (Lee®).

As diferentes etapas da invasao bacteriana do trato intestinal por
Lactobacillus, enterococos, bacilos coliformes e bacteroides foram defini-
dos por Lee e cols’/ e Savage''.

Quanto ao género Pseudomonas, Flynn® estabeleceu o indice per-
missivel de 10 a 20% para coldnias convencionais.

Autores como Hagen e cols®, Itoh e cols®, registraram diferencas
sensiveis na microbiota intestinal de diferentes linhagens de camundongos.
Entretanto, ndo ficou estabelecido se tais diferencas eram devidas a fatores
geneticos, uma vez que animais mantidos em um mesmo ambiente podem
exibir certas particularidades com relacao a biota intestinal; ao manejo ina-
dequado.ou a luta entre hospedeiro e biota pelos nutrientes presentes na
dieta, determinando disturbios nao especificos e modificando as condicoes
fisioldgicas do trato digestivo (Schaedler e cols'3).

Segundo Manclark? e Desbord & Suire!, o sucesso e reprodutibilidade
dos testes de toxicidade e poténcia, da referida vacina, dependem da sus-
cetibilidade, uniformidade, comportamento imunologico e estado sanitario
do camundongo, uma vez que animais pertencentes a uma mesma linha-
gem nao respondem de maneira identica aos testes.

Assim sendo, o conhecimento da carga microbiana dos modelos biolo-
gicos utilizados no controle de produtos imunobiologicos é de fundamental
importancia.

Com este escopo, no presente trabalho foi realizado um estudo das
bactérias intestinais aerobias da coldnia de camundongos albinos, varieda-
de N:NIH (S), convencional, em diferentes faixas etarias, objetivando defi-
nir sanitariamente o modelo biolégico utilizado nas provas de toxicidade e
poténcia da vacina Pertussis, produzida no Instituto Butantan, contribuin-
do assim para a interpretacao mais adequada dos testes e melhor controle
destes parametros.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos albinos, variedade N:NIH(S) originarios
do National Institute of Health, Bethesda - Maryland, USA, mantidos co-
mo colonia fechada no biotério da Secdo de Vacinas Bacterianas do Insti-
tuto Butantan, desde junho de 1983.

Os animais foram mantidos em gaiolas convencionais de polipropileno,
sendo utilizada maravalha de pinho ou cedro como cama. Tanto as gaiolas
como as camas foram autoclavadas a 120°C por uma hora. A higienizacéo
das gaiolas consistia em uma troca semanal.

A racao proveniente de um unico fornecedor, bem como a agua admi-
nistrada aos animais, foram autoclavadas a 120°C durante 10 a 60 minutos
respectivamente. Um suplemento vitaminico foi adicionado a agua dos be-
bedouros, ministrada duas vezes por semana.

Dos 5.000 animais existentes, foram escolhidos ao acaso 112 camun-
dongos, divididos em quatro faixas etarias: grupo A até 30 dias de idade
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(fase pré-desmame); grupo B de 31 a 60 dias (fase em que sdo submetidos
a testes): grupo C de 61 a 90 dias (inicio da vida reprodutiva) e grupo D de
91 a 180 dias (final de vida reprodutival.

ApoOs eutanasia por fratura cervical, através de laparotomia em cabine
de fluxo laminar, foram colhidas amostras do jejuno e do cecum; a mucosa
intestinal e contetido abdominal foram macroscopicamente examinados.

Aproximadamente 1g de fezes foi diluido em 10 ml de soro fisiologico
0,85%, estéril. Dessa suspensdo 0,1 ml foi semeado em 10 ml de dgua de
peptona 1% e mantida em estufa a 37°C, em aerobiose, por 24 horas, para
enriquecimento da amostra (Edwards & Ewing?).

Para o isolamento bacteriano foram utilizados meios seletivos, tais co-
mo: Holt Harris Teague e Mac Conkey, para bacilos Gram-negativos; Agar
Corynebacterium, para corinebactérias; Agar Sangue e Agar Manita, para
enterococos e Agar Glicosado camada alta, para Lactobacilos. Todos os
meios foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas, excecdo feita ao
Agar Manita e Sangue mantidos a 45°C por 24 horas.

Tanto o meio de enriquecimento como os seletivos foram produzidos
no Setor de Meios de Cultura do Instituto Butantan seguindo as formula-
coes originais (Difco?).

Apods a obtencao de coldnias isoladas, procedeu-se a identificacdo bac-
terioscopica através do método de Gram.

Para a identificacdo das bacterias Gram-negativas, foram realizadas
provas bioguimicas, utilizando-se o sistema Bac-Tray (Difco) de identifica-
cdao.

Para as bactérias Gram-positivas foram utilizados Agar glicosado, Agar
Sangue e Agar Manita que diferenciam os enterococos dos demais Strep-
tococos e Lactobacillus guando cultivados a 45°C.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os animais analisados ndo apresentaram sintomas de diarréia. Nas ana-
lises macroscopicas nao se evidenciaram alteracdes na mucosa intestinal
ou nas visceras abdominais.

A frequéncia de positividade dos microrganismos aerobios isolados e
identificados das fezes dos camundongos referem-se nas Tabelas 1 e 2.

O género Corynebacterium fol pesquisado em todas as amostras cole-
tadas, ndo sendo detectada sua presenca.

TABELA1

Valores da freqléncia de bactérias detectadas em :
fezes de 112 camundongos correspondentes a todas as faixas etarias.

MNumero Frequéncia

Microrganismos de encontrada
o uf ¥ Animais (%)
Escherichia coli 112 72
Lactobacillus sp. 112 67
enterococos 112 66
Proteus mirabilis 112 25
Enterobacter cloacae 112 10
Pseudomonas aeruginosa 112 07
Acinetobacter sp. 112 04

e = e
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Pela Tabela 1, observamos que a biota intestinal aerdbia é predominan-
temente composta por Escherichia coli (72%) seguido pelos Lactobacillus
sp. (67%), enterococos (66% ) e Proteus mirabilis (25%).

Segundo Lee e cols’ e Savage'!, Escherichia coli invade o intestino do
camundongo por volta do decimo dia de vida, sendo o responsavel pelo
consumo de oxigénio residual, propiciando o estabelecimento da microbio-
ta anaerobia. A predominancia deste microrganismo no grupo A pode es-
tar relacionada com o Inicio da alimentacdao por meio de racdo peletizada,
favorecendo sua invasdo e proliferacdo (Lee”). A diminuicdo gradativa de
Escherichia coll, nos diversos grupos etarios, sugere a invasao de outros
microrganismos e a respectiva competitividade por seus nichos especi-
COS.
A colonizacdo do género Lactobacillus ocorre aos dois dias de vida, pe-
lo fato da alimentacédo inicial do camundongo ser exclusivamente de leite
materno (Lee e cols’ e Savage''), estabelecendo-se no estomago, intestino
delgado e grosso (Schaedler e cols'?). A freqUéncia de positividade deste
microrganismo, em nossos estudos, mostrou-se elevada em todas as fai-
xas etarias (Tabela 2) demonstrando grande adaptacdo ao ecossistema in-
testinal como ja demonstrado por ltoh & Oowada®.

TABELA 2

Valores da frequéncia de ocorréncia de bactérias detectadas em
fezes de grupos compostos por 28 camundongos em
diferentes faixas etarias.

~ Grupos (dia/idade) 1y

Microrganismo

A B & D
Ateé 30 31-60 61-90 91-180
Escherichia coli 89% 71% 68 % 61%
Lactobacillus sp. 08% 64 % 68 % 68 %
enterococos 64% 68 % 64 9% 68 %
Proteus mirabilis 14% 36% 25% 259%
Enterobacter cloacae - 11% 149% 14 %
Pseudomonas aeruginosa 4% - 7% 18%
Acinetobacter sp. 49 4% 4% 49

J& para 0s enterococos, existem controversias quanto sua fase de inva-
sio (Lee e cols’ e Savage'!'). Em nossos estudos este microrganismo
encontra-se presente em todos os grupos analisados com alta frequéncia
de positividade (Tabela 2). Como no grupo anterior a alta frequéncia de-
monstra sua habilidade em adaptar-se ao ecossistema intestinal.

Quanto ao Proteus mirabilis, observamos sua estabilizacdo apos 60 dias
com positividade de 25% (Tabela 2). Nossos resultados apresentam-se in-
termediarios aos de Hagen e cols® 9% e Srivastava e cols'4 33% . Segundo
Desbordes & Suire!, camundongos previamente sensibilizados com esse
microrganismo, no teste de toxicidade, apresentam taxa de crescimento
inferior a do grupo controle.

Enterobacter cloacae foi isolado a partir de 30 dias com positividade de
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11% . Esse resultado diverge dos estudos de Lee e cols’ e Savage'! que re-
gistraram sua implantacao, no intestino de camundongo, aos dez dias de
vida. Assim como nos demais grupos sua estabilizacdo ocorreu aos 60 dias
com positividade de 14% (Tabela 2), apresentando-se superior a encontra-
da por Srivastava e cols'? 2%.

O género Pseudomonas aeruginosa, nas diferentes faixas etérias, apre-
sentou variacfes nas frequéncias de positividade (Tabela 2), provavelmen-
te pelo baixo poder de invasdao apresentado pelo microrganismo
(Millican'?). Embora esse microrganismo apresente baixa viruléncia, e as
freqliéncias obtidas encontrem-se dentro dos indices estabelecidos por
Flynn® para col6nias convencionais, devemos levar em consideracdo sua
presenca indesejavel em estudos que envolvam stress, como os de infec-
cao experimental.

A frequéncia de Acinetobacter sp., manteve-se constante em todas as
faixas etarias analisadas 4% (Tabela 2). Esse microrganismo ndo foi de-
tectado em nenhum estudo realizado sobre a biota intestinal de camundon-
gos ndo sendo possivel prever seu efeito quando em associacdo com a va-
cina Pertussis.

CONCLUSOES

A microbiota intestinal da linhagem de camundongos N:NIH(S) apre-
senta pequena diversificacdao de especies, aerobias, dentro do ponto de
vista sanitario é bastante satisfatorio.

A estabilizacdo da comunidade climax, do ecossistema intestinal, foi
atingida aos 60 dias de vida do animal. Este pode ser um fator desfavoravel,
no que diz respeito a faixa etaria em que os animais sdo utilizados nos tes-
tes (31-60 dias) uma vez que, a uniformidade e o comportamento imunolo-
gico sdo de fundamental importancia para a interpretaciao dos testes de to-
xicidade da vacina Pertussis.

Além disso, na faixa etaria de 31-60 dias, foram isolados microrganis-
mos como Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa que podem inter-
ferir de maneira adversa na prova de toxicidade quando em associacdo com
a vacina Pertussis, caracterizando uma interpretacdo inadequada dos resul-
tados obtidos, como ja demonstrado por Manclark® e Desbordes & Suire!.

A literatura ndo cita a acao de Acinetobacter sp., no camundongo em
teste, devendo ser estudado seus efeitos quando administrada a vacina
Pertussis.

ABSTRACT: The object of the present estudy was to characterize the or-
ganisms, aerobic, potentially pathogenic to N:NIH(S) mice, used as bio-
logical models on the toxic and Pertussis vaccine tests. The samples of
faeces were treated and propagated by means of enrichment and selecti-
va procedures, and the isolated microrganisms were submitted to bio-
chemical identification.

Isolated were: Escherichia coli (72%), Lactobacillus sp. (67%), ente-
rococci (66%), Proteus mirabilis (25%), Enterobacter cloacae (109%),
Pseudomonas aeruginosa (7% ) and Acinetobacter sp. 14%).
KEYWORDS: Enterobacteriaceae, intestinal bacteria, intestinal micro-
biota of mice.
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