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O GHANEM em Numeros

45 anos;

Mais de 50 Unidades de
Atendimento;
280 mil exames/meés;

40 mil clientes/meés;

280 profissionais;

7 cidades de Santa Catarina (litoral
e regiao Norte do Estado).
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Anda triste? Meio depré? Chegou a hora de tomar um Yakult cheio de
lactobacilos vivos. OK, nao é bem assim. Mas uma experiéncia inédita encontrou
conexoes entre o nosso estado de humor e as bactéerias que moram no nosso
intestino — e descobriu que essas|colénias microscopicas de estimacaolsao
responsaveis por muito mais do que uma simples maozinha na digestao.




Conceitos

Microbiota do trato gastrointestinal

Complexa comunidade de microrganismos comensas, mutualistas e patogénicos, gque atua na
manutencao de funcoes fisiologicas e vem sendo descrito pela comunidade cientifica como moduladores
Importantes paraasatide humana.

Microbioma do trato gastrointestinal

Conjunto de genomas dos microrganismos que compoe a microbiota intestinal. Trabalhos cientificos
vem catalogando os microrganismos e relacionando-0s as fungoes e disfuncdes do organismo. Pode ser
muito diferente entre os individuos, considerando a composicao de espécies, sua diversidade e
abundancia e esta diretamente relacionada com os habitos de vida de cada pessoa (por exemplo,
alilmentacao).



Conceitos

Disbiose

Desequilibrio ou umamaadaptacao dacomunidade de microrganismos em um determinado
ambiente.

Enhumanos, muitos microrganismos mutualistas e comensals sao importantes na manutencao
dahomeostasiametabdlica, regulacao de respostas imunes, entre outras iInUmeras correlagoes.
Odesequilibrio destas relacOes pode ser caracterizado como uma disbiose.

Deformageral, um organismo saudavel apresentaumagrande diversidade microbiologica,
enguanto que asua diminuicao pode estar associada com adishiose.

Aguedadadiversidade poderesultar no estabelecimento, aumento e fixacao de
microrganismos patogéenicos.



Microbiota intestinal saudavel:
- Envolvida na producao energética a partir de componentes da dieta.

- Sintese de vitaminas.

- Resisténcia a colonizacao por microrganismos patogénicos.

Microbiota intestinal disbiotica:

- Associacao com infeccdes por microrganismos patogénicos especificos.
- Envolvidas em condicdes de desequilibrio gastrointestinal, como doencas inflamatorias

do intestino, sindrome metabodlica e sindrome do intestino irritavel (SlI).

- Nao resistente a colonizacao por microrganismos patogénicos.

Fonte: Almonacid et al., 2017
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Microbioma
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Microbiota do trato gastrointestinal e sua correlacao com

diversas condicoes



@ Associated

@ Inversely Associated
Microorganism
Akkermansia muciniphila
Anaerotruncus colihominis
Bacteroides fragilis
Butyrivibrio crossotus
Clostridium difficile
Collinsella aerofaciens
Desulfovibrio piger
Dialister invisus
Methanobrevibacter smithii
Oxalobacter formigenes
Ruminococcus albus

Salmonella enterica

Diarrhea

Fonte: Almonacid etal., 2017

Irritable Bowel Syndrome

Inflammmatory Bowel Disease

Crohn's Disease

Ulcerative Colitis

Constipation

Abdominal Tenderness

Bloating

Flatulence

Obesity

Type |l Diabetes
Kawasaki Disease

Kidney Stones

® Associated

@ Inversely Associated
Microorganism
Streptococcus sanguinis
Vibrio cholerae
Alistipes

Barnesiella
Bifidobacterium
Campylobacter
Clostridium
Escherichia-Shigella
Fusobacterium
Lactobacillus
Odoribacter
Prevotella

Roseburia
Ruminococcus
Salmonella

Veillonella

Diarrhea

Irritable Bowel Syndrome

Inflammmatory Bowel Disease

Crohn's Disease

Ulcerative Colitis

Constipation

Abdominal Tenderness

Bloating

Flatulence

Obesity

Type |l Diabetes

Kawasaki Disease

Kidney Stones

Quais sao os
microrganismos
associados a
condicoes
especificas?
Escolha de um
grupo de
microrganismos
mais relevantes
para essas

condicoes.



Implicated Microbiota®

Changes in Microbiota Presence/Function

References®

Allergies

Lactobacillus spp. |
Bifidobacterium adolescentis |
Clostridium difficile |
Helicobacter pylori |

Celiac’s disease

early colonization with Lactobacillus associated w/decreased allergies

early colonization with more diverse microbiota
might prevent allergies

H. pylori tolerance mediated by Tregs that suppress asthma

Round et al., 2011
Round and Mazmanian, 2009

Arnold et al., 2011

Bacteroides vulgatus 1
Escherichia coli |
Clostridium coccoides |
Gastric Cancer

higher diversity (Shannon-Wiener index) in
Celiac’s disease patients versus controls

Elinav et al., 2011

H. pylori 1

Austim

important element in carcinogenic pathway for developing gastric
adenocarcinomas

Lathrop et al., 2011

Bacteroidetes 1
Proteobacteria 1
Actinobacteria |
Firmicutes |
Obesity

increased bacterial diversity in feces of autistic children compared
to controls

Robinson et al., 2010

Bacteroidetes |

Lactobacillus 1
Firmicutes/Bacteroidetes ratio |
Methanobrevibacter smithii |

significant changes in gut microbiota are associated with
increasing obesity

Ley et al., 2005; Pflughoeft and
Versalovic, 2011

Ley et al., 2005
Turnbaugh et al., 2009b

Fonte: Clemente et al.2012



Anorexia

Methanobrevibacter smithii 1 Bacteroidetes, Firmicutes, and Lactobacillus similar to
lean patients, though M. smithii significantly increased

IBD—Crohn’s Disease

Armougom et al., 2009;
Pflughoeft and Versalovic, 2011

Bacteroides ovatus 1 less diversity in patients with Crohn’s disease compared to
Bacteroides vulgatus 1 healthy patients

Bacteroides uniformis |

IBD (General)

Dicksved et al., 2008

Bacteroidetes | IBD associated with overall community dysbiosis rather
Lachnospiraceae | than single causal bacterial species

Actinobacteria 1

Proteobacteria 1

Clostridium leptum |

Clostridium coccoides |

Faecalibacterium prasnitzii |

Firmicutes/Bacteroidetes ratio |

Bifidobacteria |

Type 2 Diabetes

Spor et al., 2011;
Perry et al., 2006

Firmicutes | shifts in gut microbiota associated with increases in plasma
Clostridia | glucose concentrations

Bacteroides-Prevotella 1 versus
Clostridia coccoides-Eubacterium
rectale |

Betaproteobacteria 1
Bacteroidetes/Firmicutes ratio 1

Brown, 2000

Fonte: Clemente et al.2012



Microbiota do trato gastrointestinal e sua correlacao com

diversas condicoes
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Distribuicao na populacao “saudave



Muitos dos microrganismos alvos estao presentes em abundancia em individuos saudaveis.

Por isso ha importancia em se criar um padrao populacional -intervalo aceitavel.

e Clostridium difficile: abundancia relativa de 0 a 0,18% na populacao saudavel.

Ou seja, colonizacao assintomatica por C. difficile nao é incomum em

individuos saudaveis > correlacao clinica.

* Alguns microrganismosalvos sao especialmenteabundantes: Prevotella
(63%),

* Bifidoacterium (49%)
*Outras nao estao presentes em individuos saudaveis, denotando a sua alta

patogenicidade e ocorréncia rara: Vibrio cholerae



Autilizacao da composicao da microbiota como uma ferramenta para o diagnadstico clinico

de condigoes cronicas ainda é um grande desafio.

- Ampla variabilidade inter individual associada a fatores como localizacao geografica, dieta,
genética e diferentes estilos de vida > desafio em determinar o que é uma microbiota intestinal
saudavel.

- A maioria dos estudos de microbioma intestinal comparam um grupo controle com um grupo com a

condicao, porém com numero de individuos ainda baixo para a deteccao acurada de pequenas,
porém reais, diferencas na composicao da microbiota.

Fonte: Almonacid et al., 2017



Microbiota do trato gastrointestinal:

A importancia da identificacao acurada



e Meétodos classicos de microbiologia sao menos eficazes em detectar os desequilibrios

da microbiota intestinal, principalmente pela dificuldade de cultivo de muitos microrganismos

* Método NGS (Sequenciamento de nova geracao) permitiu solucionar esse problema - acesso a
composicao sem a necessidade do cultivo celular. Vem expandindo amplamente o conhecimento

sobre a composicao do microbioma.

Fonte: Almonacid et al., 2017



Traditional Clinical Microbiology

16S rRNA Sequencing
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http://neoprospecta.com Fonte: Aimonacid etal., 2017
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ecnologia

Microbiologia Classica DMD | Microbioma

e Utiliza marcadores de DNA para a identificacao a

e |dentificacao baseada em analises , , .
nivel de espécie.

fenotipicas e bioquimicas.

N |

e |dentificacao de centenas de espécies emuma
analise Unica, com custo Unico.

e Baixa escalabilidade, necessidade de
meios de cultura e ensaios especificos.

e Alto custo financeiro, de tempo e espaco para identificacao e Possibilita o processamento de centenas de amostras
de diversas espécies em paralelo para uma mesma amostra. em paralelo.
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Visualizacao
Visualizacao



Diagnostico Microbiolégico Digital
DMD |Microbioma

O Diagnostico Microbiologico Digital - DMD - é uma
tecnologia que consiste em protocolos de biologia
molecular e computacionais, com o proposito de oferecer
a identificacao acurada, sensivel e especifica de micro-

organismos em diferentes amostras biologicas.

Com essa tecnologia € possivel chegar a
identificacao de microrganismos por meio da analise de
DNA diretamente da amostra, sem a necessidade de

etapas de cultivo.

Por meio do DMD, amostras com baixas
guantidades ou alta diversidade de microrganismos,
como amostras ambientais, podem ser analisadas com
sucesso. Algo novo e impossivel de ser alcancado com as

técnicas convencionais de microbiologia.

ecnologia

Qce ect

......

Processamento e Sequenciamento de alto Algoritmos de
manipulacao do DNA desempenho bioinformatica e bancos de
dados de referéncia

acurados
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Extracaoe

Amost
HOSHES Purificacao do DNA

Etapas de analise laboratorial

Manipulacao do
DNA preparo de
bibliotecas

Software analitico

NeoRefD
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Métodos

MICRORGANISMOS - FEZES -
MICROBIOTA INTESTINAL

Y

»
o

EXTRACAO DIRETA DE DNA
Z
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Métodos

~ AMPLIFICACAO DE GENES MARCADORES ESPECIFICOS

L> Sequéncias de

PCR com diferentes especies
primers universais presentes na amostra

16S rRNA




Métodos

IDENTIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS DA AMOSTRA

GATTTCA — St — —
—— — — —
— —

Analise das sequencias de
DNA e suas variacoes




Métodos

| CLASSIFICACAO E COMPOSICAO DA
_ TAXONOMIA B pe b i
Reino
Filo
Classe
Ordem L>
Familia

Género
Espécie




O Neobiome é uma plataforma analitica integrada ao
DMD que permite a ampla analise das espécies de micro-
organismos identificadas (bacterias e fungos), bem como
genes de resisténcia aos antimicrobianos e fatores de

viruléncia.

O Neobiome possui ferramentas que permitem a
mineracao de dados, a visualizacao qualitativa e
guantitativa dos resultados e filtros para avaliar de forma
facilitada as informacdes mais relevantes, permitindo que
os profissionais tenham acesso a valiosas informacoes

sobre o perfil microbioldgico das amostras.

ecnologia
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Taxonomia Reino

Acinetobacter baumanni|
Acinetobacter baylyl
Acinetobacter beraziniae
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter gyllenbergll
Acinetobacter hasmolyticus
Acinetobacter indicus
Acinetobacter johnsonll
Acinetobacter junil
Acinetobacter iwoffil
Acinetobacter parvus
Acinetobacter pittil

Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter schindleri
Acinetobacter soll
Acinetobacter towneri
Acinetobacter ursingil
Clostridium baratil
Clostridium disporicum
Clostridium neonatale
Enterobacter aerogenes
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Bioguardian Bioguardian

Bioguardian - Perfil genético

Mapa de Risco - Neoblome

ecnologia

Cada barra vertical representa uma amostra
analisada e cada cor representa um tipo de

identificado nessa amostra em
particular. A interface do software € simples e
interativa, permitindo que se realize analises
detalhadas



Probiome

Investigacao do microbiomaintestinal humano em um individuo e
sua relacao com fatores que alteram adiversidade da microbiota.

Antimicrobianos Disturbios agudos

l‘ Quimioterapia

| Mudancas de estilo devida
Infeccoes g v L .
Uso de probidticos e prebioticos Dietas

(Clostridium difficile)



VoroE esta em uso de terapia com antirmecrobliancs? C}Hﬁ.ﬂ {:}EIM. data de inico:
VooE esta em us0 de terapia com guimicterapicos? [:}Hﬁ.ﬂl C}EII'.."L data de inicio

Vooe esta em uso de alguma terapia medicamentosa que nao consta nos tens acima e gue julga imiportante
ser relatada? Se sim, descreva abaxo o medicameanio e a data de inicio de seuU uso.

Vioog esta realizando terapia acormpanhada por profissional da nutricda ou médico com alguma dieta
especifica? () MAD SIM. Se SIM, qual foi a data de inicio da dieta®

Faca urma breve gescngao scbre o tipo de dieta gue esta ubhizamndo:

VWooe passou por alguma mudanca drastca de estilo de vida recentemente? Por exemiplo, adocac de dieta
vegetanana, realizagdo de cirurgia banatrica e etc. I.'::I MAD {:'IEII'.."L
Se SIM, qual foi a data de inicio da mudanca no estilo de wida?

Faca uma breve descngao scbhre a mudanca de estilo de vida adotada:




Tabela 1. Proporgdo do nimero de sequéncias de DNA referentes s espécies bacterianas identificadas no
Microbioma Intestinal.
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Gréfico 2. Proporgdo do niimero de sequéncias de DNA referentes aos filos bacterianos identificados no Microbioma Tabela 2-|Pf°P°’(3° do nimero de sequéncias de DNA referentes aos filos bacterianos identificados no Microbioma
Intestinal. Intestinal.

Valores de referéndia:

0 microbioma humano de individuos sauddveis apresenta maior proporcdo de bactérias pertencentes aos filos
Firmicutes e Bacteroidetes.

0 filo Proteobacteria é identificado com frequéncia em individuos saudéveis, porém em menor proporgdo,

Os filos Tenericutes, Actinobacteria e Verrucomicrobia s3o identificados em menor frequéncia e em proporgies
minimas em individuos saudéveis.

Referdnda:

The Human Microblome Project Consortium. Structure, Function and Diversity of the Healthy Human Microbiome.
Nature, 2012:486(7402):207-14,

Uelec(ao auraaa ua Comunuaue Ue mItrorganisimos 0o ualo inestna numano.

Responsével técnico: Dr. Luiz Felipe Valter de Oliveira CRBio 081466/03-D Responsével técnico: Dr. Luiz Felipe Valter de Oliveira CRBio 081466/03-D

TODO TESTE LABORATORIAL DEVE SER INTERPRETADO LEVANDO EM CONSIDERACAO O QUADRO CLINICO DO PACIENTE. TODO TESTE LABORATORIAL DEVE SER INTERPRETADO LEVANDO EM CONSIDERACAO O QUADRO CLINICO DO PACIENTE.
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Analise de microbioma intestinal o sair

Perfil microbiolégico Perfil genético
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MICROBIOTA: Microbioma Intestinal Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Ferfil: Geral =

Ibicio: Prop. Div. Qnt.

Clostridium] glycyrrhizinilytic...
Clostridium] hathewayi
Clostridium] hiranonis
uminococcus] gnavus
uminococcus] torques
regatibacter segnis
kermansia muciniphila
aerostipes hadrus
acteroides caccae

acteroides dorei

acteroides fragilis
acteroides ovatus
acteroides stercoris
acteroides thetalotaomicron
acteroides uniformis
acteroides vulgatus
ifidobacterium adolescentis
ifidobacterium bifidum
ifidobacterium breve
ifidobacterium longum
ifidobacterium pseudocaten...
lautia hansenii
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MICROBIOTA: Microbioma Intestinal Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Perfil: Geral -

Exibicdo: Prop. Div. Qnt.

Bacteria
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MICROBIOTA: Microbioma Intestinal~ Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Ferfil: Geral -

ExibicBo: Prop. Div. Qnt

Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Verrucomicrobia
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MICROBIOTA: Microbioma Intestinal= Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Perfil: Geral =

Exibicdo: Prop. Div. Qnt

Actinobacteria

Bacilli

Bacteroidia

Clostridia
Erysipelotrichia
Fusobacteriia
Gammaproteobacteria
MNegativicutes
Verrucomicrobiae

- =
(De (Do
W
o O
=PI

0 S8
S0 S8
90 Sa
L0 S8
80 S8

Intesting




MICROBIOTA: Microbioma Intestinal Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Imtesting

Ferfil: Geral -~

ExibicBo: Prop. Div. Qnt

Bacteroidales
Bifidobacteriales
Clostridiales
Coriobacteriales
Enterobacteriales
Erysipelotrichales
Fusobacteriales
Lactobacillales
Pasteurellales
Selenomonadales
Verrucomicrobiales
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MICROBIOTA: Microbioma Intestinal Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Perfil: Geral =

Exibicdo: Prop. Div. Qnt.

Bacteroidaceae
Bifidobacteriaceae
Clostridiaceae
Coricbacteriaceas
Enterocbacteriaceae
Enterococcaceae
Erysipelotrichaceae
Eubacteriaceae
Fusobacteriaceae
Lachnospiracease
Lactobacillaceae
Leuconostocaceae
Pasteurellaceae
Peptostreptococcacease
Porphyromonadaceae
Ruminococcaceae
Streptococcaceae
Veillonellaceas
Verrucomicrobiaceae

Imasting




MICROBIOTA: Microbioma Intestinal Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Perfil: Geral ~

Exibicio: Prop. Div.  Qnt. —

Aggregatibacter
Akkermansia

Anaerostipes
Bacteroides
Bifidobacterium
Blautia
Clostridium
Collinsella
Dorea
Entercbacter
Enterococcus
Erysipelatoclostridium
Escherichia
Eubacterium

= = = E = = = <
Faecalibacterium e o REETETRE
Fusicatenibacter 2SR BEFE B
Fusobacterium
Gemmiger
Haemophilus
Klebsiella

Inmbastino

Lachnoclostridium
Lactobacillus




MICROBIOTA: Microbioma Intestinal Taxonomia Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Perfil: Geral -

Exibicdo: Prop. Div. Qnt.

[Clostridium] glycyrrhizinilytic. ..
[Clostridium] hathewayi
[Clostridium] hiranonis
[Ruminococcus] gnavus
[Ruminococcus] torques
Aggregatibacter segnis
Akkermansia muciniphila
Anaerostipes hadrus
Bacteroides caccae

Bacteroides dorei
Bacteroides fragilis
Bacteroides ovatus
Bacteroides stercoris
Bacteroides thetalotaomicron
Bacteroides uniformis
Bacteroides vulgatus
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium pseudocaten...
Blautia hansenil
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Faecalibacterium prausnitzi
sequéncias: 8721
Proporgao: 15.34%

Diversidade: 15.34%
Cluantitativo: 6.37%
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Estudo de microbioma intestinal -
acompanhamento ao longo de
tratamento acoplado ao uso de

probiodticos
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Afinal, a analise do microbioma é uma realidade distante?
» Nao, do ponto de vista tecnolégico

» Nao, do ponto de vista financeiro

» Talvez, do ponto de vista cientifico (interpretacao dos

resultado-> ainda temos muitas perguntas e um longo caminho
a percorrer
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