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RESUMO

Bacteroides fragilis ¢ um anaerébio Gram-negativo, membro da microbiota intestinal residente.
Uma caracteristica importante da sua biologia, nao diretamente relacionada com a produgio de
doencas infecciosas, mas relacionada com a sua persisténcia, é o aumento da resisténcia aos anti-
microbianos. Virias evidéncias mostram que os antimicrobianos podem interferir com a expres-
sao de determinantes de viruléncia microbiana. Nosso objetivo foi investigar a interferéncia de
antimicrobianos na patogenicidade de B. fragilis em camundongos BALB/c, apés desafio experi-
mental. Trinta animais foram desafiados intraperitonealmente com B. fragilis ATCC 25285 (pa-
rental) e quatro linhagens derivadas selecionados pela exposi¢ao a concentragoes subinibitérias
de ampicilina (AMP), ampicilina/sulbactam (AMS), clindamicina (CLI) e cloranfenicol (CLO).
Os camundongos foram necropsiados, os niveis de TNF-a., IL-6 ¢ IFN-y foram determinados
por ELISA em seu intestino delgado e a histologia foi realizada, para avaliar o bago e figado.
Os camundongos inoculados com a linhagem B. fragilis AMS apresentaram um maior nivel
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de TNEF-a, IL-6 e IFN-y quando comparados com os outros sete dias pés-infecgao (pi), bem
como os animais desafiados com a linhagem AMP, considerando os niveis de IL-6. No entanto,
estes niveis de citocinas mostraram-se diminuidos apds quatorze dias pi. Animais desafiados
com as linhagens CLI e CLO nao apresentaram niveis significativos de liberagao de citocinas
no intestino delgado. Alteracoes histolégicas foram observadas no baco e no figado dos animais
desafiados com as diferentes linhagens bacterianas. Estes dados preliminares sugerem que, uma
vez que estas drogas tém diferentes interagdes com a célula bacteriana, B. fragilis pode apresentar
diferentes intera¢oes patégeno-hospedeiro, em resposta ao uso de antimicrobianos. Uma vez que
essas interagdes podem ser prejudiciais para os hopedeiros, como observado através do aumento
da liberagio de mediadores inflamatérios, os resultados chamam a atengio para o risco de tera-
pia inadequada. Mesmo em baixas concentragoes, os antimicrobianos podem interferir com a
patogenicidade de Bacteroides spp.

Palavras-chave: Bacteroides fragilis, alteragoes morfoldgicas, concentracoes subinibitérias, cito-
cinas.

1.INTRODUCAO

As bactérias anaerdbias representam um grupo ecologicamente significativo da microbiota
residente de seres humanos e outros animais. No trato gastrintestinal, estes microrganismos chegam
a atingir, especialmente no célon, a propor¢io de mil anaerébios para cada aerébio (FINEGOLD,
1995). Entre estes microrganismos, espécies do género Bacteroides sao importantes constituintes
da microbiota residente, e podem colonizar outros locais do corpo, como a superficie de mucosas
(SALYERS,1984; WEXLER, 2007). Algumas espécies do género Bacteroides se comportam como
patdgenos oportunistas, tais como a espécie Bacteroides fragilis (SALYERS,1984).

B. fragilis ¢ o anaerébio mais encontrado em isolados de infecgdes do trato gastrintestinal
humano, sendo capaz de colonizar outros sitios anatdbmicos, como a cavidade abdominal, cérebro,
figado, pulmées ou corrente sanguinea, podendo causar a formagio de abscessos (PUMBWE et. al.,
2007). Em contrapartida, o tratamento para as infec¢des causadas por este patégeno ¢ dificultado
devido a crescente resisténcia de B. fragilisa uma grande variedade de antimicrobianos (SALYERS,1984;
ULGER et. al., 2004), tais como os B-lactimicos, clindamicina, metronidazol e cloranfenicol, que
sao amplamente utilizados para o tratamento de infec¢oes causadas por microrganismos anaerdébios
(RASMUSSEM et. al.,1997).

Drogas antimicrobianas podem interferir na microbiota residente quando sio usadas de forma
inadequada ou quando sio incompletamente absorvidas. Estas substincias podem induzir alteragoes
na microbiota, selecionando organismos resistentes ou provocando outros tipos de alteragoes que
podem interferir na relagio droga-bactéria-hospedeiro. Bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas, quando expostas a concentra¢oes subinibitérias de antimicrobianos, podem apresentar
alteragdes morfoldgicas, resultando em células mais alongadas e filamentosas. Além disso, outros
aspectos também podem ser observados, como mudancas ultraestruturais e alteragoes na capacidade
de adesao (SILVESTRO et. al., 2006).

Alteragoes morfoldgicas e fisioldgicas decorrentes da exposicio a baixas ou altas concentragoes
de antimicrobianos tem sido observadas e descritas como indicativo de modificagio nas propriedades
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celulares frente a uma pressao seletiva, acarretando alteragoes no padrao de viruléncia dos microrganimos
e sua relagdo com o sistema imunoldgico do hospedeiro (DINIZ et. al, 2000).

Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar aspectos da relacio droga-bactéria-hospedeiro,
mediante desafio experimental em camundongos infectados com linhagens de B. fragilis, selecionadas
apds exposi¢ao a concentragoes subinibitérias de ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina e
cloranfenicol.

2. METODOLOGIA

2.1. AMOSTRA BACTERIANA E OBTENCAO DAS LINHAGENS EM CONCENTRACOES SUBINIBITORIAS DAS
DROGAS:

Foi utilizada a amostra de referéncia Bacteroides fragilis ATCC 25285, considerada como amostra
parental (BfPAR), pertencente a colecio do Laboratério de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana
do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Juiz de Fora. A partir da exposi¢ao da amostra parental as concentragoes
subinibitérias das drogas ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina e cloranfenicol, foram
obtidas as seguintes linhagens: BPAMP (linhagem selecionada em concentragio subinibitéria 2pg/mL),
BfAMS (linhagem selecionada em concentragao subinibitéria 1pl/mL), BfCLI (linhagem selecionada
em concentragao subinibitdéria 2pl/mL) e BECLO (linhagem selecionada em concentragio subinibitdria
1pl/mL), respectivamente.

As linhagens foram cultivadas em meio de cultura Brain Heart Infusion dgar (BHIa) ou caldo
(BHIc) suplementado com L-cisteina, extrato de levedura, hemina e menadiona. Para avalia¢io da
concentracio inibitéria minima (CIM) e a concentragao subinibitéria minima (CSI), foi utilizado o
método de diluicio em caldo, de acordo com o CLSI (2007).

Ap6s a determinacio da CSI, a linhagem BfPAR e as demais BIFAMP, BIAMS, BfCLI e BfCLO
foram submetidas a cultivos sucessivos em Caldo Brucela (BRUc), por 10 passagens na presenca e na
auséncia dos antimicrobianos, em intervalos de 24 horas. A cada novo cultivo, foram feitos esfregagos
para colora¢io pelo método de Gram e teste respiratério das culturas, para avaliagdo da pureza das
mesmas. O teste respiratério consistia em cultivo das linhagens em placas de BHIa em condigoes de
anaerobiose e aerobiose para a detecgao de possiveis colénias contaminantes.

Durante todos os experimentos, as linhagens bacterianas foram cultivadas em condi¢oes de
anaerobiose mecanica, utilizando o método fisico da jarra com atmosfera controlada (N2 90% e CO,
10%), a 37°C, em estufa bacteriol4gica.

2.2. AVALIACAO DA MORFOLOGIA BACTERIANA:

Durante os 10 subcultivos na presenca e na auséncia dos antimicrobianos, foram realizados
esfregagos para coloragao pelo método de Gram, e a observacao foi feita em microscépio 6ptico, em
aumento de 1000X, com posterior registro fotogréfico de cada linhagem, inclusive da linhagem BfPAR.

Os registros fotograficos realizados apds a coloragio de Gram foram utilizados para o célculo da
drea média das células bacterianas, em micrometros quadrados (u2), utilizando o software Image Tool.
Foram medidas, em média, 30 células por campo microscépico.

A morfologia e a complexidade celular foram avaliadas também pelo método de citometria de
fluxo. Suspensoes bacterianas (700 uL) das 10 passagens na presenca e na auséncia de antimicrobianos,

Principia, Juiz de Fora, v. 15, p. 25-36, jan./dez. 2011

27



28

correspondentes a 0,5 da escala McFarland em solug¢io salina (NaCl 0,85%), ap6s cultivo em BRUE,
foram avaliadas em citdmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson), utilizando-se os parAmetros
ESC (Forward Scatter) e SSC (Side Scatter), para avaliagio da percentagem de células alteradas e
alteragao na complexidade celular, de acordo com Andrade (2010).

2.3. INFECCAO EXPERIMENTAL DOS CAMUNDONGOS:

Camundongos BALB/c, machos, com 75 dias de idade, provenientes do biotério do Centro de
Biologia da Reprodugio (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora, foram distribuidos em grupos
experimentais, mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFJE onde foram alojados
em gaiolas plisticas, em estantes ventiladas a temperatura ambiente, recebendo dgua filtrada e racao ad
libitum por até 14 dias. Todo o experimento foi conduzido de acordo com Andrade (2002).

Os animais foram divididos em 6 grupos, infectados com: BfPAR (n=4), BEAMP (n=6), BIAMS
(n=6), BfCLI (n=6), BfCLO (n=6) e um grupo controle, que recebeu somente o meio de cultura
utilizado para a manutenc¢iao das linhagens acima (BHIc). A infec¢ao experimental foi realizada
intraperitonealmente com 200pL de suspensio bacteriana, relativa a uma cultura de 24 horas
(aproximadamente 10® células/mL). O grupo controle recebeu 200uL de BHIc.

Cinquenta por cento dos animais de cada grupo foram sacrificados e necropsiados no 7° e
no 14° dia pés-infecgao (pi). Os animais foram sacrificados para a excisio de 6rgaos como figado e
bago, posteriormente fixados em formalina (solu¢io de formal a 10%), para andlise histopatolégica,
enquanto o intestino e os linfonodos mesentéricos foram coletados separadamente para andlise das
citocinas pré-inflamatérias.

2.4. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO BACO E FIGADO DOS CAMUNDONGOS:

Os 6rgaos foram desidratados em solugoes alcodlicas de diferentes concentragoes e foram
incluidos em blocos de parafina. Cortes de aproximadamente 4 pm foram obtidos em micrétomo
(Leica Instruments Gmbh, Nussloch, Alemanha) para montagem de lsminas de microscopia, que foram
entdo coradas com hematoxilina-eosina, para posterior andlise microscépica. A andlise das laminas sem
identifica¢do dos tecidos foi feita pela professora Dra. Denise Carmona Cara, do Departamento de
Morfologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.

Foi atribuido um c6digo para qualificar auséncia de lesoes, lesdes discretas, moderadas e intensas
nos cortes histolégicos avaliados. Os parAmetros avaliados foram: (i) no figado - degeneracio hepdtica,
comprometimento da arquitetura do tecido, necrose e dilatagao dos sinusoides; (ii) no bago — hipertrofia
e hiperplasia das polpas branca e vermelha.

2.5. AVALIA(;AO DA PRODUCAO DE CITOCINAS NO INTESTINO DOS CAMUNDONGOS:

O intestino de cada camundongo foi macerado separadamente com solugdo de extragao (0,4 de
NaCl, 10mM de NaPO4, 0,1 mM PMSE 0,1 mM de cloreto benzeténio, 10 mM de EDTA, 20 pM
de aprotina, 0,05% de PBS tween 20) até a completa diluicao dos tecidos e, em seguida, o macerado
foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram separados para as dosagens de
TNE IFN-y, IL-6, IL-10 e IL-17.

A dosagem de citocinas foi realizada pelo método imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se kits
comerciais especificos para dosagem IL-6, IL-10, TNF-, IFN-y (BD Opteia TM, San Diego/CA, USA)
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e para IL-17 (eBioscience, San Diego/CA, USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A
leitura das placas de ELISA foi realizada em espectrofotometro a 450nm. A quantidade da citocina
foi calculada a partir da curva-padrao, obtida por diferentes concentragoes da citocina recombinante.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

A anilise estatistica dos dados foi baseada nos testes de andlise de varidncia (One-way Anova),
para comparacio das médias; no teste do # pareado, para comparacio entre médias e no teste de Tukey,
para comparagao multipla, para os quais foram considerados valores significativos quando p<0,05.
Todos os testes foram realizados com o auxilio do software GraphPad Prism 5.

3.RESULTADOS
3.1. AVALIACAO DA MORFOLOGIA BACTERIANA

Ap6s a selegao das linhagens em concentragoes subinibitérias BIAMP (linhagem selecionada em
concentra¢io subinibitéria 2pug/mL), BFAMS (linhagem selecionada em concentragio subinibitéria
1ul/mL), BfCLI (linhagem selecionada em concentragio subinibitéria 2pl/mL) e BfCLO (linhagem
selecionada em concentragao subinibitéria 1ul/mL) e os cultivos sucessivos por 10 passagens na
presenca e na auséncia de antimicrobianos das mesmas, foram observadas alteragoes morfoldgicas e na
complexidade celular.

Mediante exposi¢ao aos antimicrobianos, principalmente para a linhagem BfAMS, as células
bacterianas se mostraram filamentosas, e também observou-se a presenca de bulbos centrais, alteragoes
na largura e citoplasma densamente corado. Para a linhagem BfAMP, a drea celular média aumentou
em aproximadamente 2 vezes. J4 para a linhagem BfCLO, nao foi observada qualquer alteragao.

Com os cultivos sucessivos na presen¢a dos antimicrobianos, as alteragdes observadas na primeira
exposi¢ao regrediram, e as células passaram a se assemelhar com a amostra parental, gradativamente.

Em rela¢io a complexidade celular, a linhagem que apresentou porcentagem mais significativa
de células com alteragbes na forma e complexidade foi a BfAMS, com 22%. As outras linhagens
apresentaram alteragbes pouco significativas: BIAMP 6%, BfCLO 4% e BfCLI 2% (valores
aproximados) (Fig.1).
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Figura 1. Representacio gréfica do tipo dot plot da avaliacio por citometria de fluxo das células de Bacteroides fragilis apés a 12 e a
102 passagem das culturas na presenca das CSI dos diferentes antimicrobianos. R1 - regido de concentragio das células de morfologia
tipica; R2 - regido de concentragio das células de morfologia alterada em relagio ao controle Bf parental. FSC — eixo relacionado a
alteracdo de morfologia; SSC — eixo relacionado 4 complexidade celular.

3.2. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Analisando o bago e o figado dos camundongos desafiados com as diferentes linhagens bacterianas
selecionadas em CSI dos antimicrobianos, foram observadas alteragoes em ambos os érgaos em todos
os grupos do 7° dia pés-infecgao (pi). Foram observadas lesdes moderadas relacionadas a dreas de
hiperplasia folicular linfoide, com centro germinativo, sugestivo de grande atividade imunoldgica, além
de hipertrofia da polpa vermelha, no baco. Para o figado, foi observado um quadro de degeneracio
hepdtica, com discreta desestruturagio da arquitetura do érgao nos grupos controle e Bf parental,
lesoes moderadas no grupo BfCLI, lesoes intensas nos grupos BIAMS e BfCLO, e nenhuma alteracio
aparente no grupo BIAMP.

No 14° dia pi, nio foram observadas alteragoes significativas em relagao ao observado no 7°
dia pi para os dois drgaos na maioria dos grupos, exceto para a linhagem BfCLI, cuja lesao no bago se
mostrou discreta neste momento, e para BfAMD, no qual somente no 14° dia pi foi observada lesio
discreta do figado, e grupos controle e Bf parental, nos quais nao foi observada lesao aparente no
mesmo 6rgao (Fig.2 e 3).
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Figura 2- Representagio gréfica da andlise histopatolégica do bago dos camundongos desafiados com as linhagens de BfPAR, BfAMP,
BfAMS, BfCLI e BfCLO. 0 — lesao ausente, 1 — lesao discreta, 2 - lesio moderada e 3 — lesao intensa. A: avaliagio de polpa branca;
B: avaliagao de polpa vermelha.
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Figura 3- Representacao grifica da andlise de pardmetros histolégicos do figado (A a D) dos camundongos desafiados com as linha-
gens de BfPAR, BFAMP, BIAMS, BfCLI e BfCLO. 0 — lesdo ausente, 1 — lesdo discreta, 2 - lesdo moderada e 3 — lesdo intensa.

3.3. ANALISE DE CITOCINAS

Foi observada grande variagio nos niveis das diversas citocinas quantificadas a partir do
sobrenadante de macerado de intestino dos camundongos desafiados com as diferentes linhagens
bacterianas selecionadas pela exposicio a CSI dos antimicrobianos, como pode ser observado na Fig. 4.
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Figura 4 - Representagao gréfica dos valores médios das dosagens de citocinas no sobrenadante dos intestinos dos camundongos
desafiados intraperitonealmente com as linhagens de BfPAR, BIAMP, BfAMS, BfCLI e BfCLO apds 7 ou 14 dias de infeccio ex-

perimental. A: IL-6; B: IL-10; C: IL-17; D: IFN-Y; E: TNF-CL. *, a ¢ b indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4. DiscussAo E CONCLUSAO

Bactérias do grupo B. fragilis sio anaerdbios Gram-negativos que compéem grande parte da
microbiota residente do célon e algumas vezes do trato genital feminino, sendo também isolada de
infec¢des intra-abdominais, podendo produzir bacteremias. Nos tltimos anos, houve um aumento
nas linhagens de B. fragilis relatadas pela literatura como resistentes a agentes antimicrobianos
frequentemente usados para o tratamento de infec¢oes intra-abdominais, sanguineas e pélvicas (PAULA
et. al., 2004).

Antimicrobianos podem induzir direta ou indiretamente alteragdes nasintese proteica, acarretando
elongacao de bacilos Gram-negativos, que passam algumas vezes, a assumir morfologia fusiforme.
Além disso, a exposi¢ao a concentragdes subinibibitérias de antimicrobianos desde B-lactimicos a
estreptomicina tem sido observada, provocando alteragoes na morfologia, nos perfis bioquimicos,
na ultraestrutura e nas taxas de multiplicacdo em vdrias espécies bacterianas, incluindo alteragdes no
namero e localizagao dos ribossomos, elongacio e alargamento celular, além de modificagoes no aspecto
da parede celular. Todas estas alteragdes tem sérias consequéncias nos padroes de viruléncia, bem como
na susceptibilidade as defesas imunolégicas no hospedeiro (DINIZ et. al., 2000, SILVESTRO et. al.,
2006).

Do exposto, no presente estudo a morfologia e a complexidade celular bacteriana foram
avaliadas, bem como a resposta imunoldgica do hospedeiro frente a uma infec¢io causada por B.
fragilis selecionada em concentragoes subinibitdrias de diferentes antimicrobianos, através da avaliacao
histopatoldgica iz vivo do bago e do figado de camundongos, e da quantificacio das citocinas.
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A filamentagao observada neste estudo para as linhagens BIAMS e BFAMP jd foi observada em
outros estudos com a espécie B. fragilis exposta a outros antimicrobianos, como a cefoxitina (FANG et.
al., 2002), clindamicina (SILVESTRO et. al., 2006) e metronidazol (DINIZ et. al., 2000).

Como observado pela andlise morfolégica, a linhagem BfAMS aumentou muitas vezes o seu
volume celular, comparativamente a linhagem BfAMP, o que pode ter ocorrido devido ao sinergismo
existente entre a ampicilina e o sulbactam.

Alteragoes morfoldgicas em células expostas a baixas concentragdes de antimicrobianos podem
levar ao diagnéstico errdneo na avaliagdo morfoldgica de materiais clinicos. As implicagoes clinicas da
filamentagao observada em bacilos Gram-negativos ainda necessitam ser melhor estudadas. Todavia,
em laboratérios de andlise microbioldgica, os responsiveis devem estar atentos ao aparecimento de
espécimes clinicos com aspecto filamentoso, para evitar confusdo com outros organismos naturalmente
filamentosos (WOJNICZ et. al., 2007).

Ainda no presente estudo, foi observada a capacidade de indugao de alteracoes qualitativas e
quantitativas de diferentes intensidades no hospedeiro, para todas as linhagens selecionadas em
concentragoes subinibitérias de antimicrobianos, como ji observado na literatura para o metronidazol
(DINIZ et. al., 2000). A presenga das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a., relacionadas com a resposta
inflamatdria, evidencia a presenga deste tipo de resposta nos 6rgaos analisados. Para os grupos BFAMP
e BAMS, onde foi observada a manutengao dos niveis de IL-6 e IL-17 no 14° dia pi, ao contrdrio do
decréscimo observado para todos os outros grupos, sugere-se a manutencao do processo inflamatério e
estimulo mediado por IL-6 e a produgao de proteina de fase aguda nos hepatdcitos, o que tem estreita
relagao com a lesao observada no érgao (HEINRICH, 1990).

Por sua vez, a citocina TNF-a tem importante papel na inflamacio, induzindo a cascata
inflamatdria que resulta na produgao de outros fatores pré-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas,
moléculas de adesio, enzimas destrutivas como a metaloproteinase e fatores angiogénicos (WILLIAMS
et. al.,2008). Neste estudo, nao foram observadas diferengas significativas entre niveis TNF-a entre os
grupos, que somente se mostraram decrescentes para os grupos BfPAR e BfAMS no 14° dia pi, o que
pode estar relacionado com o estimulo a producio de citocinas pré-inflamatérias IL-10,IL-6 e IL-8 ¢
a produgio de linfécitos, contribuindo para o processo inflamatério.

Principalmente para o grupo BfAMS, os niveis de IL-10 se mostraram elevados, sugerindo
moderagio da produgio de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos ativados, visto que a IL-10 ¢é
uma citocina anti-inflamatéria e desempenha esta fun¢ao para praticamente todos os tipos de doengas
infecciosas e processos inflamatdrios cronicos e agudos (O’SHEA & MURRAY, 2008). Para 0 mesmo
grupo, os niveis de IFN-y foram elevados no 7° dia pi, o que provavelmente estd relacionado as fung¢oes
de regulacio do dano tecidual associado a inflamagao que esta citocina exerce, e a lesao observada no
grupo BfAMS (HU & IVASHKIV, 2009).

As lesoes presentes no bago e no figado e os niveis de citocinas observados indicam a interacio
diferencial bactéria-hospedeiro, ocasionada pelo aumento da viruléncia para as linhagens de B. fragilis
selecionadas em concentrages subinibitérias de antimicrobianos, em comparagao com o grupo BfPAR.

Dessa forma, sugere-se que esse fendmeno possa estar associado a alteragoes globais nos padréoes de
expressao génica bacteriana, como resposta a exposi¢ao aos agentes antimicrobianos, e que o fendmeno
da resisténcia bacteriana possa ter implicacoes na patogénese ¢ na interagao bactéria-hospedeiro.
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IMMUNOLOGICAL AND HISTOLOGICAL ASPECTS OF EXPERIMENTAL MICE
CHALLENGED WITH SELECTED STRAINS OF BACTEROIDES FRAGILIS IN SUBINHIBITORY
CONCENTRATIONS OF ANTIMICROBIAL DRUGS

ABSCTRACT

Bacteroides fragilis is an anaerobic Gram negative member of resident gut microbiota. An im-
portant feature of their biology not directly related to the production of infectious diseases, but
related to their persistence, is the increased resistance to antimicrobial drugs. Several evidences
show that antimicrobial may interfere with the expression of microbial virulence determinants.
Our objectives were to investigate the interference of selected antimicrobials on the B. fragilis
pathogenicity in BALB/c mice, after experimental challenge. Thirty animals were intraperitone-
ally infected with B. fragilis ATCC 25285 (parent wildtype) and four derived strains selected by
exposure to subinhibitory concentrations of ampicillin (AMP), ampicillin/sulbactam (AMS),
clindamycin (CLI) and chloramphenicol (CLO). The mice were necropsied, levels of TNF-a.,
IL-6 and IFN-y were determined by ELISA in their small intestines and histology was per-
formed to evaluate the spleen and liver of these animals. The mice challenged with the B. fragilis
AMS strain showed an increased level of TNF-a., IL-6 and IFN-y when compared to the others
seven days post-infection (pi), as well as animals challenged with AMP strain, considering IL-6.
However, these cytokines levels showed to be decreased, after fourteen days pi. Animals chal-
lenged with CLI and CLO strains did not show any significant levels of cytokine release in the
small intestine. Histological alterations were observed at the spleen and at the liver from animals
challenged with the different bacterial strains. These preliminary data may suggest that, once
these drugs have different interactions with bacterial cell, B. fragilis may display different host-
pathogen interactions in response to the use of antimicrobials. Since these interactions might be
harmful to the hosts, as observed by increasing the release of inflammatory mediators, our results
draw attention to the risk that inappropriate therapy, even with low concentrations of drugs,
may affect the pathogenicity of Bacteroides spp.

Key words: Bacteroides fragilis, morphological changes, subinhibitory concentrations, cytokines.
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