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CAPITULO I

Metagenomica voltada a superficie ocular: revisio de literatura
Resumo
O microbioma de olhos saudaveis e ulcerados em cdes ¢ um tema pouco explorado. A vasta
literatura sobre a colonizagdo bacteriana em olhos saudaveis e doentes versa sobre meios de
cultivo bacteriano, sendo a analise metagendmica recentemente descrita na avaliacao da
superficie ocular desta espécie. A superficie ocular possui mecanismos de prote¢ao inatos, o
que levava a crer que poucos microrganismos habitassem essa regido, conforme observado
por pesquisas com métodos dependentes de cultivo. Esse conhecimento gerou uma série de
inflexdes que levaram a uma compreensao da relagdo desses microrganismos e sua relagdo
com a saude dos olhos. Com o advento dos métodos moleculares, mais especificamente
através da andlise do gene do rRNA 168, verificou-se uma quantidade de espécies bacterianas
superior as analisadas anteriormente em olhos saudaveis de caes, suscitando o interesse pelas
pesquisas em olhos doentes a fim de ampliar o conhecimento sobre a fisiopatologia e a
terapéutica da superficie ocular. Descreve-se, neste capitulo, a aplicabilidade da

metagendmica em olhos de caes.

Palavras-chave: microbioma, superficie ocular, caes, superficie ocular, ceratite ulcerativa,

gene do RNAr 16S.
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Metagenémica voltada a superficie ocular: revisdo de literatura

A integridade ocular ¢ mantida pelas propriedades anatomicas, fisiologicas e
bioquimicas das estruturas do bulbo ocular e anexos.! Dentre essas podem-se citar os
movimentos palpebrais e a continua secrecdo de substancias imunoativas na lagrima,*** como
a lisozima, a beta lisina e a lactoferrina.>® Adjutoriamente, a resposta adaptativa, que acontece
durante a infec¢do microbiana, ¢ um mecanismo protetor especifico contra um determinado
antigeno e indutor de memoéria imune.’ As superficies mucosas mantém tecido linfoide
associado a mucosa, que compartilham a mesma arquitetura bésica dos tecidos linfoides
periféricos, atuam segundo o mesmo principio, capturam o antigeno ingerido pelas células
dendriticas ou pelos macrofagos e os apresentam aos pequenos linfocitos migratérios para,
assim, induzirem as respostas adaptativas.®

O microbioma da superficie ocular exerce um papel importante na satde dos olhos,
tanto pela sua composicao como pela relagdo desses microrganismos com as estruturas da
superficie ocular,”!? podendo softrer influéncia de uma doenga sistémica ou local. *'' A
microbiota normal, composta por microrganismos encontrados na conjuntiva'? e na

131415 estimula a continua secre¢do de imunoglobulinas, em particular a IgA, pelos

cornea,
plasmocitos localizados na submucosa e consequente atuagdo na opsonizagao e
neutralizacdo. '

Esses microrganismos interagem entre si € com a imunidade inata e adaptativa do olho,
permanecendo estdvel em animais sadios.!® Em caso de desequilibrio dessa estabilidade os
microrganismos tornam-se potencialmente patogénicos,'” podendo desencadear quadros de

conjuntivites, ceratites e endoftalmites, ameagando a integridade ocular'® e culminando com a perda de

visdo.> !
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A microbiota bacteriana ocular se estabelece durante o parto e achava-se que sofria
modificagdes ao longo do tempo.?® Entretanto, através da andlise das bactérias por meio de
métodos moleculares, especificamente pela utilizagdo de sequenciamento de nova geracao (do
inglés Next Generation Sequencing — NGS), acredita-se que a composi¢ao do microbioma da
superficie ocular tende a ser a mesma durante a vida.?! A microbiota conjuntival apresenta
bactérias que podem ser patogénicas ou nao, coexistindo em equilibrio e sofrendo oscilagao
conforme a sazonalidade, geografia e clima.® Nio obstante, devem ser considerados outros
fatores como as variaveis sistémicas, que influenciam na presenca de determinadas espécies
bacterianas nesse meio ',

As ceratites possuem grande incidéncia em animais,?” mormente as ceratites
ulcerativas, e sio classificadas em superficial ou profunda, que pode ser de evolucdo simples
ou complicada, com risco de perfura¢io ocular.>*2¢ Elas podem ter prognostico
extremamente reservado mediante os efeitos desencadeados pela contaminagao bacteriana e a
acdo de enzimas proteoliticas,?? levando a casos de ceratomalacea (melting), perfuragio da
cornea e a perda de visdo.?’

Embora a superficie ocular resista a microrganismos potencialmente patogénicos
dados os seus mecanismos de defesa,* ndo raro ocorre contaminacio bacteriana apos uma
lesdo ocular ou afec¢do sistémica.®!” O principal fator desencadeante da tilcera pode ser um
microtrauma decorrente de disturbios do filme lacrimal, a conformagéo braquicefalica,®

23.28 yso prévio de corticoides,® desordens do sistema imune e

alteragOes palpebrais,
intervengdes cirurgicas na cornea,'® entre outros.

A microbiota bacteriana da superficie ocular de caes, com olhos saudéaveis ou doentes,
tem sido amplamente descrita na literatura através de isolamento por cultura, sendo os

organismos aerobios Gram positivos os mais comuns, com predominéncia de Staphylococcus

spp, Bacillus spp, Corynebacterium spp, € Streptococcus spp. Além desses, alguns Gram
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negativos e anaerdbios foram identificados®2?°*%3!, As principais bactérias isoladas a partir dos
olhos de caninos cursando com infec¢ao bacteriana sao Staphylococcus spp., Streptococcus

20,22

spp., Pseudomonas spp,**** e Corynebacterium spp.'”'® Entretanto, este método tem sido

referido como uma técnica limitante na identificacdo de bactérias na superficie ocular.!!*

Os métodos de identificacdo dos microrganismos que compdem a superficie ocular
podem ser feitos através de métodos que dependem de cultura onde normalmente se designa
microbiota a composi¢do estabelecida por meio desses métodos ou, por métodos que
independem da utilizacdo de meios de cultivo, estabelecendo-se o microbioma. Assume-se
que as técnicas que envolvem meio de cultura sdo capazes de detectar cerca de 1 a 10% dos
microrganismos que habitam a superficie ocular, dadas as exigéncias especificas das bactérias
em cada meio de cultura, j4 que nenhum destes reproduz exatamente as condi¢des do olho.*
Por outro lado, verifica-se a auséncia de crescimento bacteriano em 39 a 78% das
amostras.®!7-3333

Questionando-se a baixa prevaléncia destes microrganismos em olhos saudaveis pelos
métodos de cultura, o advento de métodos moleculares busca preencher esta lacuna através da
identificacao mais precisa dos agentes bacterianos, permitindo determinar o microbioma

através de analises independentes de cultura, como demonstrado por métodos

metagendmicos.>® As avaliagdes moleculares, ainda que de forma incipiente tanto em

3 33 10,15,21,39

humanos®’ como em gatos,*® equinos®? e cies, sdo capazes de detectar uma quantidade

muito superior de espécies de microrganismos quando comparadas as espécies bacterianas
encontradas na superficie ocular®*#04!,
A analise da diversidade bacteriana por métodos moleculares pode ser realizada com o

uso da sequéncia do gene do rRNA 168S. Esse gene possui regides conservadas que permitem

sua amplificagdo por PCR e regides variaveis que sdo usadas na identificagdo bacteriana.
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Atualmente, utiliza-se a tecnologia NGS para obter um maior nimero de sequéncias por
amostra*?,

O gene do rRNA 16S ¢ amplificado por PCR a partir do DNA coletivo dos organismos
presentes em uma amostra. Essas sequéncias sdo entdo analisadas com ajuda de softwares
especificos que antigamente eram separadas em grupos usando 97% de similaridade entre
elas, o que geravam as unidades taxonomicas operacionais (do ingl€s Operational Taxonomic
Units - OTU). Atualmente, esses dados sdo separados por um método que busca selecionar
sequéncias unicas que representem de forma mais acurada um grupo de um organismo. Esse
método gera um conjunto de ASVs, do inglés Amplicon Sequence Variants.

A partir desses ASVs, pode-se realizar uma analise estatistica de cobertura da
amostragem, ou seja, se as amostras coletadas formam sequencias suficientes para descrever
todas as ASVs presentes na amostra. Pode se usar, por exemplo, uma analise de rarefagdo. A
diversidade bacteriana em cada amostra ¢ analisada em diferentes niveis. A andlise de alfa
diversidade mostra os valores dos indices de riqueza (o numero de espécies diferentes
encontradas) e de diversidade (que considera além do niimero de espécies o numero de
individuos por espécie). Além disso, pode-se apresentar a composi¢ao taxonomica de cada
amostra, ou seja, mostrar a riqueza e a abundancia a partir da identificacdo das bactérias.
Outro nivel de andlise ¢ a da beta diversidade, na qual sdo realizadas comparagdes entre
amostras. Dentre os métodos mais comuns estdo a analise de componentes principais ou as
analises de coordenadas principais>’.

O emprego da analise de genes, metagendmica, na identificacao das bactérias da
superficie ocular tem sido ampliado,’! tanto no homem®? como em algumas espécies

animais®®**. No cdo quatro estudos foram conduzidos, mas limitaram-se a avaliar o

10,15 21,39

microbioma ocular de animais higidos ™'~ e provenientes de um mesmo ambiente.



Portanto, descreve-se, de forma inédita, o microbioma ocular de caes com ceratite ulcerativa,
comparativamente a caes com olhos saudaveis, e provenientes de distintos domicilios.

Justificativa

A ceratite ulcerativa é uma afec¢do oftdlmica de grande frequéncia em animais de
pequeno porte, e ndo raro culmina com a perda da visdo. A microbiota ocular ¢ um fator de
grande importancia no contexto desta afeccdo, ja que a disbiose pode levar a um agravamento
das ceratites ulcerativas, ensejando o quadro de malécia corneana. Dentro deste contexto, a
analise do microbioma das lesdes corneanas esta diretamente envolvido na adogao de
terapé€utica mais eficaz e cura da lesdo. Embora estudos anteriores reportem o microbioma da
superficie ocular de caes sadios descreve-se, através de estudo metagendmico e de forma

inédita, o microbioma das ceratites ulcerativas de caes provenientes de distintos domicilios.

Objetivo
- Descrever o microbioma bacteriano da superficie ocular de caes com ceratite ulcerativa,
comparativamente a olhos saudaveis, por meio de analise molecular utilizando-se o gene do
rRNA16S e sequenciamento de alto desempenho;
- Comparar a analise molecular com o método dependente de cultura bacteriana na descri¢ao

destes microrganismos

X1
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RESUMO

Objetivo: Descrever o microbioma bacteriano da superficie ocular de caes com olhos
saudaveis e com ceratite ulcerativa através de analise do gene rRNA 168S.

Materiais e Métodos: Os animais foram divididos em grupo 1 (G1), constituido por 12
caes com olhos saudaveis e sem doengas oculares pré-existentes; e grupo 2 (G2), composto
por 08 individuos com ulcera corneana. Foram coletados swabs da superficie ocular para
isolamento bacteriano, avaliagdo morfotintorial e para extragao de DNA total. A regido V4
do gene rRNA 168 foi amplificada por PCR e submetida a sequenciamento de alto

desempenho.

Resultados.: A andlise do rRNA 168 identificou maior quantidade de microrganismos do que
a cultura bacteriana. Em olhos saudaveis verificou-se predominancia de Pseudomonas
(51,98%), Staphylococcus (10,08%) e Acinetobacter (9,84%), e nos olhos ulcerados
Pseudomonas (44,21%), Acinetobacter (11,77%) e Bacillus (8,92%). Quinhentos e cinquenta
e sete ASVs foram identificados, dentre eles 237 no G1, 108 no G2 e 212 foram encontrados
em ambos os grupos. Houve uma maior diversidade bacteriana em G1, embora sem diferenca

estatistica entre os grupos.

Conclusio: Descreveu-se, de forma inédita, o microbioma de caes com ceratite ulcerativa
comparativamente ao microbioma da superficie ocular higida. Constatou-se, ainda maior
quantidade de espécies bacterianas através de método metagendmico comparativamente aos
métodos dependentes de cultura. Salienta-se a falta de homogeneidade das bactérias

encontradas nos olhos ulcerados, dificultando a escolha de uma terapéutica empirica.

Palavras chave: microbioma, superficie ocular, caes, ceratite ulcerativa, rRNA 16S
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ABSTRACT

Purpose: Describe the bacterial microbiome from the ocular surface of dogs with healthy
eyes na ucerative keratitis through analysis of 16 rRNA.

Methods: The animals were divided into group 1 (G1), consisting of 12 dogs with healthy
eyes and without pre-existing eye diseases; and group 2 (G2), composed of 08 dogs with
corneal ulcer. Ocular surface swabs were collected for bacterial isolation, morphotintorial
evaluation and for total DNA extraction. The V4 region of the rRNA 16S gene was amplified
by PCR and subjected to high performance sequencing.

Results: The analysis of rRNA 168 identified a higher number of microorganisms than
bacterial culture. In healthy eyes, pseudomonas (51.98%), Staphylococcus (10.08%) and
Acinetobacter (9.84%), and in ulcerated eyes Pseudomonas (44.21%), Acinetobacter (11.77%)
and Bacillus (8.92%). Five hundred and fifty-seven ASVs were identified, among them 237 in
G1, 108 in G2 and 212 were found in both groups. There was a higher bacterial diversity in
G1, although there was no statistical difference between the groups.

Conclusions: The microbiome of dogs with ulcerative ceratitis compared to the microbiome
of the healthy ocular surface was described in an unprecedented way. It was found, even
higher amount of bacterial species through metagenomic method compared to the culture-
dependent methods. It is notelike the lack of homogeneity of bacteria found in ulcerated eyes,

which difficult the choose of an empirical therapy.

Key words: microbiome, ocular surface, dogs, ulcerative keratitis, 16S rRNA
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1. INTRODUCAO

A andlise da composi¢ao dos microrganismos que compdem o microbioma da
superficie ocular ¢ importante para que se conheca os mecanismos de saude e doenga
relacionados aos olhos. Inicialmente essa analise utilizava métodos dependentes de cultivo,
nos quais o crescimento dos microrganismos é determinado pelo meio,' com a finalidade de
identificar as bactérias responsaveis pelos quadros mais graves de ulcera corneana®”.

Atualmente métodos moleculares como o sequenciamento de Sanger, o
Sequenciamento de nova geragdao (NGS) e o sequenciamento /ong-read tém sido descritos
como opg¢des mais sensiveis na identificagdo do microbioma. O método NGS analisa uma
grande quantidade de DNA, devido sua acessibilidade e velocidade de analise, como
requerido para analise de microbioma. Dentre os métodos de analise NGS, a utilizacdo do
rRNA 168 é o adequado para bactérias*®, principalmente quando o objetivo é a identificagio
de bactérias que nao poderiam ser cultivadas ou, que ndo eram identificadas em todos os
estudos®’.

A partir de 2007, com o inicio do Human Microbiome Project,® muitas pesquisas
voltaram-se para a analise de microbioma humano em individuos saudaveis. Em animais as
analises metagendmicas baseadas do rRNA 16S iniciaram com pesquisas referentes a
sindrome do intestino irritado em cies’*’ e posteriormente em gatos'®, e cavidade oral de
felinos!'. Microbioma ocular em cies saudéveis decorrente da analise com rRNA 168 foi
inicialmente descrita por LEIS & COSTA (2019), buscando uma caracterizacdo mais precisa
destes microrganismos, frente ao baixo crescimento bacteriano observado nos métodos
dependentes de cultura,'? sendo também descrito em felinos'! e equinos'*!'*. Todavia, no
conhecimento dos autores este ¢ o primeiro estudo sobre a identificagdo do microbioma de

ulceras corneanas de caes, comparativamente a olhos saudaveis.

xxi



Antes da difusdo dos métodos metagendmicos a microbiota ocular era identificada

empregando-se métodos dependentes de cultura '*!°

, sendo Staphylococcus spp,
Corynebacterium spp., Streptococcus spp. € Bacillus spp., Neisseria spp., Moraxella spp.,
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Enterococcus spp., Klebsiella spp., e Escherichia coli.
2:31617.18,19.20 a5 bactérias identificadas com maior frequéncia em olhos saudaveis e doentes.

A presenca de determinadas bactérias estd correlacionada ao tipo de lcera. As ulceras
superficiais € com menor tempo de evolucao geralmente sao colonizadas por bactérias com
menor capacidade de agravar o quadro, enquanto nas Ulceras profundas atribui-se as bactérias
a gravidade da lesdo, como edema do estroma corneano, excesso de secrec¢ao, e ceratomalacea
(melting), decorrentes da presenca de agentes como Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium spp. e Staphylococus intermedius '3*'22,

O microbioma ocular de caes sauddveis por analise metagendmica evidencia maior
riqueza e diversidade em relacao as descrigdes anteriores decorrentes de cultura
bacteriana?*-*%3, determinando um novo paradigma para compreensdo da composi¢io dos
microrganismos que colonizam a superficie ocular e suas repercussoes nas lesdes.

Diante da elevada incidéncia das ceratites ulcerativas em caes e a capacidade de
evolugdo desta afec¢do para a perda da visdo, bem como a importancia da determinacao da
composi¢ao bacteriana para perspectivas terapéuticas, objetivou-se descrever o

microbioma bacteriano de olhos saudaveis e de olhos com ceratite ulcerativa de caes,

através de analise do gene do rRNA 16S.

2. MATERIAL E METODOS
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade
de Brasilia com o protocolo 39/2018.

2.1. Animais
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Foram avaliados 57 caes, machos ou fémeas, de diferentes racas ¢ idades,
domiciliados e provenientes de distintas regides do Distrito Federal (tabela 1). Mediante
anuéncia de seus tutores e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), todos os animais foram submetidos a inspecao da superficie ocular através da
biomicroscopia com lampada em fenda (Kowa SL-15L%, Japdo), teste da lagrima de Schirmer
(Drogavet®, Curitiba, PR, Brasil) e teste da fluoresceina em fita estéril (Drogavet®, Curitiba,
PR, Brasil). Destes animais, 49 cdes apresentaram olhos sem alteragdes oculares e oito cdes
apresentaram corneas ulceradas. Amostras para analise bacteriana foram coletadas de dois
grupos: grupo 1 (G1) constituido por caes com olhos saudaveis, sem doengas oculares pré-
existentes (12 caes aleatoriamente selecionados entre os 49); e grupo 2 (G2), composto por
animais com ulceragdo corneana (08 caes) (tabela 1). Como critério de inclusao, em ambos os

grupos a coleta foi efetuada em caes sem historico prévio de medicagdo ocular ou sistémica.

2.2. Coleta das amostras

Swabs foram posicionados gentilmente na superficie ocular, evitando contato com as
palpebras e com a pele, de ambos os olhos de 20 caes. Imediatamente apos a coleta da
amostra para analise bacteriana os swabs foram colocados em tubos Falcon estéreis de 15 mL,
contendo 2 mL de solugdo fisioldgica 0,9% estéril, e enviados ao laboratorio de Biotecnologia
da Universidade Catolica de Brasilia, onde foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C até o

seu processamento (no periodo maximo de 18 meses).

2.3 Analises microbiologicas e avaliacio morfotintorial
Os tubos Falcon contendo os swabs foram submetidos a um agitador (Vortex) por 30
minutos e, entdo, 0,5 mL da solugdo foi colocada em 0,5 mL de caldo de infusao BHI (10,0

g/L de peptona de gelatina; 10,0 g/L de infusdo de coragdo suino; 7,5 g/L de infusdo de
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cérebro suino; 5,0 g/L de cloreto de sodio; 2,0 g de dextrose; 2,5 g de fosfato dissédico; pH
7,4 + 0,2) para enriquecimento. Os tubos com o meio e a solugdo salina foram colocados no
agitador a 180 rpm, durante 12 a 16 horas, a 30°C. Foi utilizado um tubo Falcon com o meio
sem aliquota, como unidade de controle.

Apbs este periodo e observagao da turvagdo do meio foi coletada uma aliquota que
variou de 50 pL a 100 pL. Esta aliquota foi dispensada em triplicata pelo método de
espalhamento em novas placas de Petri contendo BHI 4gar. As placas foram colocadas em
uma estufa a 30°C por até 72 horas, e as colonias bacterianas que cresceram foram isoladas e
armazenadas em glicerol a 40%. As bactérias foram analisadas de acordo com forma da

coldnia, quanto a presenca ou auséncia de esporos, € caracterizacdo morfotintorial por Gram.

2.4. Extracao e quantificacido do DNA

A solugdo salina restante (cerca de 1,5 mL) foi concentrada por liofilizagao até o
volume de 250 uL*. Em seguida, foi realizada a extragdo do DNA total utilizando o Kit
QIAamp® DNA Mini 51306 (QIAamp®, Qiagen Inc., Venlo, Netherlands), de acordo com as
orientagdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por método fluorimétrico

utilizando Qubit dSDNA HS assay Kit (ThermoFisher Scientifc, Altham, MA, USA).

2.5. Amplifica¢do e sequenciamento RNAr 16S

As 20 amostras foram enviadas para a Empresa BPI Biotecnologia que realizou a
amplificacdo do gene do rRNA 16S e o sequenciamento do DNA. A amplifica¢do do gene do
rRNA 16S foi realizada usando os primers universais 515F e 806R (tabela 1) para a regido V4
do gene rRNA 16S. As reacdes de PCR foram feitas tendo o volume final de 20 pL, contendo
10 pL de GoTaq® Green Master Mix 2x (Promega, USL), 0,3uM de oligonucleotideo foward

e 0,3uM de oligonucleotideo reverse, SuL de DNA total e 4gua ultrapura estéril suficiente
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para 20uL. A reac¢do de amplificacdo consistiu em uma desnaturagao inicial a 94°C por 3 min.,
seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 45 seg., anelamento a 55°C por 1 min.;
extensdo a 72 °C por 1 min.; e uma extensdo final a 720C por 10 min. As reagdes de
amplificagdo foram conduzidas em termociclador VeritiTM Thermal Cycler (Applied
Biosystems). A amplificag@o foi confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose 2%
corado com UniSafe Dye 0,03% (v/v).

A indexacdo do material amplificado foi realizada utilizando o Nextera® XT Index Kit
(Illumina Inc, Albany, New York) e os fragmentos de PCR purificados com AMPure® XP
(Beckman Coulter life sciences, Brea, Calif, USA). O sequenciamento NGS foi realizado em

plataforma Illumina MiSeq kit MiSeq Reagent Micro 300 ciclos — leitura de 2 x 150pb.

2.6. Analise dos dados

Sequéncias fastq foram importadas para QIIME2 versao 2019.10 (https://qiime2.org/)

para analises de bioinformatica.?’?%* O plugin giime2-dada2 foi utilizado como pipeline para
filtrar, desreplicar, unir as sequéncias forward e reverse, e remover quimeras.?’ As leituras
taxonOmicas foram determinadas em Amplicon Sequence Variants (ASVs) usando o plugin
qiime2-feature-classifier?® classify-sklearn contra o banco de dados Silva 138 Ref NR 99
treinado pelo algoritmo Naive Bayes. Sequéncias de arquéias e sequéncias nao classificadas a
nivel de dominio foram removidas da anélise.

O diagrama de Venn foi construido com base nas tabelas de classifica¢do taxondmica a
nivel de filo, classe e espécie, considerando apenas presenca e auséncia da taxa, utilizando o
pacote “gplots” do R. O Pheatmap foi construido com base na classifica¢do taxondmica em
nivel de classe, sendo os valores convertidos para abundancia relativa, seguido de escore-z

das linhas para melhorar visualizar as diferengas entre as taxas, utilizando o pacote
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“pheatmap” do R. Foi testada a diferenca estatistica entre o indice de diversidade de Shannon
dos dois grupos.

Os indices de alfa e beta diversidade foram calculados usando o plugin diversity do
qiime2, sendo a analise de alfa diversidade realizada com a capacidade de leitura até 26.000

pares de base.

2.7. Analise estatistica
O indice de diversidade de Shannon dos dois grupos foi avaliado segundo o teste

Mann-Whitney (p-value 0,07) usando pacote do R*°.

3. RESULTADOS

3.1 Analises microbiologicas e avaliacao morfotintorial

A caracterizagao morfotintorial das colonias e dos microrganismos observados com
microscopia de luz estd descrita na Tabela 2, onde foram somados todos os microrganismos
crescidos nas 3 placas referentes a cada amostra, sendo que houve auséncia de crescimento
em 5 de 12 amostras no G1, e de 2 de 8 amostras no G2. Todos os isolados bacterianos
apresentavam forma de cocos, exceto o S17, que apresentou morfologia bacilar. Através da
coloragdo de Gram, apenas os morfotipos S8 e D58 foram classificados como Gram
negativos. Verificou-se uma varia¢do no formato das colonias que pode ser referente a

abundéncia de bactérias encontradas.'®

3.2 Extracao e quantificacio do DNA

Uma maior concentracdo de DNA foi observada nas amostras provenientes de olhos

ulcerados (G2), comparativamente aos olhos sadios (G1) (Tabela 3). A média de quantidade
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material genético extraido foi 0,622ng/mL nos olhos saudaveis, e 1,30 ng/mL nos olhos

ulcerados.

3.3. Analise de Dados

3.3.1Analise da diversidade do microbioma nos olhos sadios e doentes

Das 20 amostras que apresentaram amplificagdo do gene do rRNA 16S e que foram
sequenciadas, verificou-se um total de 711.423 leituras, com uma média de 35.571,15 leituras
por amostra, sendo 261.210 provenientes de olhos doentes (média de 32.651,25 leituras por
amostra) e 450.213 leituras provenientes de olhos saudéaveis (média de 37.517,75 leitura por

amostra).

A anélise de rarefacao (figura 1) mostrou que o nimero de ASVs detectadas no G1 e
no G2 ¢ de 140 e 80 ASVs, respectivamente. Esse dado de leitura de até 6.000 pares de base
por amostra demonstra que ap6s essa profundidade, a quantidade de leitura de novas ASVs
tem pouca varia¢ao, mas nao se estabiliza completamente. A maioria das leituras de ASVs foi
realizada até a profundidade de sequenciamento, que ¢ a quantidade de leituras de ASVs das
amostras analisadas, no patamar de 2.000 pares de base, mantendo-se relativamente estavel,
apesar da leitura ir até 22.000 pares. Ap6s o sequenciamento de 6.000 leituras/amostra,

mesmo que a leitura tenha ido até uma profundidade de 26.000, nao hé alteracdo no nimero
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de AVS detectados.
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Figura 1: A analise de rarefagdao demonstra a quantidade de ASVs lidas no G1(grupo

saudavel) e no G2 (grupo com ulcera de cornea), apresentando uma quantidade de ASVs

diferentes.

O indice de Shannon demonstrou a diversidade, uma analise de alfa diversidade

Profundidade de Sequenciamento

10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000

(ntimero de espécies bacterianas encontradas em cada grupo) das amostras®! (Figura 2). A

mediana do G1 foi 3,657 (quartil de 25% esta em 3,209 e o de 75% esta em 3,787), e do G2

foi 2,904 (quartil de 25% estd em 2,771 e o de 75% ¢ 3,537). Embora o indice de Shannon

indique uma maior diversidade na amostra de olhos saudaveis, o teste Mann-Whitney nao

evidencia diferenca estatistica entre a diversidade bacteriana de ambos os grupos.
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Figura 2: Indice de Shannon demonstrando a diversidade microbiana dos olhos sadios (G1) e

ulcerados (G2) de caes.

O indice de Faith demonstra a riqueza de espécies encontradas nas amostras (figura3)
baseando-se no tempo de especiacao (tempo de surgimento de cada espécie) de cada amostra,
ou seja, uma andlise de alfa-diversidade.*>A distAncia entre os quartis demonstra uma
diferenca entre as espécies e consequentemente sua diversidade. A média de G1 foi 15,693
(desvio padrao de 3,455), e de G2 11,906 (desvio padrao de 5,857). O erro padrdao da média ¢
0,997 no G1 e 2,071 no G2. A diferenga nos valores médios dos dois grupos nao ¢ grande o
suficiente para rejeitar a possibilidade de que esta diferenga seja decorrente da variabilidade

da amostra, e ndos e verificou diferenca estatistica entre os dois grupos.
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Figura 3 Indice de Faith, que demonstra a riqueza, o nimero estimado de ASVs em cada

amostra.

A anélise de abundancia relativa representa a quantidade de leituras feitas dos filos em
cada amostra ap6s a rarefagdo que permite a leitura da composicao relativa (figura 4). Nas
amostras analisadas, o filo Proteobacteria ¢ em geral predominante, independentemente de
ser do G1 ou G2. Nas amostras do G2, o filo Firmicutes ¢ o segundo mais abundante, mas em
algumas amostras saudaveis observa-se a predominancia do filo Firmicutes, indicando uma

grande variabilidade na composi¢ao taxonomica nas amostras do G1.
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Figura 4: Analise de abundancia bacteriana relativa das amostras analisadas de acordo com o

filo. “S” refere-se as amostras de olhos saudaveis (G1) e “D” as amostras de olhos doentes

(G2).

Ao se avaliar a composic¢ao relativa das amostras através do Pheatmap pode-se avaliar
as leituras feitas dos dez ASVs com maior abundancia relativa dentre as amostras do G1 e do
G2, até o nivel de espécie. O grafico relaciona a leitura de cada amostra de acordo com a
abundancia relativa dos ASVs até o nivel de espécie (figura 5). Ao usar o dendrograma para
aproximar as amostras de acordo com a semelhanca em sua composigao, percebe-se que nao
h4 um grande agrupamento de amostras do G1 ou do G2. Desta forma, ndo ha padrdo de
composi¢do dentro de cada grupo e entre eles, tampouco diferencas significativas entre as
amostras. Ao se designar uma espécie que se encaixa dentro do género como Streptococcus
canis entende-se que estdo todas as espécies que pertencem a esse género, com excegao das

espécies identificadas dentro do banco de dados.
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Figura 5: Pheatmap com dendrograma das amostras analisadas, observando-se a identificacio
das amostras e os ASVs detectados até o nivel de espécie. Quanto mais avermelhada maior o
numero de leituras em relagdo a média associada a classificagdo do ASV encontrada e quanto
mais azulada, menor a quantidade de leituras em relacdo a média. A letra “O” designa ordem,
a letra “F” indica familia, a letra “G” significa género ¢ a letra “E” ¢ referente a espécie. O
padrao de amostra em coloragao azul designa as amostras de olhos saudaveis (G1) e rosa os
olhos ulcerados (G2). O dendrograma aproxima as amostras com maior semelhanga em sua
composi¢ao.

Ao se analisar os ASVs acima vemos 0os microrganismos com maior abundancia
relativa em cada grupo, e na tabela 4 tem-se a composi¢do dos 10 ASVs mais abundantes de
cada grupo. Observa-se alta variabilidade entre os grupos, uma vez que ndo se observa
agrupam entes dos grupos G1 e G2. Observou-se que alguns individuos apresentam um

aumento na propor¢ao relativa de grupo bacterianos indicando uma variagao individual,

especialmente em 4 individuos do G2 (Figura 5).
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A andlise de composicao pode ser feita entre os dois grupos, ao que se denomina beta-
diversidade. Isto ¢, avalia-se quanto esses grupos diferem entre si em sua composicao. Para
essa analise foi utilizada a dissimilaridade de Bray Curtis*®, usando o PCoA (Principal
Coordinates Analysis) para reducdo do grafico para 2 dimensoes (figura 6). Observando-se a
distribuicdo dos pontos no grafico verifica-se que as amostras do G1 se encontram na mesma
regido, indicando uma maior semelhanca em sua composi¢ao, enquanto as amostras do G2
encontram-se espalhadas no gréafico, por ndo apresentarem muita semelhanga entre si e nem

entre com os olhos do grupo 1.

Axis 2 (16.61 %)

DGrupol
O o [] Grupo 2
o© O
RS o
O
@)
© Axis 1 (33.30 %)

Figura 6: Analise de Bray Curtis PCoA, a qual a analisa as amostras comparando a sua
dissimilaridade em relacdo de qualidade entre as amostras (Beta diversidade). Os pontos azuis

referem-se as amostras de olhos do G1 e pontos rosa, do G2.

No diagrama de Venn (figura 7) verifica-se o nimero de ASVs detectadas, somando

um total de 557 ASVs detectadas nas 20 amostras avaliadas, dentre elas 237 ASVs observadas
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unicamente nos olhos saudaveis (G1), 108 nos olhos ulcerados (G2), e 212 ASVs foram
encontradas nos dois grupos. Podemos observar uma maior riqueza em olhos sadios

comparativamente aos olhos ulcerados.

I:' Grupo 1
|:| Grupo 2

Figura 7: Diagrama de Venn que analisa o nimero de ASVs em nivel de espécie e verifica-se

o core dos microbiomas dos olhos saudaveis ¢ ulcerados ¢ suas similaridades e distingdes.

3.3.2 Descricao Taxonomica

Os microrganismos foram identificados em cada grupo ¢ a descri¢ao bacteriana foi
realizada a partir da classificacao dos seres vivos, do filo até o nivel de espécie. Essa analise
foi feita a partir da relagcdo da quantidade de ASVs de cada amostra em relagdo ao total de
ASVs lidos em cada grupo, identificando os 3 com maior frequéncia (tabela 5). A avaliacao
do filo e da classe demonstram similaridade na composicao entre os dois grupos. Ja na
classificagdo por ordem, familia e género percebe-se que os ASVs com maior incidéncia sdo
os mesmos. Quando se compara a espécie com o género, verifica-se tanto no G1 o género

predominante ¢ Pseudomonas enquanto as espécies Mycoplasmoides fastidiosum e
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Pseudomonas thermotolerans, e no G2 o género mais abundante ¢ Pseudomonas e as espécies
que apresentaram maior quantidade de leituras sdo Streptococcus canis e Brevundimonas olei.
A espécie identificada com maior nimero de ASVs ndo pertence a0 mesmo género com maior

numero de leituras.

4.DISCUSSAO

A despeito dos métodos de identificacdo por cultura ndo serem considerados tdo
sensiveis na identificacdo das bactérias atualmente,** objetivou-se utilizar a cultura bacteriana
como método controle e para comparacao ao método independente de cultura. Apesar de nao
ter sido feita a identificagdo das espécies cultivadas, verificou-se crescimento bacteriano em
07 amostras semeadas de 12 olhos saudaveis, e em 6 dentre 8 amostras coletadas de olhos
ulcerados (Tabela 2). Dentre as amostras que nao apresentaram crescimento bacteriano citam-
se as amostras S3, S21, S31, S32 E S43 (G1) e as amostras D54 e D59 (G2). (S: saudaveis; D:
doentes)

Por outro lado, na andlise decorrente do método NGS em gene do rRNA 16S foram

identificados microrganismos em todas as amostras, corroborando com a literatura'®’

que
reporta a superioridade deste método para estabelecimento dos microrganismos presentes na
superficie ocular, comparativamente a cultura bacteriana. Acredita-se que a identificacao de
ASV em todas as amostras seja decorrente da concentragdo de material genético através da
liofilizagdo, uma vez que um estudo prévio em microbioma ocular de caes reportou a auséncia
de material genético em algumas amostras, dada a sua escassez na superficie ocular?.
Constatando-se que muitos dos microrganismos detectados por técnicas

7.23,24 verificou-se uma correlacio

biomoleculares ndo sejam detectaveis em meios de cultura,
entre os dados encontrados e os observados em outros estudos em relacdo a presenca de

bactérias ndo cultivadas.?® Ressalta-se que os métodos dependentes de cultivo nio
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demonstram a diversidade bacteriana, representando entre 1% e 10% dos microrganismos de

um determinado local,>*

dado corroborado nessa pesquisa ao verificar que a variedade de
colonias verificadas estdo em niimero inferior as espécies identificadas pela analise do gene
do rRNA 16S.

A analise de alfa diversidade feita através da curva de rarefagdo (figura 1), onde ¢
verificada a possibilidade de encontrar novos microrganismos dentro de cada amostra, indicou
uma tendéncia de estabilidade da curva a partir da leitura de 2.000 pares de base por amostra,
indicando que o aparecimento de microrganismos raros ainda € possivel, embora a
possibilidade de identificagdo de microrganismos a partir desse nivel seja pequena. Essa
analise corrobora com resultados prévios sobre a superficie ocular saudavel®*.

Quanto a analise da alfa diversidade utilizando o indice de Shannon®! (figura 2)
percebe-se uma diversidade maior de ASVs nos olhos do G1, embora essa diferenga nao seja
estatisticamente relevante. Resultado similar foi reportado por Banks et al (2020)?*, e com um
indice menor que os observados em Leis et al (2019)* e Rogers et al (2020)*. O indice de
Faith (grafico 3) demonstrou uma analise da riqueza, mas da mesma forma, nao € possivel
afirmar que exista diferenca significativa entre os dois grupos analisados **.

A composicao do Pheatmap esclarece que ndao ha uma uniformidade na composigao de
ASVs das amostras de olhos do G2 enquanto hd uma maior homogeneidade nas amostras dos
olhos do G1. A organizagao das amostras na figura 05 ¢ determinada de acordo com a
semelhanga da sua composi¢dao. O dendrograma confirma a disposi¢cdo das amostras no
Pheatmap demonstrando uma relagdo de semelhanga entre as amostras do G1 e pouca
semelhanga no G2.

Isto ¢ confirmado no gréfico da figura 6, onde o indice de Bray-Curtis evidencia certa

uniformidade entre as amostras do G1, e uma diversidade maior no G2, pelo espagamento

entre as amostras. A falta de homogeneidade da composi¢do bacteriana dificulta a
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determinagdo de um tratamento precoce especifico, confirmando a necessidade de um
tratamento profilatico de tilceras corneanas com antibioticos de amplo espectro, como descrito
em trabalhos prévios com andlises dependentes de cultivo!?2%-21:2236:37.38 'Byscando-se este
dado, novos estudos que utilizem um nimero amostral mais expressivo sao encorajados, na
tentativa de se determinar os principais agentes bacterianos que colonizam as ceratites
ulcerativas caninas.

Comparando-se as técnicas de isolamento com cultivo e analise NGS do gene
proveniente de rRNA 168, as espécies com mais leituras por ASVs em amostras do G2 foram
Streptococcus canis (0,76%), a qual ¢ amplamente reportada em pesquisas que utilizam

técnica dependente de cultura!’2

, presente em 5 das 8 amostras do G2, e em uma amostra do
G1; e a Brevundimonas olei (0,1%), espécie ndo relatada em estudos anteriores, sendo
evidenciada em uma amostra do G1 e em duas amostras do G2 (Tabela 5). Através da tabela 4
verifica-se que entre os 10 ASVs com maior abundancia relativa das amostras do G1 e G2,
sdo identificadas apenas 2 amostras do G2 tiveram sua analise em nivel de espécie.

Estudos prévios sobre isolamento bacteriano por meio de cultura em olhos ulcerados
de caes descrevem Staphylococcus, Streptococcus spp, Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium spp e Escherichia coli'’** como as espécies mais identificadas, diferindo do
observado neste estudo. Corynebacterium estd como o oitavo género mais abundante.

A despeito da Pseudomonas aeruginosa ter sido identificada nas ceratites ulcerativas

18.38.39.40 principalmente nos métodos

em estudos anteriores como uma bactéria predominante
dependentes de cultura, a espécie nao fazia parte do banco de dados utilizado para esta
analise, portanto ndo foi identificada neste estudo. A Pseudomonas aeruginosa sabidamente

tem agdo proteolitica, levando ao desenvolvimento de ceratomaldcia (melting)*°, e sua

identificagdo implica em abordagem terapéutica mais agressiva.
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A identificagdo do Staphylococus sp. deu-se até o género, ndo sendo possivel a
identificacdo da espécie; este foi o quarto género mais abundante nos olhos doentes. O género
Staphylococcus é composto de 81 espécies e subespécies, as quais sdo divididas em dois
grupos, coagulase positiva e coagulase negativa. O S. aureus € o S. pseudointermedius e S.
epidermidis sdo trés espécies que sdo achadas com frequéncia em tlceras corneanas!’2
podendo participar no desenvolvimento de tlceras corneanas que evoluem para melting®!
dado dessa forma a importancia da detec¢ao deste género na analise feita.

O Streptococcus canis € um Streptococcus B-hemolitico de Lancefield do grupo G
oportunista, causando infec¢des diversas em cies e em seres humanos****, tendo sido
identificado em analises recentes de cdes com ceratite ulcerativa, incluindo uma analise
metagendmica que visou a deteccdo de Streptoccus canis®****. Nio ha descri¢io de infeccio
de superficie ocular cuja causa primaria seja o Streptococcus canis. A presenca dessa espécie
bacteriana apareceu em ulceras de evolugdo variada nessa pesquisa, apresentando leitura em
ulceragdes com perfuragdo (D 54) ulceras estromais (D37 e D57) e ulceras superficiais (D59 e
D34).

Em relagdo aos filos, familias e géneros mais encontrados, verifica-se uma
compatibilidade dos dados encontrados nas analises a partir do género e familia da
microbiota'®!%2, A superficie ocular é considerada um local de menor diversidade

2 comparativamente a outros 6rgdos com mucosa, como o intestino de caes.

microbiana,’
Entretanto, nesse estudo foram encontrados pelo menos 8 filos, sendo no minimo 7 no G1, e 7
em G2 (figura 4), enquanto no intestino foram reportados 5 filos*. Isto provavelmente esteja
relacionado a metodologia empregada, e a concentracdo das amostras analisadas.
Comparando-se descrigdes prévias, nosso estudo demonstrou uma quantidade de ASV de

espécie bacteriana (figura 7) inferior ao reportado para a superficie ocular em relagdo a

mucosa nasal, a regido periocular e a conjuntiva ocular, que identificaram 1.227, 3.348 ¢
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1.165 ASVs, respectivamente.” Rogers et al (2020)*° descreveram 9 filos em olhos saudaveis,
nimero proximo ao encontrado neste estudo. Isso demonstra a necessidade de futuras
avaliacdes para que se possa verificar a composi¢do de microbioma desse sitio.

Estudos prévios de analise do microbioma da superficie ocular higida reportam os
mesmos filos encontrados neste estudo, mas em proporg¢des diferentes. Quando se faz a
analise a partir das familias e géneros, verifica-se uma diferenca entre os microrganismos
reportados nessa pesquisa (Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae e Moraxellaceae)
comparativamente aos observados em outros estudos, como as familias Bifidobacteriaceae,
Achnospiraceae, Moraxellaceae, Corynebacteriaceae ¢ Pseudomonadaceae,
Micrococcaceae, Pasteurellaceae e Microbacteriaceae,”>>>.

Isolamentos bacterianos prévios, realizados por técnica dependente de cultivo de olhos
ulcerados, identificaram 45 espécies em 42 amostras?, e isolamento de 465 bactérias isoladas
em 476 amostras, sendo identificados 06 géneros e 26 espécies, 3’ dados inferiores as 320
espécies provenientes de oito olhos ulcerados (G2) e 449 espécies de olhos saudaveis (G1),
conforme descrito na figura 7, evidenciando a superioridade e sensibilidade da técnica de
NGS no gene do rRNA 16s. Estes dados apontam para uma nova modalidade de estudos que
provavelmente auxiliardo na compreensdo da fisiopatologia de varias afecgdes.

A relagcdo desses microrganismos e sua composi¢ao relativa suscita interesse quanto ao
papel do microbioma na homeostase € nos mecanismos de defesa da superficie ocular. Dentre
as inferéncias possiveis para a composi¢ao e padrao de microrganismos encontrados onde se
tem uma quantidade de espécies maior entre os olhos saudaveis que nos olhos doentes, esta o
fato das bactérias que sobrevivem aos esforgos de combate especificos do olho provocarem
uma diminui¢do ainda maior da quantidade diversidade de bactérias através da liberacdo
enzima imunoativas como a lisozima, B-lisina, lactoferrina, imunoglobulinas (particularmente

IgA), e desencadear alguma reagdo mais agressiva na ceratite ulcerativa*®*’#8, Verificou-se
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que embora exista diferenga entre o microbioma de olhos saudaveis e ulcerados, esta
diferenga ndo ¢ estatisticamente visualizada, conforme demonstrado na figura 6. O mesmo
ndo ¢ descrito nas analises decorrentes de técnicas dependentes de cultura, nas quais pode se
verificar uma diferenca estatistica entre os microrganismos de olhos saudaveis e doentes.!”
Dentre as limitagdes deste estudo cita-se a quantidade de amostras analisadas. Embora
pesquisas prévias com metagendmica?*?*?>% também tenham avaliado um niimero reduzido
de animais, estudos conduzidos sem os métodos biomoleculares'®?° descrevem uma maior
quantidade amostral. Um dos fatores limitantes, ainda, ¢ o custo elevado para o emprego desta
técnica rotineiramente. Além disto, reporta-se a dificuldade de encontrar caes com olhos
ulcerados sem tratamento clinico prévio, € o tempo imposto para conclusao deste trabalho.
Por outro lado, também de forma inédita, foram coletadas amostras de caes de condigdes de
nutri¢ao e cuidados diversos que, embora apresentassem semelhancas sobre o clima e a

localizagdo geografica, eram provenientes de lares e regides distintas.

Pode-se inferir que a diferenga entre os ASVs dos olhos ulcerados e saudaveis ¢
produzida pela reagdo imunolodgica dos olhos, ou um desequilibrio no microbioma causado
por essa reacao, além de serem consideradas as relagdes inter bactérias e entre hospedeiro e
bactéria.*’ Estudos conduzidos no homem sugerem que o microbioma da superficie ocular age
prevenindo a proliferacdo de espécies patogénicas e alteracdes na composi¢ao ou seja, a
disbiose, causado por fator ambiental que desencadeie a doenga.’**!2 A pequena quantidade
de material genético encontrada na superficie ocular deve estar relacionada com a imunidade
local, comparativamente a outros tecidos, como o intestino >>** . Diferenca na microbiota de
locais proximos ao olho como a regido periocular e o ducto naso-lacrimal em relagdo a
superficie ocular*® j4 foi descrita em cies com olhos saudaveis, o que pode ser visto como
uma imunidade adaptativa permitindo coexisténcia de uma populacdo bacteriana selecionada

pela propria superficie ocular®.
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CONCLUSAO

Descreveu-se, de forma inédita, o microbioma de cdes com ceratite ulcerativa
comparativamente ao microbioma da superficie ocular higida. Constatou-se, ainda maior
quantidade de espécies bacterianas através de método metagendmico comparativamente aos
métodos dependentes de cultura relatados em outras pesquisas, em caes. Na comparacgao entre
o microbioma de olhos saudaveis e doentes percebeu-se uma quantidade estatisticamente
semelhante de espécies bacterianas, sendo as espécies identificadas com maior incidéncia no
grupo 1 Mycoplasmoides fastidiosum e Pseudomonas thermotolerans e no grupo 2 o
Streptococcus canis e o Brevundimonas olei. Salienta-se a falta de homogeneidade das

bactérias encontradas nos olhos ulcerados, dificultando a escolha de uma terapéutica empirica.
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TABELAS:

Tabela 1: Lista dos animais que tiveram suas amostras analisadas, determinando qual

grupo pertence.

Grupo e
Numero Situacao
ANIMAL RACA SEXO IDADE

da da cornea

Amostra

Grupo 1 Tico Chihuahua  Masculino 11 anos Sadia
s2
s3 Nina Srd Feminino 11 anos Sadia
s8 Lupita Chihuahua  Feminino 3 anos Sadia
s17 Emma Srd Feminino Desconhecida Sadia
s21 Melissa Shih-tzu Feminino 3 anos Sadia
s31 Amora Srd Feminino 5 meses Sadia
s32 Amora Srd Feminino 5 meses Sadia
s35 Penélope Srd Feminino 6 anos Sadia
s41 Malu Spitz Feminino 10 meses Sadia
s43 Beju Srd Feminino 2 anos Sadia
s46 Lua Lhasa apso ~ Feminino 3 anos Sadia
s49 Nina Golden Feminino 9 meses Sadia

retriever

Grupo 2 Muxiba Spitz Masculino 2 anos Ulcera

d34 superficial
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d37

ds1

ds3

ds4

ds7

ds8

ds9

ID: indeterminado

Yuki

Sofia

Jimmy

Lola

Fred

Lila

Cristal

Shih-tzu

ID

Shih-tzu

SRD

Shih-tzu

Shih-tzu

Shih-tzu

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Fémea

Fémea

8 meses

ID

1 ano

12 anos

2 anos

9 meses

2 anos

Ulcera
estromal
profunda

Ulcera

superficial

Ulcera

superficial
Ulcera com
perfuragao

Ulcera
estromal

Ulcera

superficial

Ulcera

superficial
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Tabela 2: Resultado da caracterizagdo Morfoldgica das coldnias e morfotintoral das células

Numero de
Identificacao Caracterizagao Presenga/auséncia
bactérias Gram Obs:
da amostra das colonias de esporo
isoladas
Grupo 1(G1)
T; P; Scx;
s2 1 Negativo | positivo €OCos
SL;BL
s3 S/C - - - -
1-B; C; Scx;SL.
BL 1-Positivo
2-E; P; Scx; Negativo nas 3 2- 1,2 e 3-
s8 3
SL;BL colonias Negativo | Cocos
3-E; F; SA, SL; 3-Positivo
BL
A;C; Scx, SL;
s17 1 Negativo Positivo Bacilo
BL
s21 S/C - - - -
s31 S/C - - - -
s32 S/C - - - -
T; C; Scx,
s35 1 Negativo Positivo Cocos
SL;BL
E; C; Scx, SL;
s41 1 Negativo Positivo Cocos
BL
s43 S/C - - - -




B; C; Scx, SL,
s46 1 Negativo Positivo Cocos
BL
E; C, Scx, SI;
s49 1 Negativo Positivo Cocos
BL
Grupo 2(G2)
E.; C; Scx, SL;
d34 1 Negativo Positivo Cocos
BL
d37 1 B; C; Scx, SL; BL | Negativo Positivo Cocos
ds1 1 E; C; Scx, SL, BL | Negativo Positivo Cocos
ds3 1 T; R; SL; BL Negativo Positivo Cocos
ds4 S/C - - - -
E; C; Scx, SL;
ds7 1 Negativo Positivo Cocos
BL
1-
1-E; C; SU, SL,
Negativo | 1-cocos
ds8 2 BL Negativo
2- 2-cocos
2-T; P;SL; BL
Negativo
ds9 S/C - - - -

S/C-Sem crescimento em meio de cultura. Cor da colonia: T-Transparente, B-Branca, E-

Esbranquicada: Branco nao opaco, Amarecla-A Formato e Tamanho da coldonia:P-

Puntiforme,C-circular; F-filamentosa,R- Radiculado, ou NP-Nao puntiforme. Superficie: Scx-

Convexa, SA-Achatada SU-Umbilicada;SL:Lisa, SR:Rugosa. Bordas: BL-Lisa , BR-Rugosa.

li




Tabela 03: Concentracdo de DNA (ng/pL) obtido apds a extragdo

Identificacdo da

Grupo da Amostra Quantidade de DNA extraido
Amostra

s2 0,774
s3 0,448
s8 0,543
s17 0,515
s21 0,519
s31 0,606

Grupo 1
s32 1,07
s35 0,547
s41 0,503
s43 0,441
s46 0,900
s49 0,606
d34 0,492
d37 0,761
ds1 0,480
ds3 5,08

Grupo 2
ds4 0,895
ds7 1,49
ds8 0,513

ds9 0,694

lii



Tabela 04: Relagdo dos 10 ASVs com maior abundancia relativa em nivel de espécie. A

coluna azul representa o grupo 01 e coluna rosa, o grupo 02.

ABUNDANCIA ABUNDANCIA
ASV GRUPO 1 ASV GRUPO 2
RELATIVA(ASV) RELATIVA(ASV)
Pseudomonas 51,61769289 Pseudomonas 43,90934764
Acinetobacter 9,60457881 Acinetobacter 11,50312441
Staphylococcus 9,370872073 Bacillus 7,597067257
Helicobacteraceae 6,622431567 Alcaligenaceae 5,686097868
Comamonadaceae 2,229333063 Streptococcus canis | 5,244058835
Enterobacteriaceae | 1,423351068 Rhizobiaceae 3,923571316
Enterococcus 1,261863671 Sphingobacterium 1,203541119
Bacillales 1,033268027 Brevundimonas olei | 1,153811759
Tepidiphilus 1,006753665 Corynebacterium 0,678535322
Selenomonadaceae 0,926008652 Streptococcus 0,580246006

liii




Tabela 05: Quantidade relativa dos trés ASVs com maior incidéncia de leitura dentre as

amostras analisadas (Leituras do ASV /Total de leituras feitas dentro classificagdo dos seres

vivos especificada). Com excecdo do nivel de espécie onde foram dispostos apenas dois de

cada, dada a dificuldade de detectar os demais.

Grupo 1

Grupo 2

-Proteobacteria (71,66%)

-Proteobacteria (73,15%)

Filo -Firmicutes (18,5%) -Firmicutes (21%)
-Campilobacterota (6,9%) -Actinobacteriota (2,46%)
-Gammaproteobacteria (70,19%) -Gammaproteobacteria (67,83)

Classe -Bacilli (15,89%) -Bacilli (19,99%)
-Alphaproteobacteria (5,82%) -Campylobacteria (6,9%)
-Pseudomonadales(62,04%) -Pseudomonadales (56,12%)

Ordem -Staphylococcales (10,1%) -Bacillales (9,67%)
-Campylobacterales (6,9%) -Lactobacillales (7,98%)
-Pseudomonadaceae (51,98%) -Pseudomonadaceae (44,21%)

Familia -Staphylococcaceae (10,1%) -Moraxellacea (11,91%)
-Moraxellaceae (10,06%) -Bacillaceae (9,24%)
-Pseudomonas (51,98%) -Pseudomonas (44,21%)

Género -Staphylococcaceae (10,1%) -Acinetobacter (11,77%)
-Acinetobacter (9,84%) -Bacillus (8,92%)

- Mycoplasmoides fastidiosum - Streptococcus canis

Espécie

- Pseudomonas thermotolerans

- Brevundimonas olei
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