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PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 086/14
I - Finalidade do projeto de pesquisa: Outros — projeto isolado

II - Identificacao:

O Titulo do projeto: Projeto ecologia e conservagio da raposa-do-campo (Lyecalopexvetulus) em éreas
antropizadas de Cerrado no Brasil Central

O Pesquisador Responsavel/ Unidade: Frederico Gemesio Lemos/ Regional Cataldo

O Pesquisadores Participantes: Frederico Gemesio Lemos, Fernanda C. de Azevedo, Ricardo Corasa

Arrais, Mozart Caetano de Freitas Tinior
O Unidade onde sera realizado: Regional Cataldo
O Data de apresentaciao a CEUA: 19/09/14

III - Objetivos e justificativa do projeto: Aumentar o conhecimento sobre a ecologia da espécic e
conhecer sua relacdo com outros carnivoros sintdpicos em fazendas de gado no municipio de Cumari, Goias,
Brasil. Os objetivos especificos do projeto sdo: 1) descrever a drea de vida. o uso de habitat, o padrio de
atividade e o comportamento social da raposa-do-campo em um ambiente alterado com matriz de pastagens
antrépicas e fragmentos de cerrado; 2) descrever o cuidado do casal 4 prole, a dieta. idade da dispersio dos
filhotes ¢ o sexo que dispersa; e 3) descrever a sobreposigio de nicho espacial e as interagdes da espécie

com outros canideos sintopicos.

IV - Sumario do projeto:

a Discussiao sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do numero de
animais: O projeto propde a mvestigacio dos processos ecoldégicos de canideos silvestres. Estas questdes
permeiam o acompanhamento de individuos de wvida livre, através da captura e mstalacio de coleira
radiotransmissora, para obtencio de dados ecolégicos e comportamentais dificilmente obtidos utilizando-se
de outra metodologia. O niimero de animais a serem empregados na pesquisa foi estabelecido baseado em
um projeto piloto realizado na area de estudo utilizando focagem noturna e 30 armadilhas fotograficas (que
possuem sensores de calor e movimento que disparam automaticamente) entre os anos de 2013 e 2014,

a Descricao do animal utilizado (numero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc): Serdo utilizadas
3 diferentes espécies. a saber: Lycalopex vetulus (raposa-do-campo) com peso de 2.5kg - 4.2kg, Cerdocyon
thous (cachorro-do-mato) com peso de 6 kg — 8 kg, Chrysocyon brachyurus (lobo-guara) com peso de 20kg
- 30kg. Todos da linhagem Canidae, todos adultos e subadultos, entre machos e fémeas.

4 Especie e numero total de animais utilizados: Serdo utilizadas: 30 Lycalopex vetulus, sendo 15
fémeas e 15 machos; 30 Cerdocyon thous. sendo 15 fémeas e 15 machos: 08 Chrysocyon brachyurus, sendo
04 fémeas e 04 machos.

o Descricao das instalacoes utilizadas e numero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacao/hidrataciao: Serdo capturados canideos de vida vidra livre na drea de

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagio/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus II) -
CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg{@gmail.com
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estudo, localizada na Regifo do Limoeiro, municipio de Cumari, Goids, Brasil. Os animais serdo observados

em seu habitat natural.

a Utilizacao de agente infeccioso/gravidade da infeccao a ser observada e analise dos riscos

aos pesquisadores/alunos: Nio se aplica. Por se tratar da captura de carnivoros silvestre em 4rea natural,

toda a equipe deve estar preparada para eventuais riscos. Para que todo o procedimento anestésico e a coleta

de dados, incluindo a vistoria presencial das armadilhas, os integrantes deste projeto de pesquisa possuem

cursos e especializacées no manejo de fauna silvestre. Sera utilizada pela equipe durante toda execucéio das

atividades equipamentos de proteciio fisica como roupas resistentes, perneiras, luvas de couro, chapéus ou

bonés, botas antiderrapantes e resistentes a dgua. A equipe também dispée de cambio com cabo de 1,80 m.

pucd de aro grande, arma anestésica reserva (pistola e zarabatana), lanternas potentes, equipamento de

telemetria e sistema de radio comunicacdo. Obrigatoriamente todos os membros da equipe executora estdo

devidamente protegidos contra a raiva (carteira de vacinacdo e sorologia atualizados), febre amarela e

tétano.

0 Adequacio da metodologia e consideracdes sobre o sofrimento imposto aos animais: Vide pag. 18
a 21 do projeto de pesquisa.

0 Método de eutanasia: Nio se apliea.

1 Destino do animal: Permancceerd em seu ambiente natural.

IV — Comentarios do relator frente as orientacoes da CEUA:

a Quanto a documentos: A documentagdo esta de acordo com o exigido pela CEUA/UFG.

Q Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: As informacdes
constantes no projeto ¢ ficha protocolo quanto aos cuidados e manejo dos animais € riscos aos pesquisadores
estdo de acordo com principios éticos indicados pelo CONCEA.

V - Parecer da CEUA:

De acordo com a documentagdo apresentada 8 CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Reiteramos a importancia deste parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel
devera encaminhar 4 CEUA-PRPI-UFG o Relatdrio Final baseado na conclusio do estudo e na incidéncia de
publicacdes decorrentes deste., de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolucdo
Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-CONCEA.
O prazo para entrega do Relatério & de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa.

VI - Data da reuniao: 10/11/14
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H.L.G, |. Diversidade bacteriana em cavidade oral e retal de canideos e
aplicacOes biotecnoldgicas. 2021. 133F. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sado Paulo, Sao Paulo, 2021.

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) e o
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), sdo canideos que vivem no Cerrado e estéo
sob constantes ameacas entre elas a transmissdo de doencas infecciosas. Neste
contexto, amostras dos canideos silvestres do cerrado, bem como dos cdes
domésticos que habitam uma mesma regido foram obtidas para um estudo de
bactérias cultiviveis presentes em cavidade oral e retal destes animais. Foram
obtidos 1535 isolados bacterianos ciopreservados para o estabelecimento de uma
colecdo de culturas. Foram identificados potenciais patégenos e novas associacdes
entre microrganismo e hospedeiros foram descritas, evidenciando o quanto a
microbiota de canideos silvestres € pouco conhecida.

Para demonstrar o potencial biotecnoldgico de uma colecdo de culturas provenientes
de animais silvestres, microrganismos selecionados foram testados para a avaliagéo
da producéo de biopolimeros como os polihidroxialcanoatos e os biossurfactantes,
como ramnolipideos. Para a produgdo em escala industrial, o grande desafio é
torna-la economicamente viavel. Para isso, algumas estratégias s&o utilizadas,
dentre elas, a prospecc¢éo de microrganismos que apresentem uma boa capacidade
de producdo a partir de substratos baratos e renovaveis. Neste trabalho, foram
encontrados microrganismos capazes de produzir polihidroxialcanoatos e
ramnolipideos, sendo que um isolado, MAO9B que apresentou melhores resultados
para a produgcdo de polihidroxialcanoatos a partir de glicerol, um subproduto do
biodiesel, foi selecionado para ensaios em biorreatores. Este isolado apresentou
resultados promissores para futuros ajustes para aplicagdo em escala industrial, o
gue indica que isolados bacterianos em animais silvestres podem ser uma nova
fonte para a busca de bons produtores de polihidroxialcanoatos e ramnolipideos. O
estudo taxondmico e fenotipico de Pseudomonas sp. MAO9B e 4160 foi realizado, e
demonstrou que, em ambos o0s casos, testes adicionais sdo necessarios para

determinar sua posi¢ao taxondmica ou possivel nova descricdo de espécie.

Palavras-chave: microbiota, animais silvestres, polihidroxialcanoatos,

ramnolipideos, canideos, cdo doméstico.



H.L.G, |. Bacterial diversity in oral and rectal samples from canids and its
application in biotechnology. 2021. 133 p. Ph. D. these (Biotechnology). Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

The maned wolf (Chrysocyon brachyurus), the hoary-fox (Lycalopex vetulus) and the
crab-eating fox (Cerdocyon thous) are canid species that inhabit the Cerrado biome.
These species currently endure a variety of threats, of which infectious disease is
significant. In this context, samples of wild canids from the Cerrado biome and
domestic dogs that inhabit the same region were obtained for a study of cultivable
bacteria in their oral and rectal cavities. 1535 bacterial isolates were obtained and
cryopreserved and a culture collection was established. Potential pathogens were
identified and new associations between microorganisms and hosts were described,
showing how scarce the knowledge about the microbiota of wild canids is. To
demonstrate the biotechnological potential of a collection of cultures from wild
animals, selected microorganisms were tested to evaluate the production of
biopolymers such as polyhydroxyalkanoates and biosurfactants like rhamnolipids.
While both have the potential to be produced on an industrial scale, this process is
often limited by its economic feasibility. For this, some strategies can be applied,
among them, the prospection of microorganisms that present good production
capacity from cheap and renewable substrates. In this study, microorganisms
capable of producing polyhydroxyalkanoates and rhamnolipids were found, and an
isolate, MAQ9B, which presented better results to produce polyhydroxyalkanoates
using glycerol, a biodiesel by-product, was selected for tests in bioreactors. This
strain showed promising results for future adjustments for application on an industrial
scale, which indicates that bacterial isolates in wild animals may be a new source for
the search for good producers of polyhydroxyalkanoates and rhamnolipids. A
taxonomic and phenotypic study of Pseudomonas sp. MAO9B and 4160 was
performed, and demonstrated that, in both cases, additional tests are needed to

determine their taxonomic position or possible new species description.

Keywords: microbiota, wildlife, polyhydroxyalkanoates, rhamnolipidis, canids, dog
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APRESENTACAO

O presente trabalho foi norteado por duas principais linhas: a diversidade
bacteriana e a avaliagdo do pontencial biotecnolégico. Para uma melhor
compreensdo de como o trabalho foi conduzido, esta tese esta dividida em dois
capitulos.

No primeiro capitulo, discorre-se sobre a diversidade bacteriana em canideos
silvestres e cdes domésticos de uma regido do bioma Cerrado e no segundo
capitulo, apresenta-se a etapa do trabalho onde parte do potencial biotecnolégico
das bactérias isoladas foi avaliado.

Devido a complexidade que envolve 0 acesso aos animais silvestres para a
obtencdo de amostras, a execugdo desta etapa foi viabilizada através de uma
parceria entre a Fundacdo Parque Zooldgico de S&o Paulo e o Programa de
Conservacdo Mamiferos do Cerrado, cujo responsavel € membro da Universidade
Federal de Goias e vinculado & Universidade Federal de Uberlandia. Diante do
exposto, a apresentacdo de certificado de aprovacdo do Comité de Etica emitido

pelas Instituicbes mencionadas, se justifica.
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CAPITULO | - DIVERSIDADE BACTERIANA EM CAVIDADE ORAL E RETAL DE
CANIDEOS

1 INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, de grande importancia
biologica e de alta biodiversidade, porém somente 7% do bioma é protegido por
Unidades de Conservagcdo (CORREA et al, 2020). Devido a intensa ocupa¢éo
humana, estima-se que cerca de 50% da vegetacdo nativa tenha sido substituida
por pastagens para a criagdo de gado e aréas agricolas, podendo ocasionar uma
intensa reducdo da biodiversidade (FERRAZ-ALMEIDA & DA MOTTA, 2020;
MATOSAK, et al., 2022)

A regido do Cerrado possui estagdes do ano muito bem definidas, divididas
em Umida e quente ou seca e fria, caracteristica que pode interferir na
disponibilidade de alimentos aos animais que ali vivem e consequentemente, em sua
dieta (LEMOS & FACURE, 2011).

O sudeste do estado de Goiés estéd presente no centro deste Bioma e sofre
com o impacto da acdo humana. Essa &area pode ser caracterizada como um
mosaico de fitofisionomias, compreendido por pastos abertos a vegetacdo mais
densa e com possivel presenca de fragmentos remanescentes de Mata Atlantica.
Mesmo com estes impactos e a grande presenga de pastos para a criagdo de gado
na regido é possivel encontrar uma diversidade de carnivoros como o lobo-guaré
(Chrysocyon brachyurus), a onga-parda (Puma concolor), a jaguatirica (Leopardus
pardalis), o gato-mourisco (Puma yagouaroundi), a raposa-do-campo (Lycalopex
vetulus) e o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (LEMOS et al., 2011).

Embora nenhuma das espécies de canideos esteja classificada como
ameacadas de extin¢do, todas estdo sob algum grau de vulnerabilidade e sofrem
com a perda de habitat e acdo antropica. Cachorro-do-mato e raposa-do-campo, por
exemplo, vivem sob ameagas como envenenamento, perseguicdo por cées
domésticos e atropelamentos (LEMOS et al., 2011).

As populagdes naturais também s8o ameacadas com a transmissdo de
patégenos interespecificas e, os canideos selvagens podem tanto sofrer declinios

atravées de doencas transmitidas por cdes domésticos, como ser altamente
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adaptadas ao ambiente antropizado, atuando como reservatério de doencgas
(AGUIRRE, 2009). Devido a essa preocupagao, muitos pesquisadores tém
desenvolvido trabalhos para a detec¢é@o de possiveis patdgenos, principalmente que
possam ser transmitidos por animais domésticos, como por exemplo, estudos
epidemiolégicos popula¢gdes naturais de animais selvagens, que contribuem para o
conhecimento da dindmica de transmissdo de patdgenos, ja que 60% das doencas
infecciosas emergentes sdo consideradas zoonoses (JONES et al., 2007).

Em 2004, um esforgo integrado entre pesquisadores de diversas &reas deu
origem ao conceito chamado One World, One heatlh, através do estabelecimento
dos principios de Manhattan, que foi atualizado em 2019, com a criacdo dos
principios de Berlim (GRUETZMACHER et al., 2021). Estes principios sugerem a
integracdo entre os estudos relacionados a saude animal, humana e ambiental,
visando melhorar o conhecimento e contribuir com a aplicacdo de solu¢des quando
se trata de doencas infecciosas emergentes, zoonoses, sensibilidade a antibitticos,
protecdo ambiental e seguranca alimentar (FRANK, 2008; GRUETZMACHER et al.,
2021).

Em relag@o a saude animal, existe uma grande preocupacdo com patégenos
generalistas que podem ser transmitidos de animais domésticos aos silvestres.
Exemplos bem conhecidos sdo os virus da raiva e da cinomose, que foram
responsaveis pelo declinio de populacdes de diversos canideos e felideos silvestres
como o céo selvagem africano, ledes, lobo-etiope (LAURESON et al., 2005).

Embora este tipo de estudo ainda seja restrito, de acordo com o levantamento
bibliogréfico realizado, estudos relacionados a doengas causadas por protozoarios e
virus sdo mais encontrados do que estudos com doengas bacterianas,
possivelmente pela dificuldade em se estabelecer um protocolo microbiolégico em
condi¢des adequadas durante as capturas a campo.

Contudo, o campo da microbiologia além de abranger estudos de patdgenos
em potencial, permite ainda compreender oS componentes da microbiota. A
microbiota do trato gastrintestinal, por exemplo, € um sistema complexo, modulado
por inumeros fatores e de dificil entendimento sobre as interacbes e funcdes dos
microrganismos que a compdem, portanto, 0 primeiro passo para sabermos seu
papel em individuos saudaveis ou doentes é descrevé-la (GARCIA-MAZCORRO &
MINAMOTO et al., 2013).

No contexto de contribuir com a conservagéo de animais silvestres por meio
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de pesquisa, a Fundagéo Parque Zoolégico de Sao Paulo (FPZSP) vem atuando em
diferentes projetos com atividades de campo (in situ) em parceria com o Programa
de Conservagdo Mamiferos do Cerrado (PCMC), grupo de pesquisa que atua no
Bioma Cerrado e reune esforcos de diferentes pesquisadores para promover a
conservacdo dos mamiferos da regido. Parte das atividades envolvem capturas e
monitoramento de canideos silvestres e avaliacdo da saude de cdes domésticos.

Nestas atividades sdo obtidos diferentes dados e amostras biolégicas
distribuidas para diversos projetos de pesquisa que visam contribuir com
informagdes sobre a epidemiologia e ecologia relacionada a esses animais. Com a
parceria entre FPZSP e PCMC, este trabalho tornou-se viavel devido ao acesso dos
animais para a obtencdo de amostras.

A abordagem deste estudo visa demonstrar a relacdo de microrganismos
encontrados em canideos silvestres e cdes domésticos de uma regido com intensa
atividade antropica e agrossistémica, atraves da descricdo de microrganismos
cultivveis, ressaltado a importancia de se implantar medidas de controle de

doencgas de canideos na regido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Canideos silvestres

As espécies de canideos silvestres que ocorrem naturalmente na regido
central do Brasil, caracterizada pelo bioma Cerrado sdo lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e raposa-do-campo (Lycalopex
vetulus). Embora a area amostrada neste trabalho venha sofrendo grandes
alteracbes através de acbOes antropicas pela criacdo de gado, ainda existem

fragmentos de areas de flora nativa.

2.1.1 Lobo-quara

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) possui atualmente uma populacdo de
aproximadamente 17.000 individuos, sendo que 90% dessa populagdo ocorre no
Brasil (PAULA & DEMATTEO, 2015). Apesar de a espécie ser classificada como
“Near threatened” ou quase ameacada pela lista vermelha de espécies ameacadas
estabelecida pela International Union for Conservation of Nature (IJUCN), as
populacdes naturais sdo ameacadas pela constante reducdo do seu habitat,
atropelamentos em estradas, conflitos com humanos e doengas transmitidas pelo
contato com animais domeésticos (PAULA & DEMATTEO, 2015).

O lobo-guaréd é considerado um animal onivoro, generalista, apresentando
uma dieta composta por 49% de itens de origem animal e 51% de origem vegetal em
estudos anteriores (CARVALHO, 1995).

Destaca-se o fato de os cdes domeésticos serem considerados uma séria
ameaca para as populacdes de lobo-guara, por serem estimulados a perseguir 0s
animais silvestres, o que muitas vezes resulta na morte do animal, e por atuarem
como reservatérios de diversos patdgenos em potencial para os lobos, porém a
dindmica epidemiolégica ainda ndo é muito bem esclarecida (PAULA & DEMATTEO,
2015). Estudo parasitolégico que analisou fezes de canideos em um Parque
Nacional demonstrou que todas as estruturas compativeis com parasitas
encontrados em amostras de cdes domeésticos também foram encontradas nas

amostras de lobo-guaréd (DIB et al., 2020).
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Em estudo anterior, uma populacéo de lobos-guard e de caes domésticos do
sudeste do Brasil foi amostrada e testada para importantes patégenos virais como o
virus da cinomose, 0 virus da parvovirose, adenovirus e coronavirus e foi verificada
uma alta prevaléncia de anticorpos nos dois grupos de animais (CURI, 2012), em
outro trabalho com lobos-guara, cachorros-do-mato e cédes domésticos de uma
mesma regido detectou sorologicamente animais de todas as espécies positivos
para Leishmaniose, importante doenga de carater zoonotico, indicando também que
pode haver a transmisséo de patégenos entre as populagdes de canideos selvagens
e caes domésticos (CURI, 2006).

2.1.2 Cachorro-do-mato

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) € uma espécie de canideo
classificada como “Least concern” ou pouco preocupante pela IUCN, pois ocorrem
em abundancia nas suas areas naturais. E uma espécie que estd presente na
maioria dos habitats e & adaptavel em &areas antropizadas, desflorestadas e onde ha
agricultura e sua maior ameaca € a transmissao de patdégenos através do contato
direto com cdes domésticos (LUCHERINI, 2015).

E considerada uma espécie oportunista que se alimenta principalmente de
frutas, artrbpodes e pequenos vertebrados, que forrageiam aos pares na estacéo
chuvosa, se alimentado principalmente de frutas e insetos e na estagdo seca
apresentam hébitos de forrageio solitario, predando pequenos mamiferos (LEMOS,
2011).

Na percepcdo de pessoas que vivem em dareas rurais sobrepostas aos
ambientes em que essa espécie vive, estes sdo considerados principalmente
predadores de pequenos animais domésticos (SILVA et al., 2020).

Trabalhos relatados a seguir demonstram uma evidéncia da expansdo de
atividades antropicas em é&reas de ocorréncia do cachorro-do-mato e possivel
contato com animais domeésticos da regiéo.

Um estudo realizado em Minas Gerais encontrou Dipylidium caninum, um
cestédeo comumente encontrado em caes e gatos domésticos, em intestino de um
individuo da espécie, demonstrando possivel contato com animais domeésticos
(VIEIRA et al.,, 2012). Outro estudo detectou animais mantidos em zooldgico

sorologicamente positivos para Leishmania sp., importante patégeno de carater
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zoondtico, amplamente distribuido no mundo (JUSI et al., 2011).

Sobre patégenos virais, foram detectados alguns virus comumente
encontrados em cdes domésticos, como o Parvovirus canino (SPERA et al., 2020) e
0 Astrovirus canino (Mamastovirus 5) em individuos de vida livre (ALVES et al.,
2018).

Em relacdo a estudos envolvendo a pesquisa bacteriana, foi relatado a
presenca de Salmonella spp., em animais cativos, evidenciando possivel
contaminagédo por fonte alimentar, seja por presa oferecida na dieta ou por animais
que podem adentrar o recinto (LIMA et al, 2012) e em um criadouro
conservacionista foram encontrados: Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella
sp., Pseudomonas sp. e Salmonella sp., em dois animais sem sinais clinicos
(GOMES et al., 2011).

2.1.3 Raposa-do-campo

A raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) é endémica do Brasil, ocorrendo no
bioma Cerrado em areas de transicdo do Pantanal. Esta espécie é bem adaptada
em areas com agdo antropogénica e raramente é avistada em areas de floresta
densa e embora seja abundante na regido, seu habitat vem sendo intensamente
destruido pelo interesse em agricultura, portanto é classificada pela IUCN como
“Near threatned”, ou seja, quase ameacada (LEMOS et al., 2020).

Trata-se de um animal onivoro, que tem os cupins como base de sua dieta,
porém se alimentam de outros insetos, frutas e pequenos animais e ao contrario da
percepcdo que se tém, aves domésticas sdo praticamente ausentes na dieta destes
animais (LEMOS et al., 2020). Além da perseguicdo humana para prote¢do de suas
aves de criagdo, o ataque de cdes domésticos e os atropelamentos também séo
responsaveis pela diminuicdo das populagbes naturais de raposa-do-campo
(LEMOS et al., 2020).

2.1.4 Cées domésticos

Derivados do lobo-cinzento (Canis lupus), os cdes domeésticos (Canis lupus
familiares) que vivem em &reas rurais sdo classificados como animais mantidos por
seus donos, mas ndo séo confinados em suas habita¢cdes ou proibidos de acessar a
area externa e suas atividades podem estimular o contato com os animais silvestres
(VANAK & GOMPPER, 2009).
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Esta interacdo pode ocorrer de diferentes formas e causar impactos negativos
em populagdes silvestres, seja pela competicdo por alimento e area ou por serem
potenciais reservatérios de patdégenos (VANAK & GOMPPER, 2009).

Entre os patdgenos compartilhados entre cdes domésticos e os canideos
silvestres podemos destacar os virus da raiva, cinomose, parvovirose canina,
coronavirus canino, adenovirus canino e astrovirus canino (FURTADO et al., 2016;
WEBER et al., 2020). Tais informagfes foram melhor evidenciadas em estudo do
viroma de Cerdocyon thous e Lycalopex gymnocercus, vitimas de atropelamento no
Rio Grande do Sul, Brasil e Uruguai, onde foi demonstrado amostras positivas para
o virus da cinomose em C. thous, parvovirus canino em ambas as espécies,
bocavirus canino em L. gymnocercus (WEBER et al., 2020) e em relato de um
animal que apresentava sinais clinicos de cinomose em que a andlise filogenética do
virus apresentou alta similaridade aos encontrados em caes domésticos (MEGID et
al., 2010). Também h4 relatos de prevaléncia de protozoarios como Toxoplasma
gondii, Neospora caninum e Leishmania chagasi em ambas as espécies (ALMEIDA
et al., 2018).

No que se refere a bactérias, um estudo realizado com animais de vida livre
no Rio Grande do Sul, detectou o género Rickettsia e Bartonella em pulgas que
infestavam os individuos capturados, demonstrando uma exposicdo a
microrganismos ainda néo relatados (SCHOTT et al., 2019).

Clostridium perfringens tipo A, um microrganismo comumente associado a
microbiota de animais domésticos foi identificado em fezes de cachorro-do-mato,
raposa-do-campo e lobo-guard, porém Clostridium difficile, foi encontrado apenas
em animais que estavam sob o uso de antibidticos, sugerindo uma colonizacao
importante nestas condi¢fes, indicando que esta espécie bacteriana possa ser
importante causadora de quadros de diarreias em animais cativos, principalmente
sob antibioticoterapia (SILVA et al., 2014).

Em relacdo a composi¢do da microbiota, muitos estudos sdo realizados em
cdes domesticos, em diferentes condicdes, principalmente pelo fato de ser o
principal animal de companhia com contato muito proximo aos seus donos, podendo
compartilhar microrganismos da microbiota (SONG et al., 2013). H& evidéncias que
a composicéo da microbiota foi sendo alterada durante o processo de domesticagao
de Canis lupus e atualmente tem diferentes funcBes nos cées domeésticos e
silvestres (LYU et al., 2018).
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2.2 Diversidade microbiana e patdgenos em canideos silvestres

A importéancia de se estudar a diversidade microbiana em tratos
gastrointestinais deve-se ao fato de a microbiota possuir um grande papel na
manutenc¢do da saude do hospedeiro, através da producao de vitaminas especificas,
protecdo contra patégenos, regulacdo de metabolismo, imunidade, entre outros
(ZHANG et al., 2014). Estudos em humanos reportam a relagéo da microbiota com
inflamacdes cronicas, diabetes, alergias, obesidade e doengas degenerativas como
Alzheimer e Parkinson (HIERGEIST et al., 2015; AMBROSINI et al., 2019). Em
mamiferos, a composi¢do da microbiota é estabelecida durante o desenvolvimento,
mas pode ser modulada por diversos fatores como a dieta, sexo, idade, condi¢des
corporais, entre outros (BYKOVA et al., 2020; SCARSELLA et al., 2020a;
SCARSELLA et al., 2020b; CHUN et al., 2020).

De acordo com a busca de relatos na literatura, os estudos dos
microrganismos que possam ameacar as populacdes naturais de canideos s&o
escassos e limitados a poucos animais amostrados ou comparativos com animais
mantidos sob cuidados humanos e serdo mencionados a seguir.

A microbiota dos lobos-guara de cativeiro foi avaliada em estudo com vinte e
quatro individuos mantidos em zoolégicos no Estado de S&o Paulo, no qual foi
detectado o género Salmonella sp. em seis animais e as espécies encontradas
foram: Escherichia coli (96%), Enterobacter sp. (21%), Proteus vulgaris (8%),
Proteus mirabilis (88%), Providencia rettgeri e P. stuartii (4% cada), C. freundii
(54%), Hafnia alvei (4%) e Alcaligenes faecalis (8%). (GILIOLI & SILVA, 2000). Outro
estudo direcionado para bactérias gastrintestinais no Reino Unido identificou
Campylobacter lari e Yesrsinia enterocolitica em lobos-guard mantidos em
zoologicos (STIRLING et al., 2008).

Estudo realizado na Serra da Canastra, Minas Gerais, com amostras de dois
lobos-guara silvestres e seis animais provenientes de instituicdes que mantém
animais sob cuidados humanos, demonstrou que o contato direto ou indireto com
humanos ou seus subprodutos pode interferir no perfil de resisténcia das bactérias
isoladas nesses animais (VIEIRA-DA-MOTTA et al., 2013). Neste mesmo estudo
foram encontrados na cavidade oral dos animais de vida livre: E. coli, P. vulgaris,

Staphylococcus Coagulase Negativa e Micrococcus sp. e em animais de cativeiro:
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todos acima e S. intermedius. (VIEIRA-DA-MOTTA et al., 2013).

Em relagdo aos estudos realizados com amostras de cachorro-do-mato, fezes
de dois individuos de um criadouro conservacionista em Palmas, Tocantins, detectou
as espécies Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas sp. e
Salmonella sp. (GOMES et al.,, 2011) e em amostras de swabs retais de nove
individuos mantidos em um zoolégico em Recife, PE detectou-se o género
Salmonella em seis animais (LIMA, 2012).

Até o0 momento, ndo existem relatos de estudos envolvendo a microbiota de
raposas-do-campo, provavelmente pelo fato de existirem somente 28 individuos
mantidos sob cuidados humanos - Zooldgico de Ribeirdo preto (2), Zooldgico de Sdo
Paulo (2), Zoolégico de Americana (8), Zooldgico de Brusque (2), Zooldgico de
Piracicaba (6) e Zooldgico da Unisep (Unido de Ensino do Sudoeste do Parana), em
Dois vizinhos (6) (Dados n&o publicados).

Por outro lado, muitos trabalhos sé&o realizados para analisar a microbiota dos
cdes domésticos. A grande quantidade de estudos envolvendo a microbiota de caes
domésticos €, provavelmente, estimulada pelo contato direto com os humanos. Essa
relagdo dos seres humanos com cdes domésticos como animais de estimacao
promove o compartilhamento da diversidade de microrganismos presentes na pele,
por exemplo, porém o0 mesmo ndo ocorre com a microbiota oral e intestinal
(ELLIOTT et al., 2005; SONG et al., 2013; LEHTIMAKI et al., 2020).

O microbioma fecal de cdes domésticos que apresentam alguma disfungéo
trato gastrointestinais é diferente do microbioma fecal de cdes domésticos saudaveis
(SUCHODOLSKI et al., 2012) e a dieta demonstra ser um importante fator para a
mudanc¢a da composicdo do microbioma fecal nestes animais (HANG et al, 2012).
Animais com dieta composta por altos niveis de carboidrato, proteina ou se
alimentam de racdo seca comercial apresentam uma composicdo de
microrganismos no trato gastrointestinal significantemente diferente (HANG et al,
2012).

2.3 Técnicas para identificagdo de microrganismos

Atualmente, existem varias ferramentas disponiveis para identificar os
microrganismos que participam da microbiota humana e animal e cada técnica
apresenta suas vantagens e desvantagens (GARCIA-MAZCORRO & MINAMOTO,
2013).
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Tradicionalmente, a identificagdo de um microrganismo depende da promogéo
do crescimento em meios de cultura, seguidos de diferentes testes fenotipicos.
Porém, com o avanco do conhecimento em Biologia Molecular, houve o
desenvolvimento de diferentes técnicas (ABAYASEKARA et al., 2017). Com o
desenvolvimento das técnicas moleculares, os estudos de metagendmica se
tornaram populares. O principio bésico da metagendnica é analisar o DNA extraido
diretamente da amostra de interesse e n&o dos isolados obtidos através de cultivos
(HIERGEIST et al., 2015). Desta forma, essa abordagem permite obter uma grande
quantidade de dados sobre a diversidade de microrganismos néo cultivaveis,
reforcando a informag&o de que somente 1% dos microrganismos seria cultivavel, ou
seja, 99% dos microrganismos existentes ndo poderiam ser acessados atraves de
técnicas de cultivo (AMANN et al 1995; HORNG et al, 2018). Com essas
informacgdes, houve a tendéncia de diminuir a aplicacdo das técnicas dependentes
de cultivo para avaliagdo da diversidade de microrganismos. No entanto, verificou-se
que a metagendmica também apresenta suas limitacdes, pois diferentes métodos de
extracdo de DNA e regifes alvo estudadas, bem como uma baixa sensibilidade em
detectar determinados géneros bacterianos podem gerar um viés nos resultados
(LAGIER et al., 2015).

Estudos mais recentes demonstram que 70% dos microrganismos
identificados por pirosequenciamento, técnica de sequenciamento génico que ja foi
muito utilizada em projetos de metagendmica, poderiam ser cultivados utilizando
uma combinagdo de meios de cultura variados e que o percentual de espécies ndo
cultiviveis séo inferiores a 99%, porém ainda estamos muito longe de cultivar a
maioria desses microrganismos (GOODMAN et al., 2011; GARCIA-MAZCORRO &
MINAMOTO, 2013; MOLINA-MENOR, 2021).

Devido a grande discussdo sobre a sensibilidade das técnicas dependentes
de cultivo a abordagem através da culturébmica tem sido testada e difundida em
estudos recentes. A culturdmica envolve o uso de meios de cultura com diferentes
composicdes e condigbes de cultivo que, aliado a identificacdo através de MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight), podem promover o
acesso a novas espécies de microrganismos (LAGIER et al., 2015). MALDI-TOF é
uma técnica de espectrometria de massas que pode ser utilizada para a

identificacdo de microganismos baseado na andlise espécie-especifica do espectro
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de massas de peptideos e proteinas (VAN VEEN et al., 2010).

A combinagéo da culturdmica com a técnica de MALDI-TOF tem sido aplicada
em diversos estudos e, apesar de detectar uma diversidade inferior de taxons
quando comparada a metagendmica, tem demonstrado que é possivel acessar
microrganismos nao detectados através de metagendmica e, além disso, que
somente 15% das espécies bacterianas sé&o identificadas concomitantemente,
quando sdo ambas as técnicas sado realizadas em paralelo (PEREIRA et al., 2020;
PEREIRA &CUNHA, 2020). Diante disso, estudos recentes sugerem o uso de ambas
as técnicas, que sdo complementares (FENSKE et al., 2020)

2.4 Programa de Conservacdo Mamiferos do Cerrado

Os esforcos do PCMC ao longo dos ultimos anos vém gerando um material
cientifico de grande valor para o entendimento da relag@o entre os animais silvestres
e domeésticos da regido. Um levantamento de espécies de carrapatos encontrados
nas mesmas especies de animais amostrados e na mesma regido estudada neste
trabalho demonstra que espécies de carrapatos normalmente associadas a animais
domésticos foram encontradas em animais silvestres enquanto cdes domésticos
estavam infestados com espécies de carrapatos tipicos da fauna silvestre,
demonstrando um possivel fluxo de vetores entre os grupos de animais (RAMOS et
al., 2020).

Em outro estudo, com amostras obtidas dos mesmos animais deste projeto,
foram detectadas infecgdes por Trypanosoma cruzi em raposa-do-campo, cachorro-
do-mato e cdo domeéstico e por Leishmania spp. em cachorro-do-mato e lobo-guara,
demonstrando que canideos silvestres e domésticos estdo infectados em uma
mesma area (BRANDAO et al., 2020). Além disso, € relatado que a taxa de infeccéo
em raposas-do-campo é duas vezes maior que em cachorro-do-mato, possivelmente
devido as suas caracteristicas ecoldgicas, sendo o Unico canideo neotropical com
uma dieta predominantemente insetivora e a Unica espécie entre as trés a
frequentemente utilizar as tocas de tatus, ambiente conhecido por manter alguns
vetores na area estudada (ROCHA et al., 2013).

Através dessas pesquisas realizadas pelo PCMC é possivel elaborar
protocolos para medidas de controle de transmissdo de doencas de canideos

domésticos para os silvestres e cada uma delas possui suas vantagens e
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desvantagens. A reducdo da incidéncia de doengas, tanto nas espécies
consideradas reservatérios quanto nas espécies alvo; a redugéo da transmisséo de
doengas entre as espécies através de barreiras fisicas sdo exemplos de estratégias
gue podem ser abordadas (LAURESSON et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a composi¢ao bacteriana em cavidade oral e retal de Cerdocyon
thous, Lycalopex vetulus e Chrysocyon brachyurus in situ e de caes domésticos

(Canis lupus familiaris).

3.2 Objetivos especificos

e Através da parceria entre FPZSP e PCMC, obter amostras de swabs orais
e retais das espécies silvestres mencionadas e cdes domeésticos da mesma
regiao;

e |solar e preservar microrganismos de cavidade oral e retal das espécies
mencionadas, estabelecendo uma colegdo de microrganismos;

e Descrever a diversidade bacteriana em amostras de canideos silvestres in

situ e cdes domésticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O trabalho foi realizado em parceria com o PCMC, que desde 2009 direciona
esforcos para promover a conservacao de canideos e felideos em Goias e Minas
Gerais, por meio de pesquisas in situ e colaboragdes com diversas instituicdes de
pesquisa (Canids.org, 2021), tendo sido o estudo conduzido em &reas de fazenda de
gado na regido do Limoeiro, municipio de Cumari (18°15’'S, 48°09'W), Estado de
Goias (Figura 1). Embora a éarea esteja em sua grande maioria coberta por
pastagem (Brachiaria sp.), ainda existem fragmentos da vegetacéo inicial. A regido é
caracterizada por um clima dividido em duas estacdes bem definidas: quente e
Uumida de outubro a marco e fria e seca de abril a setembro (SANO & ALMEIDA,
1998).

Figura 1 — Mapa da regiao do Municipio de Cumari (GOOGLE, 2021)

4.2 Animais amostrados

Os animais foram selecionados aleatoriamente durante os procedimentos de
captura e sdo pertencentes as espécies: cachorro-do-mato (Cerdocyon thous),
raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) e lobo-guara (Chrysocyon brachyurus).

Também foram amostrados os cdes domeésticos (Canis lupus familiaris) que vivem
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junto as familias que habitam as fazendas de gado na regido.

4.3 Captura dos animais

A captura dos animais foi realizada pelos pesquisadores do PCMC de acordo
com os protocolos pré-estabelecidos, através de armadilhas do tipo box com iscas
(frango cozido ou sardinha), distribuidas em pontos estrategicamente posicionados.
Os locais de armadilhagem foram selecionados a partir da presenca de vestigios,
como rastros e fezes e de observagbes diretas das espécies alvo do estudo. As
armadilnas eram checadas diariamente, pela manha, e se houvesse algum animal
capturado, o procedimento de anestesia era iniciado. Caso ndo houvesse nenhum
animal, a isca era substituida, quando necessario.

Em caso de captura de algum individuo, prosseguia-se com o protocolo de
anestesia, realizado por um Médico Veterinério, por meio de injecdo intramuscular
de uma associagdo de farmacos, conforme protocolo previamente estabelecido. O
animal sedado era posicionado em uma mesa de procedimentos para inicio das
coletas de amostras e, durante todo o periodo, o animal tinha todos os parametros
vitais monitorado por um Médico Veterinario.

Os procedimentos de captura e manipulagdo dos animais seguiram as
recomendagdes do guia de captura e manejo aprovado pelo Comité da Sociedade
Americana de Cuidado e Uso Animal de Mamiferos (SIKES & GANNON., 2011).
Técnicas adequadas de biosseguranca e equipamentos de protecao individual foram
utilizados durante os procedimentos de coleta e manuseio das amostras bioldgicas.
A captura e coleta de amostras bioldégicas dos carnivoros selvagens estdo

autorizadas pelo SISBIO sob a licenga nimero 14576-4.

4.4 Amostragem de cdes domésticos

E de conhecimento comum que nas fazendas de gado da regido do Limoeiro,
Cumari, Goias, muitas familias mantém caes domésticos livres, com a finalidade de
protecdo e seguranca. Estes animais tém o habito de transitar livremente em toda a
drea de fazenda e de vegetacdo nativa. Diante disso, Bi6logos e Médicos
Veterinarios do PCMC realizaram uma abordagem amistosa as familias, explicando

a origem e finalidade do projeto, bem como o papel da FPZSP e do PCMC na
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regido. A importdncia da manutencdo da saude dos animais domésticos para a
conservagdo da fauna foi mencionada explicada aos moradores que, mediante a
uma autorizagdo por escrito, permitiram a realizagdo das avaliagdes clinicas e coleta

de amostras dos cdes domésticos.

4.5 Coleta e acondicionamento de amostras

Com a colaboragéo dos pesquisadores do PCMC as amostras de cavidade
oral e retal foram colhidas de todos os animais. Para a obtengdo da amostra de
cavidade oral, um swab foi introduzido na cavidade e friccionado pelas regides:
gengival, dental, mucosas laterais, palato, lingual e sublingual. Para a coleta de
amostra retal, outro swab foi introduzido pela cavidade anal do animal e foi realizado
movimento de rotacdo por 30 segundos. Ambos os swabs foram acondicionados em
meio de transporte Stuart (ABSORVE, CRAL) e mantidos refrigerados de 2° a 8°C

até o envio ao laboratério de campo.

4.6 Cultivo, isolamento e preservagao dos microrganismos

O alojamento de pesquisadores do PCMC conta com uma sala exclusiva para
0 processamento das amostras, denominada de Laboratorio de campo. Antes do
inicio deste projeto, a sala foi adaptada e um projeto piloto foi realizado para o
estabelecimento do protocolo de processamento das amostras microbioldgicas. No
Laboratorio de campo, antes de iniciar o processamento das amostras, a sala era
fechada e as bancadas eram limpas com etanol 70%. Neste momento sO era
permitida a permanéncia da pessoa responsavel por processamento das amostras,
devidamente paramentado com avental, luva de procedimentos e mascara.

Os swabs foram inoculados em diferentes meios de cultura com a finalidade
de utilizar os meios mais adequados e capazes de promover 0 crescimento de uma
ampla diversidade de bactérias como o Tryptic Soy Agar (TSA) e Agar Sangue de
carneiro 5%. Para as amostras retais também foi utilizado o Agar de cistina lactose
deficiente em eletrdlitos (CLED). As amostras foram semeadas pela técnica de
esgotamento por estrias para a obtencéo de colbnias puras (TORTORA et al., 2012).

Para determinar a logistica de envio de amostras para a FPZSP, testaram-se

duas condigdes de incubagdo dos meios de cultura: a primeira, mantendo-se 0s
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meios de cultura inoculados em geladeira e posteriormente incubados em estufa a
36°C +/- 2°C e a segunda, incubando os meios de cultura inoculados diretamente
36°C +/- 2°C. Como nao houve diferenga na diversidade de colonias bacterianas
obtidas e houve o isolamento de bactérias fastidiosas na primeira situacao, optou-se
por esta condicdo. Desta forma, os meios de cultura confeccionados no Laboratorio
de Microbiologia da FPZSP eram enviados ao Laboratério de campo e mantidos em
geladeira (2°C a 8°C) até o momento do processamento.

Os meios de cultura selecionados eram previamente retirados da geladeira,
as amostras inoculadas e sequencialmente realizada a técnica de esgotamento por
estrias, a fim de obter-se o isolamento de colonias. Posteriormente as placas
inoculadas eram colocadas em geladeira para evitar-se a contaminagao e enviadas
ao Laboratorio de Microbiologia da FPZSP, via transporte rodoviario em caixa de
isopor, para dar continuidade ao processamento das amostras.

As placas, ao chegarem as dependéncias da Fundag&o, eram incubadas em
estufa incubadora (QUIMIS, modelo Q316M4) a 35°C +/- 2°C por até 48 horas. Apos
a verificagdo do crescimento bacteriano, foram observadas as diferentes
caracteristicas morfologicas das coldnias, que foram repicadas em novas placas
contendo o meio TSA e incubadas a 35+/-2 °C, por 24 a 48 horas. Apdés o
isolamento, foi realizada a caracterizagdo morfolégica de colbnias, na qual aspectos
fisicos das colbnias, como tamanho, superficie, pigmento, entre outros, foram
registrados, com objetivo de garantir a confiabilidade na posterior reativagédo de cada
isolado (Apéndice A).

Para identificagdo e composi¢céo de uma coleg&o de microrganismos, todos os
isolados bacterianos obtidos foram preservados em triplicata por meio de
ultracongelamento, utilizando-se o glicerol como crioprotetor para minimizar danos
as estruturas celulares e garantir a viabilidade por mais tempo (QUINN et al., 2005).
Para isso, uma a duas colonias foram inoculadas em caldo Tryptic Soy Broth (TSB) e
incubadas a 35+/- 2 °C sob agitagdo de 120 rpm, por 24 horas. Apos o periodo de
incubacéo, 0,5 mL do caldo foi adicionado a 0,5 mL de glicerol a 20% em criotubo
estéril e o congelamento gradual foi realizado. Todos os isolados bacterianos estéo
mantidos na Cole¢cédo de Culturas de Microrganismos da FPZSP e o seu acesso
registrado perante o Conselho de Gestdo ao Patriménio Genético (CGen), através
do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), sob o cadastro AB88CD4.
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4.7 ldentificagdo dos microrganismos

A técnica selecionada para a identificac@o das bactérias isoladas neste estudo
foi espectrometria de massas, utilizando-se o equipamento MALDI-Biotyper®
(Bruker®), pertencente a Universidade Federal de Séo Paulo, campus Diadema, sob
a responsabilidade da Profa. Dra. Monica Telles.

Em casos em que nao foi possivel a identificacdo em nivel de género e o
isolado apresentou algum potencial biotecnolégico, a ser abordado posteriormente,
foi realizada a identificacdo utilizando o sequenciamento génico, que sera descrita a

seqguir.

4.7.1 Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight (MALDI-TOF)

Para a identificacdo bacteriana utilizando a técnica de MALDI-TOF, os
isolados criopreservados foram reativados através da inoculagdo em meio TSA e
utilizando-se a cultura fresca e recente (com crescimento até 24 horas), procedeu-se
com a metodologia descrita por VAN VEEN et al., 2010.

Desta forma, foram testadas em triplicata todas as culturas bacterianas,
incluindo as cepas de Escherichia coli ATCC 25922, utilizada para calibragéo e
controle e de Staphylococcus aureus ATCC 25923, utilizada como controle. As cepas
padrbes foram aplicadas em todas as leituras e em diferentes pontos da placa com o
intuito de verificar se a aquisi¢cdo do espectro das moléculas era uniforme em toda a
placa, além de validar os resultados através de espécies conhecidas.

Inicialmente, utilizou-se a metodologia de leitura direta, na qual uma porcao
da coldnia foi diretamente depositada na placa de leitura do equipamento e quando
ndo foi possivel a identificagdo através da metodologia direta, os isolados foram
submetidos ao pré-tratamento e testados novamente. O pré-tratamento consistia em
ressuspender uma col6nia do isolado a ser testado em 300 pL de agua destilada,
adicionar 900 pL de etanol absoluto e centrifugar (14.000g x 2 minutos). Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante era descartado e aguardava-se a secagem completa
do sedimento. 25 pL de 4cido formico (70% e 25 pL de acetonitrila eram adicionados

ao sedimento, homogeneizado e a solugdo era submetida a centrifugagéo
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novamente (14.000 g x 2 minutos). Um volume de 1 pL do sobrenadante era
aplicado na placa de leitura do equipamento. Em ambas as metodologias, apos
serem aplicadas na placa em triplicada, foi adicionado 1 yL de matriz ionizante (a-
Cyano-4-hydroxycinnamic acid, Sigma-Aldrich, catalogo #39468), ressuspendida em
50% de acetonitrila e 2,5% de &cido trifluoracético (VAN VEEN et al., 2010).

Os espectros gerados foram obtidos utilizando-se o software FlexControl 3.4 e
analisados através do software Realtime Classification. De acordo com o
preconizado pela técnica, isolados classificados com escore acima de 1.700 sdo
considerados como provavel género, acima de 2.000, como provavel espécie e
acima de 2.300, como espécie confiavel. As leituras com o escore abaixo de 1.700

ndo geram resultados de identificagao.

4.7.2 Extracdo do DNA Genbmico

Apos a identificag@o através de MALDI-TOF, os isolados selecionados para as
andlises moleculares foram submetidos a extracdo do DNA gen6mico utilizando-se o
kit Wizard Genomic DNA Purification Kit®, catdlogo nimero #A1120, Promega®,
seguindo as recomendacgdes do fabricante. A integridade e a concentracdo do DNA

foram avaliadas em espectrofotometro NanoVue Plus® (GE HealthCare®).

4.7.3 Amplificacdo dos fragmentos de 16S rRNA

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada através de uma reacgdo de
polimerase em cadeia (PCR) com o uso dos iniciadores 27F
(5"AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3") e 1401R (5 CGGTGTGTACAAGACCC 3"
(LANE, 1991) para a obtencdo de sequéncias das regides V1 a V9 deste gene.
Foram adicionados a reagéo: 1X de tampédo da enzima, que continha 20mM de Tris-
HCI, pH 8,4 e 50mM de KCI; 1,5 mM de MgCl,; 200uM de dNTP’s; 30-50 ng de DNA
gendmico; 0,2 uM de primers, 2U de Taq polimerase (Invitrogen) e 4gua para ajustar
o volume final da reacdo. A reagdo de PCR foi realizada em termociclador
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®) na seguinte configuragao:
desnaturacgéo inicial de 95°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos com desnaturagao
a 95°C por 15 segundos; anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 3

minutos. Ao fim dos 40 ciclos, foi realizada uma etapa de extensao final a 72°C por
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10 minutos.

4.7.4 Purificacdo dos fragmentos de PCR

Para a purificagdo dos produtos da PCR utilizou-se o kit GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (Cytiva™), e o procedimento foi realizado de acordo com as

instru¢des do fabricante.

4.7.5 Sequenciamento do gene 16S rRNA

A reacdo para o sequenciamento génico foi preparada utilizando-se 20-30
ng/pL do produto purificado para cada primer a 5 pM. Os primers utilizados foram os
mesmos descritos na PCR e adicionalmente o 782R (5’ ACAGGGTATCTAATCCTGT
3"). O sequenciamento foi realizado através da contratacdo dos servicos do Centro
de Estudos do Genoma Humanos e Células Tronco, USP, em equipamento ABI 3730
DNA Analyser (Applied Biosystems, Massachusetts, EUA), utilizando o kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing e os resultados recebidos em formato
ABI.

4.7.6 Andlises de Bioinformatica

As sequéncias de DNA do gene amplificado obtidas através de
sequenciamento génico foram analisadas utilizando-se o software ChormasPro
2.1.10 (Technelysium Pty Ltda®©). A qualidade das sequéncias foi verificada e as
sequéncias foram alinhadas para a montagem das sequéncias consenso.

As sequéncias consenso obtidas foram submetidas a analise através da
ferramenta on-line Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®) para a orientagéo e
um melhor direcionamento das andlises filogenéticas.

O resultado da anélise com BLAST® apresentou o género com uma maior
proximidade filogenética com os isolados analisados. Diante disso, foi realizado
levantamento de todas as espécies pertencentes a este géneroutilizando-se o banco
de dados da List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN)
(PARTE et al., 2020). A sele¢céo das espécies a serem incluidas na analise levou em

consideragdo: (1) a validagdo da nomenclatura perante o International Code of
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Nomenclature of Prokaryotes (ICNP), (2) espécies descritas e publicadas
recentemente que ainda ndo haviam sido validadas pelo ICNP, (3) disponibilidade de
sequéncias do gene a ser analisado em bancos de dados e (4) limite minimo
estipulado de nucleotideos das sequéncias obtidas. A espécie Staphylococcus
aureus foi selecionada como outgroup, por se tratar de um taxon filogeneticamente
distante. As analises, que foram divididas trés etapas: a primeira, referente a anélise
inicial com todas as espécies e as segunda e terceira etapas com espeécies
selecionadas a partir de um valor de corte estipulado. As sequéncias de 16S rRNA
de cada espécie foram obtidas a partir de sequéncias depositadas no GenBank®.

Para as analises filogenéticas, todas as sequéncias obtidas das espécies do
género selecionado participaram da analise. Apdés a selecdo e obtencdo de
sequéncias nucleotidicas das espécies a serem avaliadas em formato FASTA, o
material obtido foi analisado através do software Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGAX 10.2.6). O método ClustalW (ALTSCHUL et al., 1990) foi utilizado
para o alinhamento mdultiplo entre as sequéncias das amostras, das espécies
pertencentes ao género com melhor resultado no BLAST® e do outgroup.

Para a inferéncia filogenética, o software MEGAX 10.2.6 foi utilizado para
todas as analises. A matriz de distancia foi construida, a partir dos dados do
alinhamento mdltiplo, utilizando-se a distancia p como modelo de substituig&o.

Para a construcdo das arvores filogenéticas, utilizou-se o método de
Neighbour-joining, a distancia p como modelo de substituicdo e bootstrap com 1000
réplicas como teste de confianca.

Posteriormente, foram considerados os resultados da matriz de similaridade
para o estabelecimento de valores de cortes para a selecdo de espécies e as
topologias de é&rvores foram geradas utilizando trés métodos diferentes: Maxima
Parcimbnia, Madxima Verossimilhanca e Neighbour-joining. O modelo de substituicdo
para os métodos de Maxima Verossimilhanga e Neighbour-joining foram Kimura-2-
parametros e distancia p, respectivamente e o teste de confianga utilizado para

todos os métodos foi bootstrap com 1000 réplicas.

4.7.10 Analise de Multilocus Seqguence Analysis (MLSA)

Os genes constitutivos (housekeeping) foram escolhidos com base na revisao

da literatura, sendo amplamente utilizado para inferéncias filogenéticas do género
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Pseudomonas. Os genes rpoB, rpoD, gyrB foram amplificados utilizando-se primers
descritos previamente (Tabela 1).

A amplificacdo dos genes rpoB e rpoD foi realizada através de PCR, onde
cada reacdo continha: 1X de GoTaq®Green Master Mix (Promega Corporation),
0,4uM dos primers foward e reverse, 50ng de DNA e agua para ajustar o volume da
reacdo. As reagOes foram realizadas em termociclador Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems®) na seguinte configuragéo: desnaturagao inicial por 2
minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 60°C
e 61°C para rpoB e rpoD, respectivamente, por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto. Ao final dos 40 ciclos, foi realizada uma etapa de extenséo final a 72° por 5
minutos.

Para a amplificacéo do gene gyrB foram utilizados para cada reagdo: 1,5 mM
de MgCl,, 1uM dos primers foward e reverse, 1X do tampao da enzima (20 mM Tris-
HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 2U de Tag polimerase (Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs
(cada), 50ng de DNA e agua para ajustar o volume da reagdo. A configuracdo da
reacdo em termociclador foi: desnaturagéo inicial por 2 minutos a 95°C, 40 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 1 minuto. Ao final dos 40 ciclos, foi realizada uma etapa de extenséo final a

72° por 5 minutos.

Tabela 1 - Primers utilizados para MLSA

Primer Sequéncia (5' - 3") Gene Tamanho Referéncia
LAPS5 TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT  rpoB 1229pb Tayeb et al.,
LAPS27 CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG 2005
PsSEG30F ATYGAAATCGCCAARCG rroD  760pb Mullet et al.,
PSEG790R  CGGTTGATKTCCTTGA 2009
UP1E CAGGAAACAGCTATGACCAYGSN gyrB 966pb Yamamoto

GGNGGNARTTYRA et al., 2000
APrU TGTAAACGACGGCCAGTGCNGG

RTCYTTYTCYTGRCA

by

As reacOes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% e
posteriormente corada com brometo de etidio para a verificagdo do tamanho dos
fragmentos através da visualizagdo em transiluminador (Loccus®) por luz UV.

Apos a visualizagdo dos fragmentos de DNA amplificados, foi realizada a
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purificacdo a partir do produto da reacdo de PCR ou do fragmento extraido
diretamente do gel de agarose, nos casos em que houve a visualizagcdo de bandas
inespecificas. O kit utilizado foi o GFX" PCR DNA and Gel Band Purification
(Cytiva™), e o procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante.

A reagdo para o sequenciamento génico foi preparada utilizando de 20 -
30ng/pL do produto purificado para cada primer a 5uM. O sequenciamento foi
realizado através da contratacdo de servicos, em equipamento ABI 3730 DNA
Analyser, utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing e os dados de
sequéncia recebidos em formato ABI.

As sequéncias de cada gene foram obtidas a partir de sequéncias
depositadas no GenBank® e a edicdo e montagem das sequéncias consenso foi
realizada conforme descrito no item 3.7.6 e o alinhamento de acordo com o item
3.7.9, separadamente para cada gene. Apds o alinhamento mdultiplo, as sequéncias
dos genes 16S rRNA, previamente analisado, e dos genes housekeeping rpoB, rpoD

e gyrB foram concatenados para analise de MLSA.

4.8 Testes fenotipicos

Para complementar as informacfes obtidas nos testes moleculares, foi
realizada a caracterizagdo fenotipica através de testes bioquimicos para cada
isolado analisado. Utilizou-se o kit APl 20NE® (BioMérieux®) de acordo com as
instrugdes do fabricante, para avaliar diferengas fenotipicas que possam auxiliar na
caracterizacdo dos isolados. Como controle da reacdo, uma cepa padréo também foi

analisada.

4.9 Compilacédo e analise dos dados

Utilizando-se o software RStudio, versdo 1.3.1093 (RSTUDIO, 2020) foi
elaborado um script, no qual foi realizado o calculo da composicéo e frequéncia de
géneros, familia e filo bacterianos por amostra e por hospedeiro e, posteriormente
foram construidos os graficos de barras. Os dados utilizados foram previamente
tratados, garantindo-se que isolados bacterianos nao identificados, com baixa

confiabilidade na identificagdo ndo fossem considerados.
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Para a visualizacdo de sobreposicdo de resultados entre os animais
estudados, construiu-se um diagrama de Venn por tipo de amostra, utilizando a

ferramenta on-line InteractiVenn, descrita por Heberle, et al. (2015).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencédo das amostras

Ao todo 177 coletas foram realizadas, de forma aleat6ria, de acordo com a
captura diaria dos animais e respeitando o protocolo estabelecido pelo PCMC.
Foram realizadas 65 coletas em cachorros-do-mato, 11 em lobos-guara, 30 em

raposas-do-campo e 71 em cdes domésticos.

5.2 Estabelecimento de protocolo para o processamento das amostras

A execucgao de um projeto piloto para o estabelecimento da metodologia a ser
utilizada neste projeto demonstrou grande importancia para o sucesso no isolamento
da diversidade de bactérias cultivaveis presente nas amostras. Nesta etapa,
observou-se o crescimento de Proteus sp., microrganismo movel, pertencente a
familia Enterobacteriaceae, amplamente distribuido no ambiente. Este género
bacteriano é encontrado no trato gastrointestinal de humanos e animais e possui a
habilidade de alongar-se, secretando polissacarideos, processo que € denominado
formacéo de véu, o que Ihe confere boa aderéncia e motilidade (JAMIL et al., 2020).
Devido a essa caracteristica do género Proteus, quando isolado em meios de cultura
convencionais, suas colonias podem encobrir as colénias de outras espeécies
presentes na amostra, impossibilitando o isolamento de diferentes espécies.

Portanto, a escolha de um meio de cultura que inibisse essa atividade de
Proteus sp., como o CLED, foi essencial. Este meio de cultura, que € comumente
utilizado na rotina de urocultura em laboratérios de analises clinicas humanas, além
de promover o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, possuli
uma baixa concentrag@o de ions, o que impede a formacdo do véu de Proteus sp.,
permitindo assim, um aumento na diversidade bacteriana isolada.

A utilizagdo do meio de cultura Agar Sangue de Carneiro a 5% possibilitou a

obtencdo de uma diversidade de morfotipos bacterianos de maneira eficaz,



45

permitindo o isolamento de espécies fastidiosas como as bactérias da familia
Neisseriaceae, por exemplo.

A partir dessa agdo conjunta entre FPZSP e PCMC, foi estabelecida uma
colecdo de microrganismos totalizando 1535 isolados bacterianos, sendo divididos
em: cachorro-do-mato (537), lobo-guara (66), raposa-do-campo (341) e céo
doméstico (591). Esta colecdo ser4 mantida pela FPZSP e poderd ser
disponibilizada para novos estudos com potencial de aplicagdo em diversas areas da
ciéncia.

Considerando o numero de amostras obtidas e analisadas, foi possivel obter
dados robustos para a descricdo da diversidade de bactérias cultiviveis nestes
animais, porém devido a fatores inerentes a metodologia de amostragem adotada,
na qual a captura dos animais dependia em atrai-los através de iscas, o numero de
amostras para cada espécie animal apresentou grande diferenca. Desta forma, a
comparacao dos resultados entre espécies ndo € adequada e os resultados serdo
apresentados de forma descritiva, as diferengas e semelhancas serdo discutidas,

levando-se em consideracao esta limitagdo apontada.

5.3 Microrganismos identificados

Neste trabalho, utilizamos meio de cultura rico e ndo seletivo e uma
cuidadosa selegcéo de diferentes morfotipos bacterianos, na tentativa de isolar uma
diversidade de bactérias cultivaveis representativas, associando a identificac&o
bacteriana a técnica de espectrometria de massas. Esta técnica vem sendo muito
difundida, pois além de possibilitar a diminuicdo do custo e tempo gasto na
identificacdo bacteriana, diversos trabalhos demonstram uma alta porcentagem de
identificacdo correta de género e espécies bacterianos, entretanto, a falta de
informacdes sobre espécies incomuns nos bancos de dados ainda é uma limitagdo
da técnica (LAGIER et al., 2015; CHEN et al., 2021).

Entretanto, o desafio das técnicas dependentes de cultivo esta em promover
as condigbes nutricionais e ambientais ideais para determinada populagédo e,
embora 0 uso metagendmica para estudos envolvendo microbiota seja 0 mais
indicado atualmente, as técnicas tradicionais dependentes de cultivo tém sido
aprimoradas através da culturdmica.

Considerando a discusséo da aplicacéo de diferentes abordagens, ressalta-se
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gue os resultados aqui apresentados descrevem parte da microbiota dos animais,
limitando-se aos microrganismos acessados através de técnicas de cultivo. Portanto,
uma discussdo sobre fungdo e participacdo destes isolados em parametros
fisiologicos dos animais ndo €é adequada. Os resultados das identificacfes
bacterianas foram analisados para o calculo da prevaléncia, que sera utilizado para

demonstrar os tdxons bacterianos cultivaveis encontrados no presente trabalho.

5.3.1 Cavidade oral

Os Filos bacterianos mais encontrados na cavidade oral de todos os animais
foram Proteobacteria e Firmicutes, seguidos por Actinobacteria e Bacteroidetes,
exceto em lobo-guara que nao foram encontradas bactérias pertencentes aos dois
ultimos filos citados (Figura 2).

Figura 2 - Prevaléncia dos filos encontrados em cavidade oral

P - =

Phyla
. Actinobacteria
Bacteroidetes

Firmicutes

. Proteobacteria

Canis . familiaris (cdo doméstico), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo-guard) e Lycalopex vetulus (raposa-do-campo).
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Este resultado ndo representa necessariamente a auséncia destes filos em lobos-
guard e pode ser explicado pelo menor niumero de coleta de amostras desta espécie
em relacdo as demais. O filo Actinobacteria possui baixa prevaléncia nas amostras
de todos os animais (Apéndice B). Em estudos com humanos a baixa prevaléncia de
espécies deste filo esta relacionada com um bom desempenho cognitivo enquanto
uma alta prevaléncia € encontrada em pessoas com a doenca de Alzheimer
(KUBINYI et al., 2020).

Em relacdo as Familias bacterianas encontradas em cavidade oral, destaca-
se a prevaléncia de Neisseriaceae (30%) e Staphylococcaceae (15%) em céo
doméstico; Neisseriaceae (27%) e Morganellaceae (20%) em lobo-guara (Apéndice
C). Enquanto em cachorro-do-mato e raposa-do-campo foi detectada
Enterobacteriaceae (22% e 26%, respectivamente) e Morganellaceae (13% em

ambos) (Figura 3).

Figura 3 - Prevaléncia das familias encontradas em cavidade oral
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48

A prevaléncia dos géneros bacterianos € apresentada na Tabela 2. Entre os
géneros bacterianos em amostras de cavidade oral, cinco foram encontrados em
todas as espécies (Neisseria, Staphylococcus, Proteus, Bacillus e Pseudomonas),
sete géneros foram detectados somente em amostras de cachorro-do-mato e
raposa-do-campo (Enterobacter, Lactococcus, Providencia, Brevibacillus, Pantoea,
Citrobacter e Cronobacter), trés géneros em amostras de cdo doméstico e raposa-
do-campo (Pasteurella, Filifactor e Moraxella), trés géneros somente em animais
silvestres (Serratia, Klebsiella e Acinetobacter), quatro géneros apenas em céo
domeéstico (Curtobacterium, Brevundimonas, Chryseobacterium e
Stenotrophomonas), sete géneros em cachorro-do-mato (Aeromonas, Aerococcus,
Brachybacterium, Cedecea, Gordonia, Hafnia e Myroides), dois géneros somente em
lobo-guara (Paenibacillus e Wohlfahrtimonas) e trés géneros apenas em raposa-do-

campo (Morganella, Micrococcus e Salmonella). (Figuras 4 e 8).

Figura 4 - Prevaléncia de géneros encontrados em cavidade oral
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Canis . familiaris (cdo doméstico), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo-guard) e Lycalopex vetulus (raposa-do-campo).
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5.3.2 Amostras retais

Nesta classificagdo é possivel observar uma diferenca na distribuicdo dos filos
bacterianos encontrados em animais silvestres e domésticos. Os filos bacterianos
mais encontrados em canideos silvestres foram Proteobacteria e Firmicutes,
seguidos por Actinobacteria e em cdes domésticos foram Firmicutes e
Proteobacteria, seguido por Actinobacteria (Figura 5). O resultado encontrado para
cdes domeésticos esta em concordancia com os estudos previamente realizados, que
demonstram um predominio do Filo Firmicutes utilizando técnicas de metagendmica,
podendo indicar uma boa aplicagdo da metodologia de cultivo para a promog¢éo do
crescimento bacteriano utilizada neste trabalho (CHUN et al., 2020; KUBINYI et al.,
2020; SANDRI et al., 2020).

Figura 5 - Prevaléncia por Filo em amostra retal
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Canis . familiaris (cdo doméstico), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo-guard) e Lycalopex vetulus (raposa-do-campo).
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Em swab retal, as familias Enterobacteriaceae, Morganellaceae apresentaram
alta prevaléncia em todos os animais silvestres. Em cdes domésticos a familia

Enterococcaceae apresentou maior prevaléncia (Figura 6).

Figura 6 - Prevaléncia por Familia em amostra retal
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Canis . familiaris (cdo doméstico), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo-guard) e Lycalopex vetulus (raposa-do-campo).

Cinco géneros bacterianos aparecem em todos os animais (Enterococcus,
Escherichia, Proteus, Bacillus e Pseudomonas), dois géneros somente em cachorro-
do-mato e raposa-do-campo (Morganella e Neisseria), dois géneros apenas em
cachorro-do-mato e lobo-guara (Citrobacter e Salmonella), onze géneros em céo
domeéstico (Micrococcus, Solibacillus, Aeromonas, Brevibacillus, Kocuria, Leclercia,
Leuconostoc, Paenibacillus, Pasteurella, Rhodococcus e Wohlfahrtimonas) e cinco

géneros em cachorro-do-mato (Enterobacter, Lactococcus, Hafnia, Kluyvera e
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Macrococcus). A prevaléncia dos géneros por amostras € apresentada na Tabela 2 e
Figura 7.

Figura 7 - Prevaléncia por género em amostra retal
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Canis . familiaris (cdo doméstico), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo-guard) e Lycalopex vetulus (raposa-do-campo).

A classificacdo dos resultados por género bacteriano, permite observar a
guantidade de géneros compartilhados entre as espécies e a quantidade de géneros
isolados exclusivamente em cada espécie animal (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama de Venn para géneros em cavidade oral (A) e retal (B)
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Canis . familiaris (cdo doméstico), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo-guard) e Lycalopex vetulus (raposa-do-campo).

Considerando a ocorréncia dos géneros obtidos em ambas as amostras,
podemos destacar que trés géneros foram encontrados em todas as amostras
(Bacillus, Proteus e Pseudomonas), nove géneros encontrados em cdo doméstico e

oito em cachorro-do-mato.

Tabela 2 - Prevaléncia de géneros bacterianos por tipo de amostra

(continua)
Oral (%) Retal (%)
Género Ch CM™m LG RC ChD CM LG RC
Acinetobacter 3,3 6,7 3,2
Aerococcus 0,7
Aeromonas 3,9 0,8
Arthrobacter 58 1,3 21 08 15
Bacillus 58 7,9 6,7 4,3 34 23 63 15
Brachybacterium 0,7
Brevibacillus 1,3 2,1 0,8
Brevundimonas 0,8
Cedecea 0,7
Chryseobacterium 0,8
Citrobacter 0,7 11 53 6,3
Cronobacter 0,7 1,1
Curtobacterium 25
Enterobacter 5,9 9,6 4,6

Enterococcus 25 6,6 10,6 28,6 13,7 6,3 21,5




Tabela 2 - Prevaléncia de géneros bacterianos por tipo de amostra

(concluséo)

Oral (%) Retal (%)
Género ChD CM LG RC CD CM LG RC
Escherichia 5 10,5 74 227 221 18,8 23,1
Filifactor 0,8 1,1
Gordonia 0,7
Hafnia 0,7 0,8
Klebsiella 3,9 6,7 5.3 34 1,5 1,5
Kluyvera 0,8
Kocuria 0,8
Lactococcus 3,3 53 2,3
Leclercia 0,8
Leuconostoc 0,8
Macrococcus 0,8
Micrococcus 1,1 2,5
Moraxella 0,8 1,1
Morganella 2,1 0,8 1,5
Myroides 0,7
Neisseria 30 5,3 26,7 3,2 0,8 1,5
Paenibacillus 6,7 0,8
Pantoea 1,3 2,1
Pasteurella 3,3 3,2 0,8
Proteus 92 99 20 85 10,9 29,8 31,3 38,5
Providencia 3,3 2,1 0,8 2,3 3,1
Pseudomonas 5 3,3 6,7 6,4 1,7 84 125 6,2
Rhodococcus 0,8
Rothia 5,8 2 1,1
Salmonella 1,1 2,3 6,3
Serratia 5,3 6,7 5,3
Solibacillus 1,7
Staphylococcus 15 7,9 6,7 4.3 10,9 6,3 1,5
Stenotrophomonas 0,8
Streptococcus 58 8,6 53 5 6,3
Wohlfahrtiimonas 6,7 0,8

CD - céo doméstico, CM - cachorro-do-mato, LG - lobo-guara e RC - raposa-do-campo.
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5.4 Diversidade bacteriana

Como apresentado anteriormente, devido a limitacdo da metodologia ndo €
possivel comparar os resultados entre as espécies, porém os resultados alcan¢ados
nos permitem realizar alguns apontamentos. Dados relacionados & microbiota dos
animais silvestres aqui estudados sdo escassos ou inexistentes, principalmente
quando se trata de animais de vida livre, e serdo discutidos a seguir.

Em relac&o aos animais silvestres, poucos estudos relacionados a microbiota
de lobo-guard e cachorro-do-mato foram realizados, alguns deles limitados aos
animais de cativeiro. Nao foram encontrados estudos envolvendo a diversidade
bacteriana em amostras de raposas-do-campo e até o momento este € o0 Unico
trabalho relacionado & microbiota desta espécie.

Os resultados referentes aos géneros bacterianos identificados em lobo-guara
estdo em concordancia com estudos anteriores, onde foram encontradas as
espécies Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus coagulase negativa e
Micrococcus sp. em amostras de cavidade oral e Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Serratia marcescens e Staphylococcus coagulase negativa em regido perianal
isolados de dois individuos silvestres (VIEIRA-DA-MOTTA, 2013).

Os isolados Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas
sp. e Salmonella sp., foram isolados previamente em cachorros-do-mato em estudo
realizado com dois animais de cativeiro (GOMES et al.,, 2011). Neste estudo, 0
género Salmonella foi isolado em poucos individuos pertencentes as espeécies
silvestres: amostras retais de trés cachorro-do-mato e um lobo-guara e cavidade oral
de uma raposa-do-campo. Este género ja foi identificado anteriormente em amostra
retal de seis cachorros-do-mato mantidos em cativeiro (LIMA, 2012). Apesar de ser
um potencial causador de disturbios gastrintestinais em mamiferos, relatos de lobos-
guara que abrigam Salmonella sem quadro de diarréia sugerem que esta seja uma
associacdo ndo patogénica para especie (GILIOLI & SILVA, 2000).

Staphylococcus, encontrado em todas as espécies com maior prevaléncia em
cavidade oral de cdo doméstico e cachorro-do-mato, foi descrita em amostra
otoldgica de cachorro-do-mato em cativeiro (LIMA, et al., 2012).

Em cachorro-do-mato e raposa-do-campo nao houve uma prevaléncia
acentuada de algum género em amostras de cavidade oral, sendo os géneros mais

representativos: Escherichia, Proteus e Streptococcus em cachorro-do-mato e
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Enterococcus, Enterobacter e Proteus em raposa-do-campo. Ao visualizarmos o0s
resultados de prevaléncia de géneros bacterianos podemos perceber uma
semelhanca no perfil de bactérias identificadas em cavidades orais e retais de
cachorros-do-mato de raposas-do-campo. O fato de possuirem uma dieta similar e
habitarem uma mesma regido pode explicar essa similaridade.

Em cdes domésticos, foram encontrados géneros bacterianos que ndo sao
comumente relacionadas a microbiota de c&es domésticos. Embora haja
discrepéancia de informagoes, relata-se que os géneros mais encontrados em fezes
destes animais sao: Lactobacillos, Ruminococcus, Blautia, Bacteroides, Prevotella,
Bifidobacterium e Fusobacterium (GARCIA-MAZCORRO & MINAMOTO, 2013). Por
outro lado, relata-se que cdes domeésticos podem atuar como reservatorio de
Yersinia enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, considerados patdégenos causadores
de importantes doencas intestinais zoonéticas (WANG et al., 2014), porém neste
estudo, essas espécies ndo foram isoladas.

Os resultados das inumeras pesquisas relacionadas a microbiota de cées
domeésticos apresentam muitas contradi¢gfes, dificultando o entendimento do papel
das bactérias na microbiota intestinal (SCARSELLA et al., 2020b). O que se sabe é
qgue a microbiota intestinal de caes é complexa, porém ainda se desconhece o que é
considerado normal em individuos saudaveis e suas varia¢des bioldgicas (GARCIA-
MAZCORRO & MINAMOTO, 2013).

O presente estudo foi realizado em uma &area que promove a relagdo entre
humanos, animais domésticos e silvestres em area rural composta principalmente
por fazendas de criagc&o de animais, com fragmentos de vegetacao nativa. Por conta
disso, multiplos fatores podem ser considerados ao analisar o resultado deste
trabalho. Esses fatores devem levar em conta a relagdo entre a salde humana,
ambiental e animal, conforme preconizado pelo conceito One world, One Health
(GRUETZMACHER et al., 2021).

Ao nosso conhecimento, este trabalho relata pela primeira vez géneros
bacterianos relacionados a microbiota de Lycalopex vetulus e descreve novas
associagdes entre Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus e os diversos géneros
como Chryseobacterium, Kluyvera, Enterobacter, Moraxella, Rothia e Citrobacter e
0S g@éneros raramente encontrados em animais silvestres: Cedecea e

Wohlfahrtimonas,
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5.4.1 Saude humana

A interacdo diaria dos humanos com animais domésticos e de criagdo pode
gerar um alerta quando relatamos o isolamento de bactérias potencialmente
patogénicas. Embora o fluxo de transmissdo de patégenos ainda seja
indeterminado, um carater zoonaético precisa ser considerado.

Os géneros bacterianos identificados neste trabalho, como Acinetobacter,
encontrado em cavidade oral de nove individuos das espécies silvestres,
Aeromonas, detectado em cavidade oral de cdo doméstico e cachorro-do-mato,
Pseudomonas, presente em todos os tipos de amostras de todas as espécies,
Stenotrophomonas, encontrado em cavidade oral de um cao doméstico,
Brevundimonas isolado em cavidade oral de um cdo doméstico e Pantoea,
encontrado somente em cachorro-do-mato e raposa-do-campo s&o considerados
patégenos oportunistas em seres humanos (SANZ-GARCIA et al., 2021). Ressalta-
se que a especie Stenotrophomonas maltophilia € considerada um importante
patégeno humano, capaz de causar doengas respiratérias, sendo resistente a uma
ampla variedade de antibiéticos (BROOKE, 2012).

Alguns géneros bacterianos encontrados em baixa prevaléncia como,
Cronobacter, Pasteurella, Myiroides e Serratia, sdo potenciais patégenos humanos,
alguns com capacidade de causar serias infec¢des, inclusive ap6s a mordedura de
animais domésticos (SAPHIR & CARTER, 1976; FERREIRA et al., 2016;
BEHARRYSINGH, 2017; PITHADIA et al., 2019; RAZALI et al., 2020; BERTHOLD-
PLUTA et al., 2021).

5.4.2 Saude animal

Dados sobre o potencial de patogenicidade em animais silvestres e cées
domésticos limitam se a ocorréncia de infeccdes e presenca se sinais clinicos.
Entretanto, evidencias apontadas em alguns estudos podem sugerir 0 papel de
determinadas espécies. Por exemplo, o género Neisseria, encontrado em cavidade
oral de todas as espécies, apresentou maior prevaléncia em cdes domeésticos e
lobos-guara (30% e 27%, respectivamente). Este género bacteriano pode promover

a formacgéo de placa dentaria e j& foi descrito em estudo realizado por ELLIOTT et al.
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(2005) que analisou a microbiota oral cultivavel em c@es domésticos, apresentando
uma prevaléncia de 10%. Neste mesmo estudo também foram detectados
Streptococcus e Filifactor em saliva. A presencga esporadica dos géneros Neisseira,
Pasteurella e Bacillus é relatada, corroborando com os resultados encontrados neste
trabalho (SAPHIR & CARTER, 1976). De forma semelhante, o género bacteriano
Aerococcus, encontrado somente em uma amostra de cachorro-do-mato, foi isolado
em periodontite em ovinos (BORSANELLI et al., 2021).

Alguns géneros encontrados em baixa prevaléncia também sdo raramente
relatados em quadros infecciosos em animais. O género Morganella, encontrado em
baixa prevaléncia em cachorro-do-mato e raposa-do-campo, € um patdégeno
oportunista que causa infec¢des do trato urinario em humanos e cées, encontrado
em répteis, golfinhos, havendo um relato de ocorréncia em amostra otoldgica de
raposa-de-Darwin (Lycalopex fulvipes) no Chile (FERREIRA JUNIOR, 2009;
PEREIRA et al., 2016; BRICENO, et al., 2020; PARK et al., 2020). Ja Hafnia, que foi
encontrado em cavidade oral e retal no mesmo animal (cahorro-do-mato), foi
relatado em um lobo-guara em cativeiro (GILIOLI & SILVA, 2000). Este género é
amplamente distribuido em diversos ambientes e apesar de ser considerado um
patégeno oportunista, sua importancia para a medicina veterinaria precisa ser mais
bem estudada, pois os relatos de infeccbes em animais séo raros (PADILLA et al.,
2014). O género Cedecea foi encontrado na cavidade oral de apenas um animal
(cachorro-do-mato) sendo um raro patdégeno oportunista, ja descrito em trato
gastrintestinal de coalas (THOMPSON & SHARKADY, 2020; BOATH et al., 2020).
Rhodococcus, encontrado somente em amostra retal de um cdo doméstico, embora
seja raro em animais, pode ser a causa de infecgbes multissistémicas (BRYAN et al.,
2017).

Outros géneros bacterianos sdo raramente relacionados aos caes domésticos
e ndo descritos nas espécies de canideos silvestres aqui estudadas. Os relatos em
cdes domeésticos ndo sdo relacionados com quadros de infecgbes e podem sugerir
uma associacdo benéfica ou neutra, como exemplo os géneros Chryseobacterium,
Kluyvera, Enterobacter, Moraxella, Rothia e Citrobacter que sdo descritos em
cavidade oral, nasal ou retal (SAFIR & CARTER, 1976; BEMIS et al., 2014; ISAIAH
et al., 2017; GAMBINO et al., 2021 e RAZALI et al.,, 2020). JA o género
Wohlfahrtimonas, foi encontrado somente em amostra retal de cdo doméstico e de

cavidade oral de lobo-guara. A espécie Wohlfahrtimonas chitiniclastica, inicialmente
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descrita em larvas de insetos, € um patdgeno raro, tendo sido descrito somente
treze casos de septicemia, um caso de infeccdo em casco de vaca, um caso
relacionado ao 6bito de um golfinho e no Brasil, foi encontrada em frangos obtidos
em mercados no estado do Rio de Janeiro (DIAZ-DELGADO et al., 2015; QI et al.,
2016; MATOS et al., 2016 e DOVJAK et al., 2021).

Desta forma relatamos diversas associagcOes de géneros bacterianos nunca
relatados em Cerdocyon thous, Chrysocyon brachyurus, Lycalopex vetulus e Canis
lupus familiaris. Destacando que, ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
microbiolégico com amostras de Lycalopex vetulus.

Apesar da avaliacdo de um potencial compartilhamento da microbiota aerébia
cultivavel neste trabalho ser limitada, este estudo tem o papel de servir como base
para estudos mais aprofundados. Ao descrever os géneros bacterianos encontrados
em diferentes individuos de diferentes espécies que possuem area de vida
sobrepostas, € valido sugerir que estudos mais especificos, como de genotipagem

das espécies bacterianas encontradas, sejam realizados a partir o material obtido.

5.4.3 Saude ambiental

Neste estudo foram isolados alguns géneros com importante papel na saude
ambiental, como por exemplo, Curtobacterium, encontrado em cavidade oral de trés
cdes domésticos. Algumas espécies deste género sdo consideradas patégenos de
plantas e outras podem atuar na reciclagem de nutrientes em substratos terrestres
(CHASE et al., 2016).

Outros géneros bacterianos sdo comumente associados a producao animal e
sdo discutidos neste tépico devido a natureza desta atividade, que pode promover
uma contaminacdo ambiental, e a relacdo ao ambiente em que o0s animais foram
amostrados.

Os géneros Bacillus e Enterococcus, que apresentaram alta prevaléncia nas
amostras, Lactococcus, encontrado somente em cachorro-do-mato e raposa-do-
campo e Leuconostoc, isolado somente em amostra retal de um cdo doméstico, séo
considerados microrganismos com propriedades probidticas e muitos séo utilizados
em formulagdes comerciais oferecidas aos animais de criagdo (HOLZAPFEL et al.,
2001). Neste sentido, porém abordando um carater zoonético, podemos relatar que

0 género Morganella, encontrado neste trabalho, € um potencial patdgeno humano e
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ja foi isolado em vacas, trazendo um alerta para a possibilidade de transmissdo
atraveés do leite (LI et al., 2018). Adicionalmente, géneros bacterianos encontrados
em alta prevaléncia neste estudo como Bacillus, Enterococcus, Streptococcus e
outros raramente isolados como Brachybacterium, Micrococcus, Kocuria,
Paenibacillus, e Macrococcus, foram anteriormente detectados em leite pasteurizado
no Brasil, sugerindo a resisténcia destes microrganismos ao processo (RIBEIRO
JUNIOR et al., 2018). Em contraponto, o género Leclercia, encontrado em amostra
retal de um c@o doméstico é um raro patdgeno de humanos e, em animais, ja foi
descrito em um quadro de infecgdo em bovino (CHOUDHARY et al., 2017).

Muitos estudos relacionados com a saude integrada apontam grande
preocupagdo com a crise da resisténcia aos antimicrobianos. Nesta perspectiva,
sabemos que os antibidticos sdo utilizados como promotores de crescimento ou
tratamento de infeccbes em animais de criagdo em fazendas e quando séo
eliminados, contaminam os solos e podem alterar a diversidade de microrganismos
desse ambiente (JECHALKE et al, 2014). Sendo assim, o Brasil, um grande
produtor de animais para consumo, demonstra uma grande vulnerabilidade para a
contaminagéo do solo, principalmente nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato grosso do Sul, Bahia e Goias (YOPASA-ARENAS & FOSTIER, 2018).

No presente estudo, destaca-se que os géneros Enterococcus e Escherichia
foram isolados em todas as espécies, com prevaléncia relevante em amostras retais.
Ambos os géneros séo resistentes a Tilosina, antibiético utilizado para tratamento de
infecgbes intestinais em cdes e na promogao de crescimento e tratamento de
mastite em gado, podendo alterar a microbiota intestinal em cées e permitir o
aumento da prevaléncia destas espécies resistentes em caes (SUCHODOLSKI et
al., 2009; MCDOUGALL et al, 2007). Contudo, estudos para avaliagdo da
interferéncia da contaminagao do solo nos animais e humanos ainda sao escassos e

precisam ser incentivados.

5.5 Estabelecimento da colegéo de cultura

O estabelecimento e a manutencdo de uma colegéo de cultura dos isolados
obtidos neste trabalho tem o potencial de permitir o desenvolvimento de estudos
mais aprofundados como, por exemplo, através da caracterizacdo de isolados

bacterianos pela genotipagem, podendo trazer informag¢fes adicionais para a
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dindmica de compartilhamento de patdégenos entre os animais. Outra vertente é a
utilizac&o dessa colecao de cultura para a selegdo de microrganismos com potencial
biotecnoldgico, ou seja, que podem gerar produtos atraves de processos industriais.

Para ambas as condigbes, os microrganismos devem ser adequadamente
preservados, de forma que suas propriedades originais ndo se modifiquem e que
haja a garantia de manter os microrganismos livres de contaminacdo e viaveis por
longos periodos (DA SILVA & ALTERTHUM, 2020). Assim sendo, 0 gerenciamento
da colecao de culturas na FPZSP visa alcangar o exposto através da manutengéo de
infraestrutura adequada e equipamentos, monitoramento constante de temperatura
dos ultracongeladores, registros para o rastreamento de amostras e verificagoes
periddicas dos isolados.

Além de manter um papel importante na manutencdo da saude humana,
animal e ambiental, muitos microrganismos apresentam caracteristicas que
despertam o interesse para aplicagéo industrial, seja pelo potencial de resolver
problemas ambientais ou para desenvolvimento de produtos relacionados a saude
humana e animal.

Este potencial pode ser encontrado em diversos géneros bacterianos isolados
neste trabalho, como por exemplo, Arthrobacter, comumente isolado em solo e
abrange a espécie A. humicola que possui atividade antimicrobiana contra
conhecidos patdogenos humanos (PRASHANTHI et al., 2021). Os géneros
Brevibacillus, Leclercia e Paenibacillus, sdo estudados para diferentes aplicacdes
biotecnolégicas, como na formulagdo de promotores de crescimento e controle
biolégico para a agricultura (GRADY et al., 2016; PEREIRA et al., 2018; OREM et al.,
2019 e SNAK et al, 2020). Outros géneros como Gordonia, Pseudomonas,
Rhodococcus e Solibacillus produzem substancias de interesse biotecnoldgico e
podem atuar em processos de biorremediacao e biodegradacdo (ARENSKOTTER et
al., 2004; LU, et al., 2009 e PASCON et al., 2011).

5.6 Andlises moleculares

ApoOs a identificacdo atravées de MALDI-TOF e com base na revisdo da
literatura para o Capitulo Il, foi possivel identificar os géneros Pseudomonas e
Aeromonas que sdo potenciais produtores de PHAs. Diante desta informagéo,

isolados pertencentes a ambos 0s géneros selecionados para os testes de produgéo
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de PHA, e o isolado MAQ09B identificado como P. monteilii, (espécie provavel)
através da técnica de MALDI-TOF, apresentou o resultado mais promissor e foi
selecionado para um estudo filogenético. Devido a falta de estudos relacionados ao
potencial de produgcédo de PHA desta espécie e a sua baixa ocorréncia neste estudo,
o isolado 4160, também identificado como P. monteilii, foi analisado juntamente ao

isolado MAQ9B. Os detalhes das analises referentes a producdo de PHA séo

abordados no Capitulo Il deste trabalho.

5.6.1 Andlise de 16S rRNA

Através do sequenciamento génico de 16S rRNA e montagem das sequéncias
consenso foi possivel obter fragmentos de 1301 pb e 1279 pb para os isolados
MAO9B e 4160, respectivamente. Essas sequéncias foram inicialmente analisadas
através do BLAST® para direcionamento do género a ser trabalhado. O resultado
indicou diversas espécies do género Pseudomonas para ambos os isolados, sendo
que as cinco espécies que apresentaram o maior percentual de identidade foram: P.
monteilii, P. plecoglossicida, P. taiwanensis, P. entomophila e P. mosselii.

Diante do resultado da analise do BLAST®, que indicou uma alta
probabilidade dos isolados pertencerem ao género Pseudomonas, foi realizado um
levantamento de todas as espécies validadas deste género e obtencdo das
sequéncias para prosseguir com as analises filogenéticas.

Foi verificado que nos dois Ultimos anos, muitas espécies deste género foram
descritas formalmente. Diante disso, além das espécies validadas pela LPSN (List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature), consideramos espécies
recentemente descritas e devidamente publicadas como uma forma de englobar as
espécies que ainda ndo foram validadas devido ao tempo de publicacdo. Da mesma
forma, foram excluidas das analises as espécies com sequéncias inferiores a 1000
pb, com a finalidade de ndo comprometer a qualidade das analises.

A andlise inicial, realizada com as sequéncias dos dois isolados, junto com
283 sequéncias de espécies do género Pseudomonas e a sequéncia de
Staphylococcus aureus como outgroup, permitiu estabelecer um valor maximo de
distancia filogenética de 0,01 para selecdo de espécies para as proximas analises.
Desta forma, 18 espécies com valores iguais ou inferiores ao valor estabelecido

foram selecionadas para prosseguir com as analises do isolado MAQ9B e 13
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espécies para o isolado 4160. Nesta etapa, ap0s a construcdo da matriz de

distancia (APENDICE D e E), e andlise dos 03 métodos para a inferéncia

filogenética, verificou-se que os métodos Maxima Verossimilhanca e Neighbour-

joining apresentaram topologia de arvores semelhantes e os dados corroboram com

a matriz de distancia, enquanto o método de Méaxima Parciménia posicionou ambos

os isolados como um grupo externo, ndo representando os resultados da matriz de

distancia e por isso nédo foi considerado nesta andlise. (Figuras 9-12).

Figura 9 - Topologia de éarvore filogenética para sequéncias de 16S rRNA, para
inferéncia filogenética de MAO9B, construida através do método Maxima
Verossimilhanga, utilizando Kimura-2-parametros. Valores de bootstrap

acima de 60% sao apresentados.
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Figura 10 - Topologia de &rvore para sequéncias de 16S rRNA, para inferéncia
filogenética de MAQ9B, construida através do método Neighbour-
joining, utilizando distancia p. Valores de bootstrap acima de 60% sé&o
apresentados.
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Figura 11 - Topologia de arvore para sequéncias de 16S rRNA, para inferéncia
filogenética de 4160, construida através do método Maxima
Verossimilhancga, utilizando Kimura-2-parametros. Valores de bootstrap
acima de 60% sao apresentados.
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Figura 12 - Topologia de &rvore para sequéncias de 16S rRNA, para inferéncia
filogenética de 4160, construida através do método Neighbour-joining,
utilizando distancia p. Valores de bootstrap acima de 60% sé&o
apresentados.
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Por meio da andlise da matriz de distédncia de 16S rRNA do isolado MAQ9B,
podemos verificar que 05 espécies apresentam 99,9% de identidade com o isolado
analisado, ndo sendo possivel inferir a qual espécie este isolado provavelmente
pertence. De forma semelhante, o isolado 4160, apresenta entre 99,7% e 99,8% de
identidade com as mesmas espécies de MAQ9B, além de P. mosselii.

Isso acontece, pois, a regido 16S rRNA para o género Pseudomonas permite
diferencia-lo de outros géneros da familia Pseudomonadaceae, mas néo é possivel
distinguir as espécies do género (GIRARD et al., 2020). Portanto, através dessa
andlise do gene 16S rRNA, podemos afirmar que os isolados estudados pertencem
ao género Pseudomonas, corroborando com os resultados de MALDI-TOF e

BLAST®, mas ndo ha possibilidade de inferir a espécie.

5.6.2 Anélise dos genes housekeeping

Diante disso, para prosseguir com caracterizagdo molecular dos isolados, foi

incluida a andlise com genes housekeeping e Multilocus Sequence Analysis (MLSA),
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com o intuito de chegar o mais perto possivel da provavel espécie, 0os genes
selecionados foram rpoB, rpoD, gyrB, além do 16S rRNA, que sdo amplamente
utilizados para as anadlises filogenéticas do género Pseudomonas. As andlises
filogenéticas foram realizadas com todos os genes separadamente para cada
isolado e com o0s genes concatenados. Para todas as andlises, utilizou-se a
distédncia p como parametro para a constru¢cdo da matriz de distancia e o método
Neighbour-joining, a distancia p como modelo de substituicdo e bootstrap com 1000
réplicas como teste de confianca, para a obtencéo das arvores filogenéticas.

As espécies do género Pseudomonas escolhidas para estas andlises foram
as que demonstraram menor distancia com os isolados MAQO9B e 4160 na anélise
do gene 16S rRNA, conforme descrito no subitem 4.4.1. Os valores de distancia
estipulados para a selec@o das espécies foi 0,0008 e 0,0031 para MAQ9B e 4160,
respectivamente. Desta forma, apos a selecdo das espécies, as sequéncias
nucleotidicas das linhagens tipo para cada gene foi obtida no GenBank® (Tabela 3).
Nestas analises, a espécie Morganella morganii, bacilo Gram negativo, foi escolhido
como outgroup, pois foi possivel obter sequéncias da linhagem tipo para todos os
genes estudados e as sequéncias obtidas possuiam tamanhos similares aos

analisados, ndo comprometendo a qualidade das analises.

Tabela 3 - Sequéncias utilizadas para MLSA

Espécie Linhagem tipo 16SrRNA* rpoB* rpoD* gyrB*
- T NZ_BLIJF0100 NZ_BLJF0100
P. asiatica RYU5 MH517510 0002.1 LC435053 0003.1
CT573326.1:
P. entomophila L48" AY907566  502974- AY907568.1 AY907567.1
507047
NBRC 103158" AB681966
P. monteilii CIP 1048837 AJ717455
DSM 14164 FN554488.1 FN554205
. CIP 1052597 AF072688
P. mosselii T
ATCC BAA-99 FN554744  FN554491.1 FN554207
P. plecoglossicida NBRC 103152T AB681970
CIP 106493 AJ717456.1 FN554503.1 FN554218
P. taiwanensis BCRC 17751" EU103629
DSM 21245 HE577797.1 HE577796.1 HES800487.1

Morganella morganii  ATCC 25830" NR_117793 DQ836276.1 HM122067.1 HM122057.1

* Numero de acesso no GenBank
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Analises envolvendo o gene rpoB, que codifica a subunidade beta da enzima
RNA polimerase, tem sido amplamente executada para estudos filogenéticos do
género Pseudomonas (TAYEB et al., 2005; MULET et al., 2010). Esta subunidade da
RNA polimerase € responséavel pela maioria das reagfes cataliticas e sua aplicacdo
nos estudos filogenéticos tem permitido esclarecer as relagbes entre as especies
bacterianas, enquanto o gene 16S rRNA se mantém aplicavel para estudos em nivel
de género (ADEKAMBI et al., 2009).

As andlises filogenéticas do gene rpoB para o isolado MAO9B demonstraram
um agrupamento com a espécie P. asiatica na topologia de arvore apresentando um
valor de bootstrap de 98% (FIGURA 13). Este dado corrobora com o resultado da
matriz de distancia (APENDICE F), que apresentou 99% de identidade com a
mesma espécie. Porém, a analise do mesmo gene para o isolado 4160, demonstrou
pouca diferenca na distancia entre as espécies analisadas (APENDICE G). O
percentual de identidade variou entre 93% e 95% e a topologia da arvore filogenética
apresentou o isolado como um grupo externo de quatro outras espécies (FIGURA
14).



Figura 13 - Topologia de é&rvore filogenética do gene rpoB para o isolado
construida através do método Neighbour-joining e distancia p
de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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Figura 14 - Topologia de arvore filogenética do gene rpoB para o isolado 4160,
construida através do metodo Neighbour-joining e distancia p. Valores

de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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O gene rpoD codifica o fator sigma da RNA polimerase, sendo o principal
responsavel pela transcricdo de genes housekeepings (YAMAMOTO et al., 2000).
Sua aplicagdo em estudos de filogenia bacteriana demonstra resultados satisfatorios
para a identificacdo de espécies do género Pseudomonas, porém os dados
disponiveis para este gene ainda s&o limitados, dificultando seu uso em alguns
casos (MULET et al., 2009).

A andlise deste gene neste estudo demonstrou que o isolado MAO9B
apresenta a menor distancia filogenética com a espécie P. asiatica (APENDICE F),
apresentando 96,5% de identidade e a agrupamento na topologia da arvore
filogenética com valor de bootstrap de 98% (FIGURA 15). O mesmo ndo aconteceu
com o isolado 4160, que apresentou valores de distancia maiores (APENDICE G), e
0 maior percentual apresentado foi de 92,3% com a espécie P. mosselii (FIGURA
16).

O gene gyrB codifica a subunidade beta da enzima girase, responsével por
desemaranhar o DNA durante a replicagdo e vem sendo utilizado em estudos
filogenéticos do género Pseudomonas (YAMAMOTO & HARAYAMA, 1998;
YAMAMOTO et al., 2000; MULET et al., 2010). A analise deste gene para o isolado
MAQ9B corroborou com os dados das analises dos genes anteriores, apresentando
a menor distancia filogenética com a espécie P. asiatica (APENDICE F), com 95,4%
de identidade que foi demonstrado na arvore filogenética, onde estas espécies foram
agrupadas no mesmo ramo com valore de bootstrap de 82% (FIGURA 17). Como na
andlise do gene anterior, o isolado 4160 apresentou maiores distancias com as
outras espécies analisadas (APENDICE G). O maior percentual de identidade foi
92,1% com a espécie P. plecoglossicida e a topologia da éarvore filogenética
demonstrou um agrupamento com as espeécies P. entomophila e P. monteilli com
valor de bootstrap de 94% (FIGURA 18).
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Figura 15 - Topologia de arvore filogenética do gene rpoD para o isolado MAO9B,
construida através do metodo Neighbour-joining e distancia p. Valores
de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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Figura 16 - Topologia de Arvore filogenética do gene rpoD para o isolado 4160,
construida através do metodo Neighbour-joining e distancia p. Valores
de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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Figura 17 - Topologia de &rvore filogenética do gene gyrB para o isolado MAQ9B,
construida através do metodo Neighbour-joining e distancia p. Valores
de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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Figura 18 - Topologia de arvore filogenética do gene gyrB para o isolado 4160,

construida através do metodo Neighbour-joining e distancia p. Valores
de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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5.6.3 Anélise MLSA

ApOs a andlise individual dos genes housekeeping, os mesmos foram
concatenados, adicionando-se as sequéncias do gene 16S rRNA para a analise
MLSA. As sequéncias concatenadas possuem 3655 pb e 3653 pb para os isolados
MAO9B e 4160, respectivamente.

A andlise de MLSA para o isolado MAQ9B corroborou as andlises anteriores
com os genes housekeeping, demonstrando que a espécie P. asiatica apresenta a
menor distancia filogenética (APENDICE F) e percentual de identidade de 98,1%,
que pode ser demonstrado na topologia da arvore filogenética com boostrap de
100% (FIGURA 19).

No entanto, para o isolado 4160, esta analise foi menos representativa. A
matriz de distancia demonstrou baixa diferenga entre os valores das espécies
analisadas (APENDICE G), resultando em um percentual de identidade entre 94% e
95,7%. Este dado também é evidenciado pela topologia da &rvore filogenética, onde
o tamanho dos ramos dos agrupamentos € bastante similar entre as espécies
(FIGURA 20).

A analise de MLSA a partir da concatenacgdo dos quatro genes aqui estudados
(16S rRNA, rpoB, rpoD e gyrB) demonstrou ser satisfatéria para a identificagdo de
espécies do género Pseudomonas (MULET et al., 2012a. GOMILA et al., 2015; PEIX
et al., 2018), sendo que as sequéncias de MLSA da mesma espécie apresentam
identidade igual ou superior a 97% (MULET et al., 2010 e MULET et al., 2012b).
Analisando as matrizes de distancia calculadas neste estudo foi possivel validar
essa informagdo, pois as sequéncias das diferentes espécies estudadas
apresentaram identidade inferior a 97%.

Desta forma, a andlise de MLSA do isolado MAQ9B demonstra alta
probabilidade do isolado pertencer a espécie P. asiatica, com 98,1% de identidade,
sendo que o percentual de identidade com as outras espécies avaliadas ficaram
abaixo de 97%, porém é importante ressaltar que o percentual de identidade com a
espécie P. monteili, embora ndo tenha atingido o valor de corte estipulado,

apresentou valor muito préximo a ele (96,9%).
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Figura 19 - Topologia de é&rvore filogenética de MLSA para o isolado MAQ9B,
construida através do método Neighbour-joining e distancia p. Valores
de bootstrap acima de 50% séo apresentados.
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Por outro lado, o isolado 4160 nao apresentou percentual de identidade
acima de 97% com nenhuma das espécies analisadas, sendo o valor mais alto
encontrado com a espécie P. mosselii (95,7%).

Os isolados MAQ9B e 4160, obtidos em amostras de cavidade oral de
cachorro-do-mato e raposa-do-campo, respectivamente, foram analisados
separadamente através de MLSA, para avaliar a possibilidade dos isolados MA0O9B
e 4160 pertencerem a mesma espécie. Entretanto, a comparagdo das sequéncias
nucleotidicas dos genes concatenados entre ambas as espécies resultou em 94,5%
de identidade.

Diante desses resultados, diferentes tipos de andlises sdo necessérias para
avaliar se os isolados tratam-se de espécies ainda ndo descritas e embora o estudo
filogenético ndo seja o cerne deste trabalho, foram realizados testes fenotipicos com
0 intuito de obter maiores informagdes acerca destes isolados.

Todas as sequéncias génicas obtidas nesse estudo foram depositadas no
Genbank (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero de acesso das sequéncias depositadas no GenBank

Isolado 16S rRNA rpoB rpoD gyrB
MAQ9B MZ948934 MZ995191  MZ995193  MZ995195
4160 MZ948933 MZ995192  MZ995194  MZ995196

5.7 Testes fenotipicos

Diante dos resultados obtidos para os isolados analisados, os testes
fenotipicos foram realizados e a cepa P. aeruginosa NEWPO0053 (Newprov) foi
utilizada como controle.

O resultado do teste em API20NE para a cepa controle apresentou 99,9% de
possibilidade para P. aeruginosa, validando o teste realizado. Os isolados MA4160
e MAQO9B apresentaram resultado da possibilidade de identificagdo como P.
fluorescens (65% e 92,8%, respectivamente).

E importante ressaltar que até o momento das analises, o banco de dados do
fabricante ndo era provido de informagBes para as espécies analisadas por MLSA.
Desta forma, ndo seria possivel retornar resultados mais precisos.

Analisando os resultados dos testes fenotipicos quando comparados aos
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dados ja publicados referentes as linhagens tipo das espécies estudadas em MLSA
€ possivel observar que o isolado MAO9B possui cinco caracteristicas divergentes
de P. asiatica RYU5 (redugéo de nitrato, produgéo de indol e assimilagbes de de N-
acetil-glicosamina, maltose e acido adipico) (Tabela 5).

Embora o isolado 4160 néo tenha apresentado um percentual de identidade
acima de 97% na andlise de MLSA, ao realizar a comparacédo dos testes fenotipicos
entre as espécies, apresenta sete resultados divergentes de P. mosselii, espécie
que apresentou o maior percentual de identidade. Por outro lado, apenas 03
resultados foram divergentes da P. plecoglossicida, espécie com o segundo maior
percentual de identidade.

Comparando os resultados fenotipicos de MA09B e 4160 entre si, podemos
observar cinco resultados divergentes.

Ambos os isolados submetidos as andlises filogenéticas neste estudo foram
identificados como P. monteilli através da técnica de MALDI-TOF, que € uma técnica
robusta e rapida para identificacdo de microrganismos, podendo chegar a 98,2% de
espécies identificadas corretamente (CHEN et al., 2021). Entretanto, um importante
fator limitante desta técnica € a necessidade constante de atualizacdo da base de
dados, devido a alta taxa de descricdo e reclassificagdo de espécies bacterianas. O
banco de dados para o género Pseudomonas é constituido por somente 20
espécies, categorizadas em: P. aeruginosa, grupo de P. fluorescens, P.
oryzihabitans, grupo de P. putida e grupo de P. stutzeri, demonstrando assim, baixa
representatividade do género, que possui atualmente 265 espécies descritas.

Diante das analises de 16S rRNA e MLSA associados ao perfil fenotipico,
podemos sugerir que os resultados apontam a probabilidade de que os isolados
MAQ9B e 4160 n&o pertengam a mesma espécie e que tratam de espécies ainda
ndo descritas na literatura. Todavia, S0 necessarios novos testes, ndo previstos
neste estudo para a confirmagdo desta afirmacdo, e em caso afirmativo, outros

testes preconizados para descricdo de espécies bacterianas devem ser realizados.
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Tabela 5 - Resultados de testes fenotipicos em API20NE

Teste 09B 4160 RYU5 CFML CFML FPC CMS L48
90-83 90-60 951

Catalase + + + + + + + +
Motilidade + + + + + + + +
Crescimento 42°C - - - - - - + +
API20NE

Reducao de nitrato  + + - - - + - -
Producéo de indol - - + - - - - -

Fermentacéo da - - - - - - - -
glicose

Arginina dihidrolase  + + + + + + + +
Urease - - - + + - - -
Hidrolise da - - - - - - - -
esculina

Hidrélise da - + - - - - - +
gelatina

B-galactosidase - - - - - - - .

Assimilacao:

Glicose + + + + + T T T
Arabinose + - + - + - + -
Manose + + + + - - - +
Manitol - - - + - - - +
N-acetil- + - - + - - - +
glicosamina

Maltose + - - - - - - -
Gluconato de + + + + + + + +
potassio

Acido caprilico + + + + + + + +
Acido adipico - - + + - - - -
Acido mélico + + + + - + + +
Citrato trissddico + + + + + + + +
Acido fenilacético + - + + + + + ¥
Citocromo oxidase  + + + + + + + +

Resultados dos testes referentes as linhagens tipos, obtidos nos respectivos artigos de descricdo de espécie.
RYUS - P. asiatica (TOHYA et al., 2019), CFML 90-83 - P. mosselii (DABBOUSS]I, et al., 2002),
CFML 90-60 - P. monteilii (Elomari et al., 1997), FPC 951 - P. plecoglossicida (NISHIMORI et al., 2000),
CMS - P. taiwanensis (WANG et al., 2010) e L48 - P. entomophila (MULET et al., 2012b). a P. mosselii: resultado
obtido em (MULET et al., 2012b).
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6 CONCLUSAO

Os géneros bacterianos isolados através de técnicas dependentes de cultivo
em amostras de cavidade oral e retal de canideos silvestres e cdes domésticos sdo
descritos neste trabalho. Embora ndo seja possivel estabelecer uma relacdo direta
entre 0s animais através dos microrganismos isolados, foi possivel perceber uma
semelhanca no perfil de prevaléncia bacteriana entre raposa-do-campo e cachorro-
do-mato. Portanto, concluimos que partir destes dados, muitas perguntas podem ser
formuladas e novos estudos propostos para a melhor compreenséo da relagéo entre
0S microrganismos e hospedeiro devem ser encorajados.

Potenciais patdgenos foram aqui descritos, bem como novas associagfes
entre microrganismo e hospedeiros, demonstrando que a diversidade de
microrganismos em animais silvestres ainda € pouco explorada. Para isso, técnicas
que envolvem o uso de marcadores moleculares podem ser (teis para estabelecer
uma relagéo dos microrganismos isolados entre os animais estudados.

Foi apontada uma possivel interferéncia na microbiota dos animais silvestres
devido & agdo antropica, que deve ser investigada, pois o uso indiscriminado de
antibiéticos € uma preocupacdo mundial e contribuir com dados que possam
embasar a regulamentagéo do seu uso através de politicas publicas sdo essenciais.

A abordagem utilizada para a obtencdo dos microrganismos permitiu o
estabelecimento de uma colegdo que conta com 1535 isolados bacterianos. Esta
caracteristica confere uma vantagem aos métodos independentes de cultivo, ja que
é possivel reativar os isolados para testes fenotipicos, por exemplo, que s&o
obrigatorios para a descricdo de espécies novas.

MALDI-TOF demonstra ser uma técnica muito Util para a identificacdo de
géneros bacterianos, principalmente quando se tem uma grande quantidade de
isolados a serem identificados. Entretanto, para determinados grupos, como o0
género Pseudomonas, as espécies podem ser identificadas erroneamente, devido a
limitacdo do banco de dados. Trabalhos que desenvolvam métodos para a expanséo
das espécies constituintes desses bancos de dados devem ser encorajados.

Através do uso de técnicas moleculares para a identificacdo bacteriana foi
possivel observar que o isolado MAO9B apesar de apresentar um percentual de
identidade alto com a espécie P. asiatica possui testes fenotipicos discrepantes e o

isolado 4160 apresentou um percentual de identidade baixo com as espécies
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estudadas e ambos os isolados possuem divergéncias moleculares e fenotipicas
entre eles. Esses resultados podem indicar possivel identificacdo de duas novas
espécies e precisam ser investigadas.

O material obtido neste trabalho apresenta um grande valor cientifico,
destacando uma diversidade bacteriana pouco explorada e que pode ser acessada
para novas pesquisas e diferentes abordagens, com potencial de obter maiores
informagOes acerca da relagdo entre os animais, o homem e meio ambiente, e

encontro de espécies bacterianas ainda ndo descritas.
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CAPITULO Il - AVALIACAO DE POTENCIAL DE BACTERIAS OBTIDAS DE
CANIDEOS SILVESTRE PARA APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

1 INTRODUCAO

Desde a década de 1950, o plastico derivado do petréleo vem sendo
amplamente utilizado no mundo todo e, somente em 2018, 359 milhdes de toneladas
de pléstico foram produzidos mundialmente (PLASTICSEUROPE, 2019). O plastico
€ um polimero sintético, barato e devido as suas propriedades fisicas, é altamente
versatil (BOEY et al.,, 2021). No entanto, por se tratar de um produto que néo é
naturalmente degradavel, o seu descarte inadequado no ambiente gerou uma
preocupa¢do mundial, ameagando a saude humana, animal e ambiental (SHEN et
al., 2020). Estima-se que pelo menos 8 milhdes de toneladas de plasticos sejam
responsaveis pela contaminacdo dos oceanos por ano, causando um grande
impacto a fauna marinha (IUCN, 2018).

Para minimizar este impacto, alternativas ao uso do plastico sintético tém sido
exaustivamente buscadas e o desenvolvimento de plasticos biodegradaveis tem sido
explorado. Os plésticos biodegradaveis podem ser produzidos a partir de polimeros
naturais como celulose, amido ou ser produzido por microrganismos (LEE, 1996;
MUHAMMADI et al., 2015; SHEN et al., 2020; SARATALE et al., 2021). Entre os
biopolimeros, produzidos por diferentes tipos de bactérias estdo os
polihidroxialcanoatos (PHA). Entretanto, os custos para a producdo de PHAs em
escala industrial dependem de uma série de fatores como o custo do substrato
utiizado como fonte de carbono, a capacidade de acumulo de PHA pelo
microrganismo e o processo de extracdo do polimero (FAVARO et al., 2019).

Portanto, para viabilizar a producdo de PHAs em escala industrial busca-se o
uso de uma fonte de carbono de baixo custo que pode ser alcancada através do uso
de residuos industriais (SARATALE et al., 2021). Outras estratégias envolvem a
busca de novas linhagens de microrganismos capazes de realizar uma boa
conversdo destas fontes de carbono de baixo custo em PHA ou o melhoramento
genético de microrganismos para aumentar a eficdcia da producdo de PHA
(FAVARO et al., 2019).

Além da producgdo de PHA, muitas bactérias sdo capazes de produzir outras
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substancias com aplicabilidade biotecnolégica, como por exemplo os ramnolipideos,
podendo até mesmo ser produzidos concomitantemente a producédo de PHA (HORI
et al., 2002). Os ramnolipideos s&o potenciais agentes biossurfactantes, possuindo
uma variedade de aplicacbes como descontaminacdo de areas onde houve
derramamento de Oleo, remocdo de metais toxicos do solo, apresentando uma
alternativa ecoldgica aos surfactantes quimicos (HORI et al., 2002).

Nesta perspectiva, novas fontes de microrganismos podem ser exploradas
para o encontro de novas linhagens de microrganismos. Considerando que este
estudo promoveu o estabelecimento de uma colecdo de bactérias isoladas em
canideos silvestres em vida livre, conforme descrito no Capitulo |, optou-se por
avaliar o potencial de isolados bacterianos desta colegcdo para aplicagéo
biotecnoldgica, através de testes para a producdo de PHAs e ramnolipideos. Com
base na revisdo da literatura, relacionando espécies produtoras em potencial e as
espécies encontradas neste trabalho, buscamos avaliar se esta fonte, nunca
acessada para essa finalidade anteriormente, pode abrigar microrganismos capazes

de viabilizar a produgéo de biopolimeros e biossurfactantes em larga escala.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polihidroxialcanoatos

PHAs sé&o poliésteres sintetizados por diversas espécies de bactérias, sendo
armazenados no interior da célula na forma de granulos e utilizados como reserva
de carbono e energia (ANDERSON & DAWES, 1990). Cada célula pode acomodar
cerca de 6 a 8 granulos de PHA (Figura 21) e os granulos, que possuem
caracteristicas amorfas, sdo envoltos por uma membrana fosfolipidica (REHM,
2003).

O PHA é produzido quando ha a limitagdo de nutrientes essenciais para o
crescimento bacteriano, como nitrogénio, fosforo, enxofre ou magnésio e oferta em
excesso de fonte de carbono, entretanto, determinadas espécies de bactérias,
acumulam este polimero durante a fase de crescimento (LEE, 1996).

Cerca de 150 mondmeros diferentes sdo reconhecidos atualmente como
constituintes de PHA e o tamanho do mondmero interfere diretamente nas
propriedades fisico-quimicas dos PHAs. Os polimeros compostos por monémeros
contendo de 3 a 5 4tomos de carbono sdo chamados de PHAscl (short chain lenght)
e apresentam uma estrutura altamente cristalina e rigida, enquanto os polimeros
gue contém monémeros com 6 a 14 atomos de carbono sao conhecidos
como PHAmcl (medium chain lenght) e sdo menos cristalinos e mais maleaveis
(STEINBUCHEL et al., 1992, LOPEZ et al., 2015; SARATALE et al, 2021).

Figura 21 - Microscopia eletrnica de Pseudomonas aeruginosa com granulos
intracelulares
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De maneira geral, diferentes vias metabdlicas (Figura 22) podem ser
utilizadas para produzir os precursores de PHA, dependendo do microrganismo e da
fonte de carbono (KNIEWEL et al., 2019). Poli-3-hidroxibutirato (PHB) € o PHAscI
mais conhecido, pode ser produzido a partir de moléculas de acetil-CoA. Tanto
PHAscl como PHAmcl séo produzidos com a polimerizagdo de 3-hidroxiacil-CoA,
polimerizados por uma enzima PHA sintase (phaC) (CHEN et al, 2016). As
propriedades do polimero dependem do tipo de phaC expresso pelo microrganismo,
da fonte de carbono fornecida e da via metabdlica utilizada para converséo da fonte
de carbono em precursores para a produgédo de PHA (REHM, 2003; SUDESH et al.,
2000; LU et al., 2009).

Em Pseudomonas, por exemplo a principal via para a produgcdo de PHAmMcI
partir de acidos graxos é a -oxidagéo (LU et al., 2009). Através da sintese de novo
de &cidos graxos, a glicose ou glicerol sdo metabolizados a acetil-CoA, que na via
de biossintese de &cidos graxos pode gerar os esqueletos carbdnicos que serdo
polimerizados em PHAmcl (SUDESH et al., 2000; PRIETO et al., 2007; SHARMA et
al., 2012). Uma vez que, na biossintese de acidos graxos sdo gerados acils ligados
ao ACP, a acdo de uma ACP-CoA transacilase (PhaG) é necesséria para gerar 0s 3-
hidroxiacil-CoA (REHM et al., 1998).

Figura 22 - Trés principais vias metabdlicas para a producéo de PHA: (I) Acetoacetil-
CoA, (Il) Sintese de &cidos graxos e (lll) R-oxidagao.
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PHA-mcl PHA scl-ml PHA-mcl

Adaptado de CHEN et al., 2016.
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PHAs além de serem importantes para 0s proprios microrganismos que 0s
produzem, sendo Uteis em estratégias de sobrevivéncia (LOPEZ et al., 2015),
apresentam caracteristicas que despertam interesse em estudos que abordam
diferentes aplica¢cbes biotecnoldgicas para a solucdo de problemas ambientais.
Dentre as propriedades fisicas apresentadas pelos PHAs destaca-se a semelhanca
aos plasticos sintetizados a partir de derivados fésseis, como polietileno e
polipropileno e sua biodegradabilidade. A biodegradacéo dos PHAs depende de
inameros fatores, podendo demorar desde sete semanas até alguns meses
(RUDNIK, 2013). Além disso, podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis,
podem apresentar biocompatibilidade com células e tecidos e apresentam uma
grande diversidade estrutural, portanto oferecem uma alternativa ecologicamente
favoravel na substituicdo de plasticos industriais (PRIETO et al., 2014; SACCO,
2015).

Diante dos impactos causados pelo uso do plastico derivado do petroleo e
de uma provavel crise econdbmica causada pelo aumento de preco do petrdleo,
muitas empresas no mundo todo, inclusive no Brasil investiram na produgdo de PHA
a partir de 1980 (CHEN, 2009). Neste contexto, diversas espécies bacterianas
comumente sdo utlizadas industrialmente para a produgdo de PHA: Ralstonia
eutropha, Alcaligenes latus, Aeromonas hydrophyla e Bacillus spp., para produgéo
de PHB e Pseudomonas putida e P. oleovorans para PHA de cadeia média, entre
outras espécies modificadas geneticamente (CHEN, 2009).

No entanto, a difusdo da aplicacdo deste polimero é limitada pelos altos
custos da sua producdo. Para tornar a producdo em larga escala de PHA viavel,
minimizar os custos da producgdo, diferentes fontes de carbono mais baratas e
renovaveis, como residuos originados de processos industriais tém sido testadas
(SARATALE et al.,, 2021). Portanto, bactérias selvagens com o potencial de
producéo de PHA a partir substratos mais baratos, como por exemplo, o glicerol e
Oleos vegetais sdo desejaveis (SHARMA et al., 2012; SATHIYANARAYANAN et al.,
2017; DE PAULA et al. 2017a, 2017b).

O glicerol é o principal subproduto do processo industrial para a obtengéo de
biodiesel, compondo cerca de 10% deste residuo (PACHAURI & HE, 2006;
SARATALE et al., 2021). Considerando a alta produgdo mundial de biodiesel, da
qual o Brasil foi responsavel por 13,2% em 2020 (BRITISH PETROLEUM, 2021) e

qgue algumas espécies de bactérias sdo capazes de produzir PHA e biossusfactantes
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a partir de glicerol, o uso deste substrato como fonte de carbono para a producdo
dessas biomoléculas para diminuir os custos de producdo demonstra ser uma
estratégia promissora. (DA SILVA et al., 2009; DE PAULA et al., 2017a, 2017b).

Espécies do género Pseudomonas séo intensamente estudadas devido ao
seu potencial de producéo de PHA, sendo que PHAmcl é produzido principalmente
por espécies deste género (CIESIELSKI et al., 2010; SHARMA et al., 2012). P.
putida KT2440 e GPOL1 (anteriormente descrita como P. oleovorans) sdo exemplos
de linhagens que s&o bastante estudadas pelo seu potencial de producédo de
PHAmcl (PRIETO et al., 2016).

2.2 Ramnolipideos

Os ramnolipidios s@o os biossurfactantes mais comumente estudados devido
as suas propriedades tensoativas e emulsificantes. S&o amplamente estudados para
fins biotecnoldgicos, pois podem ser empregados como alternativa ecoldgica aos
surfactantes sintéticos. Além disso, sdo biodegradaveis, podem apresentar grande
estabilidade em diferentes condigbes ambientais e possuem baixa toxicidade
(ABDEL-MAWGOUD, 2010).

Podem ser compostos por uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a 3-
hidroxidcidos e s&@o produzidas por algumas espécies bacterianas do género
Burkholderia e Pseudomonas como P. chlororaphis, P. plantari, P. putida, P.
fluorescens e P. aeruginosa sendo esta Ultima a mais estudada, apesar de ser um
patégeno oportunista humano e animal (HORI et al., 2002; RANDHAWA et al., 2014,
BEHRENS et al., 2016).

Os ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa séo estudados para aplicagdo
em diferentes areas como descontaminacdo de areas afetadas por derramamentos
de Oleos, remocdo de metais toxicos do solo, produgdo de cosméticos, entre outros
(HORI et al., 2002). P. aeruginosa pode tanto acumular PHAs no interior das células
quanto produzir ramnolipideos extracelular a partir de varios substratos, inclusive
glicerol (HORI et al., 2002; POBLETE-CASTRO et al., 2020).

Como os PHAs, os ramnolipideos podem ser produzidos a partir de diferentes
fontes de carbono, no entanto a utilizagdo de 6leos vegetais como de soja, canola e
oliva, promovem melhores resultados de produtividade (SOBERON-CHAVEZ et al.,

2005). De forma semelhante aos PHAs, a producdo de ramnolipideos tem como
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fator limitante os custos para a produgédo e a producdo simultdnea de PHA e
ramnolipideos demonstra ser uma op¢do para a reducdo dos custos de producdo
(HORI et al., 2002).

2.3 O género Pseudomonas

Em 1894, o género Pseudomonas foi descrito pela primeira vez, com base em
caracteristicas morfologicas por Migula em 1900 e até a data atual muitas espécies
sdo descritas anualmente, atualmente, o género possui 269 espécies reconhecidas
(PARTE et al., 2020).

O género Pseudomonas é um grupo heterogéneo, adaptavel a diversos
ambientes e apresentam uma resisténcia a diversos fatores ambientais ja
conhecidos. Devido a estas caracteristicas, este grupo tem sido amplamente
estudado em pesquisas para aplicacdes em processos biotecnoldgicos, como por
exemplo, para a producdo de PHAmcl e ramnolipidios (REHM, 2003; VOJTKOVA,
2015).

A utlizacdo de Pseudomonas sp. além de chamar a atencdo pela sua
capacidade de producdo de diferentes polimeros e sua plasticidade metabdlica,
torna o processo viavel pois muitas espécies deste género sdo consideradas como
ambientais e ndo patogénicas para humanos e animais (PRIETO et al., 2016).

Em Pseudomonas spp., duas vias metabdlicas principais sdo bem conhecidas
para a producdo de PHAmcI (i)Beta-oxidacdo, quando substratos estruturalmente
relacionados aos PHAs, como os acidos graxos, sao utilizados como Unica fonte de
carbono, em que os produtos intermediarios sao convertidos em 3-hidroxialcil-CoA;
(i) sintese de acidos graxos de novo, na qual substratos ndo relacionados
estruturalmente aos como carboidratos e glicerol acetato, etanol, frutose, glicose,
gluconato e glicerol podem ser oxidados a acetil-CoA e canalizados para a formac¢éo
de PHA pela sintese de novo (PRIETO et al.,, 2016; SHARMA et al.,, 2020). A
polimerizagdo do PHA em Pseudomonas é modulada por uma phaC classe I,
responsavel pela formagdo de PHAmcl (CHEK et al., 2019).

P. putida e P. aeruginosa sdo exemplos muito conhecidos de espécies do
género Pseudomonas comumente estudadas para aplicagao biotecnolégica.

P. putida, conhecida pelo seu potencial de produgéo de PHA, pode apresentar

uma grande diversidade de aplicagbes industriais (KANG, 2017). Por



89

exemplo, P. putida KT2440 é considerada um modelo nas pesquisas de producéo
de PHAs, j& que apresenta um metabolismo versétil e conhecido, pode colonizar
uma grande diversidade de ambientes (PRIETO, 2015). Em P. putida o tipo de fonte
de carbono oferecido na producdo de PHA pode afetar o seu metabolismo. Por
exemplo, a sintese de PHA a partir de &cidos graxos, que sdo estruturalmente
relacionados aos PHAS, ocorre principalmente na fase de crescimento exponencial,
enquanto quando utilizada fontes de carbono como carboidratos e glicerol, uma fase
de crescimento celular € necesséria antes que as células se envolvam na producéo
de PHA (PRIETO et al, 2016). Desta forma, acredita-se que a condi¢cdo de
fornecimento de uma fonte de carbono em excesso e limitagdo de um nutriente
como nitrogénio seja necesséria somente para a segunda situagdo (PRIETO et al.,
2016).

P. aeruginosa é capaz de produzir compostos surfactantes que diminuem a
tensdo superficial da dgua e sdo emulsificantes, conhecidos como ramnolipidios.
Esses compostos podem utilizados industrialmente para a remediagdo de
contaminagéo ambiental (WILD et al., 1997).

A versatilidade de metabolismo de Pseudomonas confere a esse grupo
grande vantagem de adaptacdo e a variedade de biopolimeros e compostos
produzidos devem ser mais bem explorados para aplicagbes biotecnoldgicas

visando a resolugéo de problemas ambientais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial de produgédo de PHA e ramnolipideos a partir de bactérias

isoladas em canideos silvestres.

3.2 Especificos

o Verificar a disponibilidade de espécies conhecidas por apresentarem
potencial de producdo de PHA ou ramnolipideos na colegcdo de
microrganismos de canideos silvestres estabelecida;

e Realizar ensaios em agitadores rotativos utilizando-se diferentes fontes de
carbono de baixo custo para avaliagdo do potencial de producdo de PHA e

ramnolipideos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados analisados

Os isolados bacterianos utilizados nesta etapa séo provenientes do estudo da
diversidade de bactérias em canideos silvestres explorado no Capitulo I. As
espécies testadas foram selecionadas de acordo com os relatos na literatura sobre a
capacidade de producdo de PHA e ramnolipideos. Portanto, inicialmente, oito
isolados bacterianos foram selecionados para os testes de verificagdo de producéo
de PHA e ramnolipideos: seis isolados identificados como Pseudomonas
aeruginosa, um isolado como Pseudomonas sp. e um isolado da espécie

Aeromonas hydrophila.

4.2 Ensaio em agitadores rotativos para a producao de PHA

Os isolados selecionados foram inoculados em Agar LB e incubados em
estufa a 36°C por 24 horas. Cinco coldnias foram inoculadas em 50 mL de caldo
Lysogeny Broth (LB, Difco) (BERTANI, 2004) e incubadas por 24 horas em agitador
rotativo (150 rpm, 30 °C). Uma aliquota de 2,5 mL da cultura em caldo LB foi
utilizada para inocular 25 mL de meio mineral (tabela 6) contendo uma das seguintes
fontes de carbono em excesso: Oleo de soja, glicerol, glicose, xilose, lactose,
sacarose ou frutose. Aliquotas de 10 mL do cultivo em LB foram separadas para a
determinagdo da massa seca celular e teor de PHA acumulado ao final do cultivo. As
células inoculadas nos meios minerais minimos contendo as diferentes fontes de
carbono em excesso foram cultivadas por 72 horas e o pH, massa seca celular,

quantidade e composi¢gao de PHAs foram determinados.

Tabela 6 - Composigéo dos meios de cultura para ensaios em agitador rotativo

(continua)
Meio Mineral Minimo
Fonte de carbono 15g/L
(NHy4) SO, 1lg/L
Na,HPO, 3,50/L

KH,PO, 1,5g/L
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(conclusao)

Solugdes

MgS0O..7H20 (20%) ImL/L
CaCl,.2H,0 (1%) 1mL/L
Citrato férrico amoniacal (6%0) ImL/L
Solugéo de elementos tracos ImL/L

Solugéo elementos tragos

H3BO3 0,3g/L
CoCl,.6H,0 0,2g/L
ZnS04.7H.0 0,1g/L
MnCl,.4H-,0 30mg/L
NaMo,.2H,0 30mg/L
NiCl,.6H,O 20mg/L
CuS04.5H,0 10mg/L

4.3 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Antes de dar inicio aos testes em biorreator, o isolado bacteriano selecionado
foi testado quanto a sensibilidade aos antimicrobianos para garantir a seguranca na
manipulagdo e possivel aplicacdo biotecnolégica. Os testes foram realizados através
da técnica de difusdo em disco em Agar, descrita por BAUER, et al. (1966), e os
antibioticos testados foram os preconizados para as espécies bacterianas, de acordo
com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018): sulfametoxazol +
trimetoprim, amicacina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacino, cloranfenicol,
doxiciclina, gentamicina, imipenem e norfloxaxina. Apenas isolados sensiveis a mais

de 90% dos antibidticos testados foram selecionados.
4.4 Ensaios em biorreator
O microrganismo que apresentou resultados mais interessantes nos

experimentos em agitador rotativo utilizando diferentes fontes de carbono foi

selecionado para o cultivo em biorreator para producdo de PHA. A cultura em
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batelada foi realizada em biorreatores EZ (Applikon) com capacidade de 5 litros e
volume de trabalho de 2 litros. Os processos ocorreram em pH e temperatura
controlados a 7.0 e 30°C, respectivamente. O isolado bacteriano selecionado foi
inoculado em Agar LB e incubado por 24 horas a 36°C. Ap6s 0 crescimento
bacteriano, coldnias isoladas foram transferidas para o0 meio mineral minimo para o
inoculo inicial, que foi incubado em agitador rotativo por 14 horas, a 30°C e 150rpm.
Esta cultura foi submetida a centrifugacdo para remoc¢éo e lavagem do inéculo com
solucdo de NaCl 0,8% e entdo, utilizada para inocular os cultivos em dois
biorreatores contendo meios de cultura com diferentes limitacdes: fosforo ou
nitrogénio e glicerol como fonte de carbono (Tabela 7). O pH foi controlado utilizando
solugcdes de NaOH e H,SO, (2.0 M). Para manter a concentragdo de glicerol entre 5
e 20g/L, foi utilizada uma solugdo de alimentagéo de 500 g/L. O fornecimento de ar
foi controlado a 1L/min e o oxigénio dissolvido foi mantido acima de 30% de
saturacdo através do aumento da agitacdo ou da vazdo de ar. Periodicamente,
foram colhidas amostras para analisar as concentragdes de glicerol e biomassa e 0

teor e composigcao de PHA.

Tabela 7 - Composigéo do Meio Mineral para ensaio em biorreator

Limitagdo em  Limitagdo em

Componentes In6culo t6sforo nitrogénio
Glicerol (g/L) 20 20 20
NazHPO, (g/L) 3,5 - -
KH,PO, (g/L) 1,5 0,3875 0,465
(NH4)2S04 (g/L) 1 3,485 2,907
MgS04.7H20 (g/L) 0,2 0,3105 0,3105
Citrato férrico amoniacal (g/L) 0,06 0,06 0,06
CaCl2.2H20 (g/L) 0,01 0,02 0,02
Elementos tragos* (ml/L) 1 2 2
NacCl (g/L) - 1 1

* Composicao da solugdo elementos tragos (g/L): HsBOs (0,3); CoCl.6H,0 (0,2); ZnS0,.7H,0 (0,1);
MnCl,.4H,0 (0,03); NaM00,.2H20 (0,03); NiCl,.6H,0 (0,02); CuS0,.5H,0 (0,01).
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4.5 Metodologia analitica

4.5.1 Determinacdo da biomassa

Um volume de 10 mL das amostras, colhidas em duplicata, foi submetido a
centrifugacdo a 10000 x g (4 °C, 10 minutos). Apés a separagcdo do sobrenadante,
as células foram lavadas com uma solugcdo de NaCl a 0,85% por duas vezes e

submetidas a liofilizag&o e a biomassa foi obtida por gravimetria em balanca.

4.5.2 Determinacdo do pH

O sobrenadante de cada cultura, separado das células por centrifugagéo para
a determinacdo da biomassa, foi analisado quanto ao pH em potencidmetro (Tecnal,
modelo TEC2).

4.5.3 Determinacdo do teor e composicao de PHA

Para determinar o teor e composicdo de PHA, 10 a 15 mg de células
liofilizadas foram submetidas areagdo de propandlise (RIS & MAI, 1988),
adicionando-se em tubo de vidro com tampa de rosca: 2 mL de solu¢cédo de HCIl em
propanol (1:4 viv), 2mLde 1,2dicloroetanoe 100puL de solugdo de
acido benzéico em propanol (40 g/L - padrao interno). Os tubos foram vigorosamente
agitados e a reacdo foi incubada em banho a 100°C por 3 horas, agitando
novamente apds os primeiros 30 minutos. Apdés o resfriamento dos tubos, foi
adicionada &gua destilada (4 mL), os tubos foram submetidos a agitacdo em
agitador de tubos tipo vértex por 30 segundos e, apos repouso, foi separada a fase
organica inferior. Um volume de 0,2 pL da fase orgénica da reacéo de propandlise foi
analisado apo6s a injecdo “split” (1:5) em cromatografo gasoso, (CG), Agilent 7890A,
equipado com coluna HP1. Propil-ésteres de hidroxialcanoatos foram detectados
através de detector por ionizagdo de chama (FID). As temperaturas do injetor e
detector foram de 250°C e 300°C, respectivamente. Para a separacédo de propil-
ésteres, foi utilizada a programacgdo de temperatura das colunas: 100°C por 3

minutos, aumentando para 180°C (6°C min™), mantendo a temperatura por 5
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minutos, com aumento posterior para 240°C (6°C min™"). A vazdo do g&s nitrogénio,
empregado como gas de arraste, foi de 1,0 mL.min™. Os polimeros produzidos por P.
oleovorans ou Pseudomonas sp. LFM 046 a partir de diferentes fontes de carbono
ou poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-
co-3HV) (Aldrich) foram utilizados como padrbes externos para determinar a curva

de calibragé@o. O acido benzoico foi utilizado como padréo interno.

4.5.4 Determinacdo da concentracdo de glicerol

O sobrenadante obtido através das amostras submetidas a centrifugacao
(10000 x g, 4 °C, 10 min) foram passadas por uma membrana filtrante (0.45-pym).
Um volume de 20 pl foi injetado e analisado através de HPLC (Ultimate 3000,
Dionex, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) equipado com um detector de indice de
refracdo (Shodex, Kawasaki, Kanagawa, Japéo) e uma coluna HPX-87H (Bio-Rad,
Hercules, CA, Estados Unidos) a 40 °C. A fase mével foi de 5 mmol/L H,SO4 em um
fluxo de 0,6 mL.min™". As solucdes de glicerol foram preparadas em concentracdes
de 0,1, 0,2, 0,5, 0,7, 1, 2, 5, 10, 15, 20 g/L e utilizadas como padrbes para a

construgdo da curva de calibragéo.

4.5.5 Determinacdo da concentracdo de ramnolipideos
Para a andlise quantitativa e da composi¢cdo dos ramnolipideos produzidos,

foram determinados os 3-hidroxiacidos e a ramnose presentes no sobrenadante. Um
volume de 5 mL do sobrenadante submetido a liofilizag&o e posteriormente, a reagdo
de propandlise, conforme descrito no item 4.3.3 e analisado através de
cromatografia gasosa. Para a detec¢cédo da ramnose, foi realizada uma reagédo de
hidrdlise, que consistia em adicionar 100puL de acido sulfarico (10mM) em 1mL do
sobrenadante. A reagdo foi mantida em banho-seco por 5 horas a 98° C. Apés o
resfriamento dos tubos, adicionou-se 200puL de NaOH (10mM) e a andlise foi
realizada através de cromatdgrafo liquido HPLC, conforme descrito para a
determinagdo da concentragdo de glicerol. Para a determinagédo da curva padréo
foram utilizadas solugbes de ramnose nas concentracdes de 0,1 a 1 g/L.

Como o processo de hidrdlise pode interferir na quantificacdo da ramnose, foi
realizado um célculo para a correcdo dos valores, no qual considerou-se a
porcentagem de ramnose recuperada apoés a hidrolise (84,2%) conforme descrito em
trabalhos consultados (ALMEIDA, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio em agitador rotativo

5.1.1 Cultivo em meio mineral contendo glicose ou 6leo de soja como fonte de

carbono

Apos 72 horas de cultivo, com glicose ou 6leo de soja como Unica fonte de
carbono, todos os isolados de P. aeruginosa (MA12B, MA32C, MA36F, MAS8A,
MAG67D e MA70C) foram capazes de produzir PHA e ramnolipideos (Tabelas 8 e 9).
Estes isolados demonstraram uma capacidade de producdo de ramnolipideos maior
gue de PHA, principalmente na oferta de glicose como fonte de carbono. Estes
isolados apresentaram valores de ramnolipideos que variaram entre 1300 e 2100
mg/L, sendo muito maiores aos encontrados em P. aeruginosa, relatados em
estudos anteriores, que podem produzir PHA e ramnolipideos simultaneamente,
demonstrando um acumulo de PHA correspondente a 23% da massa seca celular e
298 mg/L de ramnolipideos (HORI et al., 2002) e sdo similares aos de P. aeruginosa
LFM634, que j& demonstrou valores de produgcdo de ramnolipideos a partir de
glicose, frutose ou glicerol acima de 2000 mg/L. O 3-hidroxidecanoato (3HD) foi o
principal constituinte, representando mais de 60 mol%, semelhante ao que foi
observado para outras Pseudomonas (ALMEIDA, 2012).

O isolado pertencente & espécie A. hydrophila ndo apresentou produgéo
detectavel de ramnolipideos, entretanto foi capaz de produzir um polimero de PHA
composto por 3-hidroxibutirato (3HB) e 3-hidroxihexanoato (3HHXx) a partir de Gleo
de soja como fonte de carbono (Tabelas 10 e 11), como ja relatado anteriormente
em outros isolados de Aeromonas spp. (KOBAYAHI et al. 1994; DOl et al., 1995).

A producao simultanea desses dois compostos por P. aeruginosa tem sido
bem estudada pelo potencial de redugéo de custos de producéo, por outro lado a
fonte de carbono utilizada pode ser um fator limitante, por exemplo, a glicose que
quando utilizada por determinadas espécies bacterianas pode promover a
acidificagdo do meio, inibindo o crescimento e produgdo de PHA, podendo explicar
os baixos indices de produgéo de PHA por P. aeruginosa HORI et al., 2002).

Os 4cidos graxos nos ramnolipideos produzidos s&o compostos

principalmente por 3-hidroxidecanoato, correspondendo a mais de 75% dos 3HAs. A
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propor¢cado 3HA/ramnose foi maior que 1,0 para algumas linhagens, o que indica que
foi produzida uma mistura de di e mono-ramnolipideos. Uma propor¢cdo maior que
2,0, também observada para algumas linhagens, demonstra que houve uma
quantidade expressiva de 3-hidroxialcano-alcanoloxi (3HAA) nos ramnolipideos
produzidos. A capacidade de linhagens de P. aeruginosa estudadas neste trabalho
produzirem ramnolipideos com as mesmas caracteristicas foi amplamente descrita
na literatura (SOBERON-CHAVEZ et al., 2005). P. aeruginosa MA32C produziu um
ramnolipideo contendo quantidades de ramnose maiores que 3HAA (Tabela 11).
Esta composicdo € caracteristica de di-ramno-mono-lipideos, porém estes
homologos foram observados apenas em condi¢des especificas como em cultivos
utilizando naftaleno como fonte de carbono (DEZIEL et al., 1999).

O isolado MAQ9B (Pseudomonas sp.) néo apresentou crescimento a partir de
Oleo de soja e ndo produziu ramnolipideos em qualquer dos cultivos. Entretanto
apresentou o melhor resultado de produgcédo de PHA a partir de glicose, quando
comparado aos resultados dos outros isolados testados neste trabalho (Tabela 8),
produzindo uma biomassa de 3,0 g/L, sendo 19,4% de PHAmcl, composto
principalmente por 3HD (70 mol%) e 3HDDAs (12 mol%), mas também foram
detectados 3HHx, 3HO e 3HDD em menores quantidades (Tabela 8).
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Tabela 8 - Produgdo de PHA em ensaios em agitador rotativo apds 72 horas de cultivo em meio mineral contendo glicose como Unica fonte de carbono

. pH Composicao de PHA (mol%) PHA
Isolados bacterianos MSC@EML)  fina 3HB 3HHX 3HO 3HD 3HDD  3HDDA,  (%MSC)
Pseudomonas sp. MAO9B  3.07+0.10 6,17 - 0.7740.05 9.75+0.24 69.42+0.98 7.57+0.26 12.49+0.42 23.47+3.97
P. aeruginosa MA12B 0.29+0.01 6,18 - - - 67.98+3.33 - 32.0243.33  7.34+1.21
P. aeruginosa MA32C 0.66+0.00 6,08 - - 4.16+0.87 65.01+3.31 11.05+0.12 19.78+2.57  7.82+2.96
P. aeruginosa MA36F 1.73+0.07 4,72 - - 2.80+0.15 54.62+0.34 16.02+0.16 26.56+0.04  6.05+0.51
P. aeruginosa MA58A 1.37+0.03 6,14 - 1.3940.06 8.06+1.07 58.12+1.19 13.13+0.68 19.29+1.52  8.82+0.03
P. aeruginosa MA67D 0.85+0.01 6,21 - - 3.69+0.34 62.42+2.87 16.13+0.63 17.77+1.89 13.15+0.16
P. aeruginosa MA70C 1.92+0.04 6,26 - - 3.30+0.64 50.49+0.27 7.01+0.04 39.21+0.33  4.54+0.25
A. hydrophila MA58B 1.76+0.08 6,64 100.00 - - - - - <1.00

Média + Desvio Padrao. -: ndo detectado. MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato, 3HHx - 3-hidroxihexanoato,
3HO - 3-hidroxioctanoato, 3HD-3-hidroxidecanoato, 3HDD - 3-hidroxidodecanoato, 3HDDAs - 3- hidroxi-5-dodecenoato

Tabela 9 - Producgéo de ramnolipideos em ensaios em agitador rotativo apos 72 horas de cultivo em meio mineral contendo glicose como Unica fonte de

carbono

Isolados bacterianos Ramnose 3HAA Ramnolipideo Composicgéo de 3HA (mol%) 3HAA/Ram

(mg/L) (mg/L) (mg/L) 3HHXx 3HO 3HD 3HDD 3HDDAs (mol/mol)
Pseudomonas sp. MA09B - - - - - - - - -
P. aeruginosa MA12B 1052.8+87.3 910.2+77.2 1963.0+164.5 - - 100.00 - - 1.55+0.00
P. aeruginosa MA32C 1072.9+155.0 850.3+2.0 1923.3+157.0 - 4.13+0.59 88.84+0.33 6.08+0.34 0.95+0.08 1.43+0.20
P. aeruginosa MA36F 1054.4 639.7 1694.1 - 2.70 88.12 141 7.77 1.08
P. aeruginosa MA58A 616.7+121.2 1018.3+87.3  1635.0+208.4 - 5.62+0.45 88.14+0.37 6.24+0.08 - 2.99+0.34
P. aeruginosa MA67D 565.0+83.0 817.6+55.4 1382.6+27.6 - 2.51+1.12 90.01+4.57 6.28+2.70 1.20+0.75 2.62+0.56
P. aeruginosa MA70C 799.7+222.7 1300.8+5.0 2100.4+217.7 - 2.94+0.38 77.41+0.64 12.95+0.38 6.70+0.31 2.99+0.85

A. hydrophila MA58B - - - - - - - - -

Média + Desvio Padrao. -: ndo detectado. MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato, 3HHx - 3-hidroxihexanoato,
3HO - 3-hidroxioctanoato, 3HD-3-hidroxidecanoato, 3HDD - 3-hidroxidodecanoato, 3HDDAs - 3- hidroxi-5-dodecenoato
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Tabela 10 - Producao de PHA em ensaios em agitador rotativo apds 72 horas de cultivo em meio mineral contendo 6leo de soja como Unica fonte de carbono

. pH Composicao de PHA (mol%) PHA
'solados bacterianos MSC@L)  fina 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDD 3HDDAs (%MSC)
Eﬂfgggmonas SP- 0.27+0.01 7.11 i i i 55.53 i 44.47 <1.0
P. aeruginosa MA12B 2.11+0.04  6.47 - 1.30+0.13 13.77+0.99 47.02+4.44 - 37.91+5.56 4.19+0.20
P. aeruginosa MA32C 2.33+0.06  6.45 - - 0.62+092 61.58+2.15 10.43+0.34 18.37+0.89 8.08+2.53
P. aeruginosa MA36F 2.01+0.01  6.63 - 1.36+0.01 6.46+0.26 52.52+0.57 6.38+0.10 33.29+0.92 3.97+1.09
P. aeruginosa MA58A 2.34+0.04 6.33 - 1.3740.01 10.75+2.88 49.15+3.18 13.12+5.80 25.61+6.10 7.15+2.82
P. aeruginosa MA67D 2.47+0.11  6.39 - 1.06+0.08 15.18+0.09 52.85+3.66 11.18+1.76 19.73+1.74 9.33+1.20
P. aeruginosa MA70C 2.05+0.16  6.52 - - 16.64+1.20 52.53+6.34 5.30+3.83 25.52+1.31 4.77+0.12
A. hydrophila MA58B 0.96+0.08  6.98  98.04+0.49 1,96+0.49 - - - - 6.32+0.14

Média + Desvio Padrao. -: ndo detectado. MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato, 3HHx - 3-hidroxihexanoato,
3HO - 3-hidroxioctanoato, 3HD-3-hidroxidecanoato, 3HDD - 3-hidroxidodecanoato, 3HDDAs - 3- hidroxi-5-dodecenoato

Tabela 11 - Producédo de ramnolipideos em ensaios em agitador rotativo apés 72 horas de cultivo em meio mineral contendo 6leo de soja como Unica fonte

de carbono

solados bacterianos Ramnose 3HAA Ramnolipideo Composic&o de 3HA (mol%) 3HAA/Ram

(mg/L) (mg/L) (mg/L) 3HHXx 3HO 3HD 3HDD 3HDDA; (mol/mol)
Pseudomonas sp. MA09B - - - - - - - - -
P. aeruginosa MA12B 23.9+1.1 55.4+1.8 79.3+£0.7 - - 100 - - 4.15+0.32
P. aeruginosa MA32C 433.8+137.5 96.8+14.6 530.6+123.0 - - 100 - - 0.43+0.20
P. aeruginosa MA36F 20.8+£3.27 59.0+£21.5 79.9+18.2 - - 100 - - 5.29+2.68
P. aeruginosa MA58A 37.1+£13.1 46.2+10.3 83.2+23.4 - - 100 - - 2.29+031
P. aeruginosa MA67D 56.4+£12.0 90.9+5.5 147.2+17.6 - - 100 - - 2.94+0.45
P. aeruginosa MA70C 57.1 175.7 232.8 - 2.03 77.26 12.43 8.28 5.43

A. hydrophila MA58B - - - - - - - - -

Média + Desvio Padrao. -: ndo detectado. MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato, 3HHx - 3-hidroxihexanoato,
3HO - 3-hidroxioctanoato, 3HD-3-hidroxidecanoato, 3HDD - 3-hidroxidodecanoato, 3HDDAs - 3- hidroxi-5-dodecenoato
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5.1.2 Cultivo em meio mineral contendo diferentes carboidratos como fonte de

carbono

Conforme descrito no primeiro capitulo deste trabalho, o isolado MAQ9B foi
inicialmente identificado como P. monteilii através da técnica de MALDI-TOF, porém
as andlises taxon6micas e fenotipicas demonstraram uma distancia filogenética
menor com a espécie P. asiatica. Pela auséncia de relatos na literatura que reportem
a producdo de PHA por ambas as espécies e considerando os resultados do
primeiro ensaio em agitador rotativo, além da versatilidade metabdlica de espécies
do género Pseudomonas para a produgédo de PHA mcl, selecionamos Pseudomonas
MAQ9B para novos ensaios utilizando fontes de carbono diferentes e repeticdo do
ensaio com glicose. Neste conjunto de experimentos, o isolado Pseudomonas sp.
LFMO046 foi utilizado como referéncia, pois possui bons resultados de producéo de
PHA a partir de carboidratos, podendo acumular mais que 60% de PHA em relagéo
a biomassa (DINIZ et al., 2004) e Oleos vegetais (SILVA-QUEIROZ et al., 2009).
Desta forma, MAO9B e LFM046 foram submetidas aos cultivos em meio mineral
minimo contendo: glicose, glicerol, xilose, lactose, sacarose ou frutose como Unica
fonte de carbono.

Ambos os isolados testados n&do produziram PHA a partir de sacarose,
lactose ou xilose. MAO9B produziu PHA a partir de glicose, glicerol e frutose, que
representou um percentual de massa seca de 12%, 31% e 28%, respectivamente. O
polimero produzido foi principalmente composto por 3HD, uma composi¢éo tipica de
PHAmcl produzidos por outras linhagens de Pseudomonas (DINIZ et al., 2004;
SILVA-QUEIROZ et al., 2009; CARDINALI-REZENDE et al., 2020) (Tabela 12).

Como esperado, LFMO046 foi capaz de produzir PHAmcl a partir de glicose e
frutose, representando um percentual da massa seca celular de 32% e 11%,
respectivamente, de um polimero composto principalmente por 3HD (Tabela 13).
LFMO046, linhagem testada em diversos trabalhos anteriores, j& apresentou
capacidade de acumular até 60% de PHA, utilizando-se glicose e frutose em ensaios
em agitador rotativo, podendo produzir 2,3 g/L de PHA (DINIZ et al., 2004, KAWAI,
2013) e até 34% utilizando 6leos vegetais, entretanto ndo foi capaz de produzir PHA
a partir de glicerol (SILVA-QUEIROZ, et al., 2009). O PHAmcl produzido por este
mesmo isolado a partir de glicose e/ou frutose € composto principalmente de 3HD
(cerca de 60 mol%), HO (cerca de 30 mol%) e 3HHX, 3HDD e 3HDDA5 em menores
quantidades (KAWAI, 2013).
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Tabela 12 - Producao de PHA por Pseudomonas sp. MAO9B em ensaios em agitadores rotativos apds 72 horas de cultivo em meio mineral contendo
diferentes fontes de carbono

pH Composicao de PHA (mol%) PHA
Fonte de carbono MSC (g/L) final 3HAX 3H0 3HD 3HDD 3HDDA, (%MSC)
Glicose 4.31+0.47 6,17 0.5740.11  7.96+2.41 79.91+2.18 7.29+1.75 4.27+1.90 19.86+13.20
Glicerol 5.27+0.47 7,11 1.20+0.06 10.02+4.52 79.27+7.76 5.36+1.29 4.16+2.27 40.16+18.46
Xilose 0.35+0.07 6,18 - - - - - <1.00
Lactose 0.31+0.11 6,47 - - - - - <1.00
Sacarose 0.24+0.02 6,08 - - - - - <1.00
Frutose 4.51+0.09 6,45 1.1940.14 14.85+0.35 68.65+0.53 7.341+0.01 7.98+0.03 28.46+2.16

Média + Desvio Padrao. -: ndo detectado. MSC - Massa seca celular. 3HHx - 3-hidroxihexanoato, 3HO —
3-hidroxioctanoato, 3HD-3-hidroxidecanoato, 3HDD - 3-hidroxidodecanoato, 3HDDAs - 3- hidroxi-5-dodecenoato

Tabela 13 - Producao de PHA por Pseudomonas sp. LFM046 em ensaios em agitadores rotativos apés 72 horas de cultivo em meio mineral contendo
diferentes fontes de carbono

pH Composicédo de PHA (mol%) PHA
Fonte de carbono MSC (g/L) final 3AAX 310 31D 3HDD 3HDDA (%MSC)
Glicose 3.30+0.15 6,14 - 26.2045.54 73.80+5.54 - - 36.73+27.11
Glicerol 0.41+0.04 6,33 - - - - - <1.00
Xilose 0.24+0.02 6,64 - - - - - <1.00
Lactose 0.22+0.04 6,98 - - - - - <1.00
Sacarose 0.28+0.01 6,21 - - - - - <1.00
Frutose 2.33+0.09 6,39 2.10+0.14 33.04+0.57 55.19+0.39 6.73+0.37 2.94+0.01 10.72+0.68

Média + Desvio Padrao. -: ndo detectado. MSC - Massa seca celular. 3HHx - 3-hidroxihexanoato, 3HO —
3-hidroxioctanoato, 3HD-3-hidroxidecanoato, 3HDD - 3-hidroxidodecanoato, 3HDDAs - 3- hidroxi-5-dodecenoato
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As analises para a inferéncia taxonémica de MAQ9B, descritas no capitulo |,
indicam que € possivel que este isolado seja uma nova espécie, diretamente
relacionada com as espécies P. asiatica, P. monteili, P. entomophila, P.
plecoglossicida e P. tawianensis. Estas espécies sdo filogeneticamente préximas a
P. putida, uma espécie comumente estudada para a producdo de PHA a partir de
diferentes fontes de carbono, apresentando como principal componente dos
polimeros produzidos a partir de glicose, 3HD (cerca de 60 mol%), porém também
sdo observados, em menor quantidade, 3HO e 3HDD (SILVA-QUEIROZ, et al.,
2009; SHARMA et al., 2012). Ao contrario de MAO09B, P. monteilii, espécie
filogeneticamente proxima a MAQ9B, é capaz de produzir PHA a partir de Oleos
vegetais, 0 que demonstra mais uma caracteristica diferencial entre as espécies
(SHARMA et al.,, 2020). P. mosselii, outra espécie diretamente relacionada a P.
putida, em ensaios em agitadores rotativos pode acumular até 28 % da massa seca
celular de PHA a partir de e dleo de soja, chegando a uma produtividade de PHA de
13 mg/L.h. O polimero de PHA é composto principalmente por 3HO (LIU et al.,
2018).

N&o existem muitos estudos relacionando a converséo de glicerol em PHAmcI
por Pseudomonas sp. Sabe-se que espécies como P. mediterranea, P. mosselii, P.
corrugata e P. putida j& atingiram um valor de PHA em relacdo a massa seca celular
de 61, 51, 42 e 9%, respectivamente (SHARMA et al., 2012; LIU et al., 2018;
LICCIARDELLO et al.,, 2019). Portanto, para explorar melhor o potencial de
producéo de PHA deste novo isolado de Pseudomonas sp. a partir de uma fonte
promissora para a diminuicdo dos custos de aplicagdo industrial, conduzimos
ensaios em biorreator com o isolado MAO9B.

MAQ9B foi testado quanto a sensibilidade aos antimicrobianos preconizados
pelo CLSI, tendo sido sensivel a todos, exceto a sulfametoxazol + trimetropim,
entretanto, algumas espécies de Pseudomonas isoladas no ambiente podem ser

naturalmente resistentes a esse antibiotico (ASIF et al., 2016).
5.2 Ensaio em biorreator
Diante da imensa diversidade de condi¢cdes de cultivo, espécies bacterianas

testadas, metodologia analitica adotada em estudos disponiveis para consulta, ndo

existe um padréo esperado de resultados e qualquer comparacéao deve ser realizada
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com cautela. Diante disso, alguns estudos com espécies correlatas a analisada
neste trabalho, bem como ensaios em condigbes similares serdo citados nesta
discusséo.

Pseudomonas sp. MAQ9B, isolada em cavidade oral de um cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous), foi submetida a culturas em batelada em biorreatores para
avaliar seu potencial para producdo de PHA em escala industrial. Como fonte de
carbono, o glicerol foi utilizado, j& que se trata de um subproduto da producédo de
biodiesel e pode ser utilizado por Pseudomonas spp. para a producdo de uma
variedade de compostos (POBLETE-CASTRO et al., 2020). As culturas realizadas
tiveram limitagdo de nitrogénio ou fosforo, portanto, a quantidade de ambos os
nutrientes foram os primeiros a se esgotarem na cultura em batelada (Tabela 7).

O glicerol foi adicionado a cultura a partir de uma solu¢cdo concentrada
(500g¢/L), sempre que a concentracdo da cultura chegava proxima de 5 g/L, evitando
assim, sua limitacdo e esperando-se manter, apos a alimentacdo, uma concentracao
de aproximadamente 20 g/L (Figura 23). O oxigénio foi mantido acima de 30% da

saturagdo do meio com o intuito de evitar a limitacado do crescimento da cultura.

Figura 23 — Concentragao de glicerol durante as culturas em biorreatores.
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A. Cultura com limitagdo de Fosforo. B. Cultura com limitagdo de Nitrogénio.

Foram observadas trés fases diferentes nas culturas. Na primeira fase foi
observado um crescimento exponencial entre 08 e 16 horas no cultivo com limitag&o
de fosforo e 04 e 13 horas no cultivo com limitag&do de nitrogénio. Algumas espécies
como de P. putida sdo capazes de acumular PHA em condicbes em que haja

excesso ou limitagdo de fonte nitrogénio, no entanto o acimulo de PHA é maior em
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ensaios com nitrogénio como fator limitante (SHARMA et al.,, 2012). Neste caso,
observamos que a duragédo da fase lag no cultivo com limitagdo de nitrogénio foi
menor. Nesta mesma fase ndo houve uma produgdo expressiva de PHA. Foi
verificado uma velocidade especifica de crescimento nas culturas com limitacdo de
fosforo e nitrogénio correspondente a 0,29:0,02 e 0,33%0,05 h, respectivamente.
Esses valores sé@o similares aos de P. chlororaphis que, em ensaio em biorreator
utilizando glicerol como fonte de carbono, atingiu uma velocidade especifica de
crescimento de 0,24 h?, (DE MENESES et al.,, 2020). Nao houve diferencas
significativas entre as taxas especificas de crescimento de ambas as culturas, pois
nesta fase da cultura, o meio ndo apresenta uma limitagdo de crescimento por
nutrientes.

A terceira fase, correspondente a fase estacionaria de crescimento, iniciou-se
em aproximadamente 37 horas de cultivo em ambas as condicdes e né&o foi
verificada a producdo de PHA nessa fase de crescimento, o que normalmente é
observado em bactérias produtoras de PHA. E estudos anteriores, como por
exemplo em P. putida, relatam a produgcdo de PHA apés a fase de crescimento
celular guando uma fonte de carbono como glicerol € utilizada (LEE, 1996; PRIETO
et al, 2016). Entretanto, o acumulo de PHA pela linhagem MAQ9B ocorreu
principalmente apds a fase de crescimento exponencial, quando o nutriente limitante
ainda nédo havia se esgotado, mas o acumulo de PHA parou apds o esgotamento do
nutriente limitante (Figura 24).

A fase de crescimento entre a fase exponencial e estacionaria, considerada
como uma segunda fase foi bastante relevante. A biomassa celular alcangou valores
mais que duas vezes maiores no inicio da fase estacionaria, quando comparado aos
valores do final da fase exponencial. ISso sugere que a constante de saturagao
(valor de Ks) para as fontes de nitrogénio (aménia) e fésforo (fosfato) séo
relativamente altas. As taxas de producéo de PHA foram constantes e correspondem
a 133,5 e 132,0 mg/L.h para as culturas com limitacdo de fésforo ou nitrogénio,
respectivamente.

Considerando que a biomassa residual estd aumentando, a taxa especifica de
formagado do produto foi de 35,6-19,8 e 36,2-17,4 mg/g.h respectivamente para as
culturas com limitacdo de fosforo e nitrogénio, respectivamente. Embora as
velocidades especificas de crescimento sugiram um bom desempenho para um

processo de producdo de PHA, quando comparado com trabalhos anteriores, as
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taxas especificas de formacdo do produto ainda sdo modestas e devem ser
melhoradas para um desempenho adequado em escala industrial.

O teor de PHA alcancou aproximadamente 30% da massa seca celular em
ambas as culturas, atingindo um valor de PHA de 2,9 e 3,0 g/L para limitagdo em
fosforo e nitrogénio, respectivamente (figura 24). Em ensaio semelhante em
biorreator com P. chlororaphis, utilizando glicerol como fonte de carbono o teor de
PHA atingiu 19% da massa seca celular (DE MENESES et al., 2020).

Figura 24- Biomassa total, biomassa residual e produgdo de PHA por Pseudomonas
sp. MAO9B em culturas em biorreatores
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A. Cultura com limitagdo de Fosforo. B. Cultura com limitagéo de Nitrogénio.

Uma composicado tipica de PHA contendo monémeros de cadeia média foi
observada com a presenca de 3-hidroxidecanoato (3HD) como principal
componente, correspondendo a aproximadamente 70% dos mondémeros produzidos.
3-hidroxioctanoato (3HO) foi o componente secundério, representando entre 10 e
20% dos mondmeros. 3-hidroxihexanoato (3HHXx), 3-hidroxidodecanoato (3HDD) e
3-hidroxi-5-dodecenoato (3HDDAS) também foram detectados (figura 25).

Durante a fase de producdo de PHA na cultura com limitagdo em fésforo, a
biomassa residual e o rendimento de PHA a partir de glicerol (Yxycii € Ypnasci) foram,
respectivamente, 0,15 e 0,21 g/g, correspondendo a um rendimento de biomassa
total (CDW) a partir de glicerol (Yxci) de 0,36 g/g. Na cultura com limitacdo de
nitrogénio, o desempenho metabdlico foi menor e os valores de Yxgii € Ypna/ci foram

de 0,14 e 0,12 g/g, respectivamente, correspondendo a um Yxci de 0,26 g/g. Esses
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ndmeros sdo compativeis com uma excelente conversédo de glicerol em biomassa
celular e PHA, quando comparamos com o rendimento de PHAmcl a partir de
glicerol (Ypuaci) de outras espécies do género Pseudomonas, cultivadas em
condi¢cdes semelhantes, que variam entre 0,01 e 0,13 g/g (DE MENESES et al.,,
2020; POBLETE-CASTRO et al., 2020).

A producdo de PHAmcl apenas com limitacdo de crescimento pelos
nutrientes, mas nado completamente esgotados representa um grande desafio para
explorar o potencial da Pseudomonas sp. MAO9B para ser aplicado em processos
industriais, uma vez que as condi¢des de cultivo devem ser ajustadas para explorar
as condig¢des de fornecimento de nutrientes para o melhoramento da producéo, além
de minimizar a producdo de biomassa celular e maximizar a producido de PHA.
Cultivos continuos séo especialmente adequados para explorar esse potencial, pois

nesses cultivos o crescimento e producéo de PHA ocorre simultaneamente.

Figura 25 — Composigcédo dos mondémeros de PHA por Pseudomonas sp. MAO9B em
culturas em biorreatores
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, embora tenha avaliado apenas uma pequena porcentagem do
total de isolados obtidos, isolados bacterianos Pseudomonas aeruginosa (MA12B,
MA32C, MA36F, MA58A, MA67D e MA70C) produziram PHA e ramnolipideos
concomitantemente, e Aeromonas hydrophila produziu PHA.

Destacou-se o0 isolado MAO09B, ainda que apresente sua inferéncia
taxondmica indeterminada, necessitando de novos testes para afirmar tratar-se de
uma espécie ndo descrita, demonstrou os melhores resultados para produgédo de
PHA, alcangcando um teor de PHA de aproximadamente 30% da biomassa celular a
partir de glicerol como fonte de carbono em ensaios em biorreatores, com resultados
promissores para futuros ajustes para aplicagéo em processos industriais.

Embora a produgéo de PHA tenha sido maior durante o crescimento, quando
o fator limitante ainda ndo havia se esgotado, apresentou valores relevantes de
conversdo de glicerol em PHA. Se parametros nutricionais forem ajustados, este
isolado possui potencial de ser um bom produtor de PHA a partir de uma fonte de
carbono acessivel.

Contudo, este trabalho demonstra que espécies bacterianas produtoras de
PHAs e ramnolipideos podem ser encontradas em amostras provenientes de
animais silvestres, com imenso potencial a ser explorado para a prospecc¢éo de

microrganismos com potencial para aplicagao biotecnolégica.
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APENDICE A - FORMULARIO DE CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE COLONIAS
PRESERVACAO DE AMOSTRAS - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE COLONIAS

ANIMAL.: IDENTIFICAQAO DO ANIMAL.:
AMOSTRA: IDENTIFICAQAO DA AMOSTRA:
MEIO DE CULTURA: TEMPERATURA DE INCUBAQAO:
DATA:
- APARENCIA DA
FORMA/BORDA DENSIDADE*+ | CONSISTENCIA ;
PIGMENTO | TAMANHO — o SUPERFICIE
ID (+) (GIMIP)* <CIRTICFL<JJL$/EIT:NE$LL::£UN ELEVACAO (Tgmgiﬁﬁﬁ&/%m S eAMbCaDE LS COR (RUGOSA/GRANULAR/BRILH

RADICA) ANTE/EMBAQX—;DA/CREMOS

* Grande: maior que 1mm de didametro; Média: 1mm de didametro; Pequena: menor que 1mm de didmetro
**Achatada, umbilicada, convexa, centro elevado, elevada, domo

***Transparente (& possivel ver através da col6nia), opaca (nao é possivel ver através da colénia), translicida (é possivel ver através da
colénia somente com luz sobre a colbnia

Fonte: OPLUSTIL, CP, ZOCCOLI, CM, TOBOUTI, NR, SINTO, Sl. Procedimentos basicos em Microbiologia Clinica 3°Edi¢&o., S&o Paulo, 2010
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APENDICE B - PREVALENCIA DOS FILOS BACTERIANOS POR TIPO DE

AMOSTRA

Animal

Amostra

Filo

Prevaléncia (%)

Canis I. familiaris oral Proteobacteria 55
Firmicutes 30
Actinobacteria 14
Bacteroidetes 1
Canis |. familiaris retal Firmicutes 52
Proteobacteria 43
Actinobacteria 5
Cerdocyon thous oral Proteobacteria 59
Firmicutes 36
Actinobacteria 5
Bacteroidetes 1
Cerdocyon thous retal Proteobacteria 79
Firmicutes 19
Actinobacteria 2
Chrysocyon brachyurus oral Proteobacteria 80
Firmicutes 20
Chrysocyon brachyurus retal Proteobacteria 75
Firmicutes 25
Lycalopex vetulus oral Proteobacteria 63
Firmicutes 33
Actinobacteria 4
Lycalopex vetulus retal Proteobacteria 75
Firmicutes 25
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APENDICE C - PREVALENCIA DAS FAMILIAS BACTERIANAS POR TIPO DE

AMOSTRA

(continua)

Animal

Amostra

Familia

Prevaléncia (%)

Canis |. familiaris

oral

Neisseriaceae
Staphylococcaceae
Micrococcaceae
Morganellaceae
Bacillaceae
Lactobacillales
Enterobacteriaceae
Pseudomonadaceae
Pasteurellaceae
Enterococcaceae
Microbacteriaceae
Caulobacteraceae
Lysobacteraceae
Moraxellaceae
Peptostreptococcaceae
Weeksellaceae

30
15

=
N

P P RPPRPOWWWOOOODOO O

Canis |. familiaris

retal

Enterococcaceae
Enterobacteriaceae
Morganellaceae
Staphylococcaceae
Lactobacillales
Micrococcaceae
Bacillaceae
Caryophanaceae
Paenibacillaceae
Pseudomonadaceae
Aeromonadaceae
Nocardiaceae

not assigned to family
Pasteurellaceae

PP FPPEPNNDNDN®WMO

Cerdocyon thous

oral

Enterobacteriaceae
Morganellaceae
Lactobacillales
Bacillaceae
Staphylococcaceae
Enterococcaceae
Neisseriaceae
Yersiniaceae
Aeromonadaceae
Micrococcaceae
Moraxellaceae

=N
w N

W W h oo N 0000 O



PREVALENCIA DAS FAMILIAS BACTERIANAS POR TIPO DE AMOSTRA

(continuacgéao)

Pseudomonadaceae 3
Streptococcaceae 3
Erwiniaceae 1
Paenibacillaceae 1
Aerococcaceae 1
Dermabacteraceae 1
Flavobacteriaceae 1
Gordoniaceae 1
Hafniaceae 1
Cerdocyon thous retal Enterobacteriaceae 37
Morganellaceae 33
Enterococcaceae 14
Pseudomonadaceae 8
Bacillaceae 2
Streptococcaceae 2
Micrococcaceae 2
Hafniaceae 1
Neisseriaceae 1
Staphylococcaceae 1
Chrysocyon brachyurus oral Neisseriaceae 27
Morganellaceae 20
Bacillaceae 7
Enterobacteriaceae 7
Moraxellaceae 7
not assigned to family 7
Paenibacillaceae 7
Pseudomonadaceae 7
Staphylococcaceae 7
Yersiniaceae 7
Chrysocyon brachyurus retal Enterobacteriaceae 31
Morganellaceae 31
Pseudomonadaceae 13
Bacillaceae 6
Enterococcaceae 6
Lactobacillales 6
Staphylococcaceae 6
Lycalopex vetulus oral Enterobacteriaceae 26
Morganellaceae 13
Enterococcaceae 11
Pseudomonadaceae

Lactobacillales
Streptococcaceae
Yersiniaceae
Bacillaceae
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PREVALENCIA DAS FAMILIAS BACTERIANAS POR TIPO DE AMOSTRA

Micrococcaceae
Moraxellaceae
Staphylococcaceae
Neisseriaceae
Pasteurellaceae
Erwiniaceae
Paenibacillaceae
Peptostreptococcaceae

(conclusao)

P NN W®WNSINR-AN

Lycalopex vetulus

retal

Morganellaceae
Enterobacteriaceae
Enterococcaceae
Pseudomonadaceae
Bacillaceae
Neisseriaceae
Staphylococcaceae
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APENDICE D - MATRIZ DE DISTANCIA DO GENE 16S rRNA PARA O ISOLADO MA09B

1

MAQ09B

P. aestus CMAA 1-215 0,0142
P. alloputida Kh7 0,0016
P. asiatica RYU5 0,0008
P. entomophila L48 0,0008
P. fulva NBRC 16637 0,0110
P. guariconensis PCAVU11 0,0087
P. hunanensis LV 0,0031
P. juntendi BML3 0,0031
P. monteilii NBRC 103158 0,0008
P. mosselii CIP 105259 0,0031
P. parafulva NBRC 16636 0,0094
P. piscis MC042 0,0142
P. plecoglossicida NBRC 103162 0,0008
P. putida ATCC 12633 0,0110
P. reidholzensis CCOS 865 0,0126
P. sichuanensis WCHPs060039 0,0055
P. soli F-279 0,0086
P. taiwanensis BCRC 17751 0,0008
S. aureus ATCC 12600 0,2571

0,0118
0,0134
0,0134
0,0190
0,0198
0,0118
0,0126
0,0150
0,0142
0,0190
0,0000
0,0134
0,0158
0,0190
0,0134
0,0182
0,0134
0,2497

0,0023
0,0024
0,0094
0,0102
0,0016
0,0016
0,0023
0,0047
0,0079
0,0118
0,0016
0,0086
0,0110
0,0071
0,0094
0,0023
0,2537

0,0016
0,0102
0,0079
0,0031
0,0023
0,0016
0,0023
0,0086
0,0134
0,0016
0,0102
0,0118
0,0047
0,0078
0,0000
0,2557

0,0118
0,0079
0,0047
0,0039
0,0016
0,0024
0,0103
0,0134
0,0016
0,0119
0,0135
0,0047
0,0079
0,0016
0,2590

0,0182
0,0102
0,0078
0,0118
0,0126
0,0016
0,0190
0,0118
0,0134
0,0150
0,0126
0,0102
0,0102
0,2520

0,0110
0,0102
0,0094
0,0086
0,0166
0,0198
0,0094
0,0182
0,0198
0,0110
0,0142
0,0079
0,2556

0,0023
0,0047
0,0055
0,0086
0,0118
0,0031
0,0086
0,0118
0,0079
0,0094
0,0031
0,2545

0,0039
0,0047
0,0063
0,0126
0,0039
0,0094
0,0110
0,0071
0,0102
0,0023
0,2544

10

0,0039
0,0102
0,0150
0,0016
0,0110
0,0134
0,0063
0,0094
0,0016
0,2579

11

0,0110
0,0142
0,0039
0,0126
0,0142
0,0055
0,0055
0,0023
0,2590

12

0,0190
0,0102
0,0142
0,0158
0,0134
0,0086
0,0086
0,2521

13

0,0134
0,0158
0,0190
0,0134
0,0182
0,0134
0,2497

14

0,0102
0,0134
0,0063
0,0078
0,0016
0,2568

15

0,0110
0,0071
0,0166
0,0102
0,2548

16

0,0086
0,0190
0,0118
0,2522

17 18 19

0,0110
0,0047 0,0078
0,2581 0,2578 0,2557
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APENDICE E - MATRIZ DE DISTANCIA DO GENE 16S rRNA PARA O ISOLADO 4160

1 MA4160

2 P. alloputida Kh7

3 P. asiatica RYU5

4 P. entomophila L48

5 P. guariconensis PCAVU11

6 P. hunanensis LV

7 P. juntendi BML3

8 P. monteilii NBRC 103158

9 P. mosselii CIP 105259

10 P. plecoglossicida NBRC 103162
11 P. putida ATCC 12633

12 P. sichuanensis WCHPs060039
13 P. soli F-279

14 P. taiwanensis BCRC 17751

aureus ATCC 12600

0,0039
0,0016
0,0016
0,0079
0,0039
0,0039
0,0031
0,0023
0,0031
0,0118
0,0047
0,0079
0,0016
0,2586

0,0024
0,0024
0,0103
0,0008
0,0016
0,0024
0,0047
0,0016
0,0087
0,0071
0,0094
0,0024
0,2541

0,0016
0,0079
0,0023
0,0023
0,0016
0,0023
0,0016
0,0102
0,0047
0,0079
0,0000
0,2561

0,0079
0,0039
0,0039
0,0016
0,0024
0,0016
0,0119
0,0047
0,0079
0,0016
0,2594

0,0103
0,0102
0,0095
0,0087
0,0095
0,0182
0,0110
0,0142
0,0079
0,2560

0,0016
0,0039
0,0047
0,0023
0,0079
0,0071
0,0086
0,0023
0,2538

0,0039
0,0047
0,0039
0,0094
0,0071
0,0102
0,0023
0,2549

0,0039
0,0016
0,0110
0,0063
0,0094
0,0016
0,2584

0,0039
0,0126
0,0055
0,0055
0,0023
0,2595

10

0,0102
0,0063
0,0079
0,0016
0,2573

11

0,0071
0,0166
0,0102
0,2553

12 13 14

0,0110
0,0047 0,0079
0,2585 0,2583 0,2561
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APENDICE F - MATRIZ DE DISTANCIA DOS GENES HOUSEKEEPING E MLSA DO
ISOLADO MAQ09B

NoO o~ WN B NoO o~ WN B NoO o~ WN R NoO o~ WN B

No o h~ WN PR

MAO09B 16rRNA
P. asiatica

P. entomophila

P. monteilii

P. taiwanensis

P. plecoglossicida
M. morganii

MAOQ9B rpoB

P. asiatica

P. entomophila

P. monteilii

P. taiwanensis

P. plecoglossicida
M. morganii

MAQO9B rpoD

P. asiatica

P. entomophila

P. monteilii

P. taiwanensis

P. plecoglossicida
M. morganii

MAOQ9B gyrB

P. asiatica

P. entomophila

P. monteilii

P. taiwanensis

P. plecoglossicida
M. morganii

MAOQ9B MLSA

P. asiatica

P. entomophila

P. monteilii

P. taiwanensis

P. plecoglossicida
M. morganii

0,0008
0,0008
0,0008
0,0008
0,0008
0,1454

0,0103
0,0539
0,0275
0,0448
0,0275
0,2678

0,0350
0,1345
0,0574
0,1092
0,1310
0,4513

0,0457
0,0808
0,0613
0,0926
0,1108
0,3220

0,0186
0,0564
0,0309
0,0476
0,0597
0,2712

0,0015
0,0015
0,0015
0,0000
0,1446

0,0608
0,0321
0,0517
0,0367
0,2701

0,1331
0,0742
0,1120
0,1338
0,4556

0,0783
0,0601
0,0875
0,1175
0,3198

0,0570
0,0348
0,0490
0,0625
0,2716

0,0015
0,0015
0,0015
0,1451

0,0677
0,0563
0,0677
0,2759

0,1443
0,1022
0,1437
0,4584

0,0887
0,0808
0,1095
0,3220

0,0636
0,0537
0,0650
0,2745

0,0015
0,0015
0,1455

0,0528
0,0390
0,2736

0,1022
0,1352
0,4499

0,0887
0,1147
0,3298

0,0484
0,0636
0,2740

0,0015
0,1462 0,1446

5 6

0,0574
0,2693 0,2678

5 6

0,1042
0,4669 0,4496

5 6

0,1160
0,3128 0,3272

5 6

0,0589
0,2726 0,2719
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APENDICE G - MATRIZ DE DISTANCIA DOS GENES HOUSEKEEPING E MLSA DO
ISOLADO 4160

1 4160 16S rRNA

00 ~NO UL WNP 00 ~NO UL WNBRE 00 ~NO UL WNDN

00 ~NO Ul WDNP

P.
. entomophila

. monteilii

. mosselii

. plecoglossicida
. taiwanensis

U U U U T

M

asiatica

. morganii

4160 rpoB

M

P
P
P.
P
P
P

. asiatica
. entomophila

monteilii

. mosselii
. plecoglossicida
. taiwanensis

. morganii

4160 rpoD

M

P
P
P.
P
P
P

. asiatica
. entomophila

monteilii

. mosselii
. plecoglossicida
. taiwanensis

. morganii

4160 gyrB

M

P
P
P.
P
P
P

. asiatica
. entomophila

monteilii

. mosselii
. plecoglossicida
. taiwanensis

. morganii

4160 MLSA

P. asiatica

P. entomophila
P. monteilii

P.
P
P
M

mosselii

. plecoglossicida
. taiwanensis

. morganii

0,0016
0,0016
0,0031
0,0023
0,0031
0,0016
0,1526

0,0433
0,0622
0,0522
0,0511
0,0411
0,0578
0,2692

0,1372
0,1136
0,1313
0,0767
0,1224
0,1106
0,4473

0,0969
0,0805
0,1006
0,0704
0,0792
0,1119
0,3278

0,0578
0,0546
0,0603
0,0430
0,0512
0,0597
0,2739

0,0016
0,0016
0,0023
0,0016
0,0000
0,1525

0,0611
0,0311
0,0344
0,0356
0,0512
0,2714

0,1342
0,0782
0,1283
0,1121
0,1342
0,4695

0,0830
0,0604
0,0780
0,0893
0,1157
0,3139

0,0586
0,0359
0,0501
0,0495
0,0627
0,2755

0,0016
0,0024
0,0016
0,0016
0,1529

0,0678
0,0567
0,0678
0,0567
0,2725

0,1460
0,0885
0,1047
0,1490
0,4651

0,0918
0,0541
0,0843
0,1132
0,3228

0,0644
0,0430
0,0551
0,0669
0,2772

0,0039
0,0016
0,0016
0,1534

0,0411
0,0378
0,0523
0,2736

0,1327
0,1018
0,1357
0,4636

0,0855
0,0918
0,1157
0,3291

0,0548
0,0487
0,0638
0,2786

0,0039
0,0023
0,1501

0,0422
0,0556
0,2692

0,1224
0,1239
0,4502

0,0843
0,1107
0,3177

0,0528
0,0616
0,2714

0,0016
0,1540

0,0567
0,2681

0,1047
0,4740

0,1208
0,3127

0,0602
0,2757

0,1525

7 8

0,2695

7 8

0,4487

0,3266

0,2739



