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INTRODUGAO:

Os microrganismos encontrados na cavidade oral sdao denominados coletivamente como
microbiota oral, enquanto os genomas sequenciados perfazem o microbioma. Esses microrganismos
incluem procariotos (bactérias e arqueias), eucariotos (fungos e protozoarios) e virus (Dewhirst et al.,
2010; Ghannoum et al., 2010; Human Microbiome Project Consortium, 2012; Belmok et al., 2020).

A maioria dos microrganismos sao bactérias e sdo encontrados nos biofilmes dentarios (nas
superficies duras dos dentes) e de mucosa (nas superficies de tecidos moles), e contribuem para alta
diversidade da microbiota oral, principalmente, nos biofilmes dentarios supra e subgengivais (Li et al.,
2012). Biofilmes também crescem nas superficies de materiais utilizados na reabilitagéo oral (p. exe.,
proteses removiveis, restauragdes, implantes). A saliva alberga os microrganismos liberados ou
desalojados dos biofilmes e os microrganismos transientes, que se incapazes de se aderirem as
superficies sdo removidos da boca. Entre os microrganismos transientes estdo patégenos verdadeiros

que podem causar doengas em sitios extraorais

Ainda, o0s microrganismos podem apresentar resisténcia a antibidticos e farmacos
antimicrobianos, usualmente codificados por genes de resisténcia. A colegdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos em um microbioma é definida como resistoma (Carr et al., 2020). A cavidade oral
alberga centenas de espécies bacterianas, as quais podem migrar para sitios extraorais (bacteremia,
degluticdo, aspiracdo) e causar danos. Assim, € necessario conhecer o resistoma oral e suas

implicages para o hospedeiro.

Portanto, os objetivos do projeto sao (i) identificar as espécies bacterianas orais (detectadas na
boca) que albergam genes de resisténcia e/ou que desenvolveram estratégias de tolerancia a
antibidticos e farmacos antimicrobianos e (ii) determinar a quantidade de genes por espécie (ou

género).
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METODOLOGIA:

Estratégia para identificar as espécies bacterianas orais que albergam genes de resisténcia:
e A abordagem para atingir os objetivos foi uma analise in silico via ferramentas de bioinformatica

do expandend Oral Microbiome Database ou eHOMD (https://www.homd.org/).

e Acesso ao website e busca por genes listados na Tabela 1 utilizando o icone “SEARCH SITE”,
conforme ilustrado na Figura 1.

e Os resultados da busca nos repositérios NCBI e PROKKA foram verificados e tabulados
(planilha Excel).

e As cepas positivas para os genes foram agrupadas para os 2 repositérios NCBI e PROKKA ou
1 ou outro, para que o desfecho fosse o mais abrangente.

e Foi verificado o numero de cepas da mesma espécie que albergam o(s) gene(s).

e Os dados organizados em Excel foram utilizados para construgcao de graficos e tabelas, com o
resumo dos principais achados do estudo.

e A pesquisa por gene foi datada porque a inclusdo e exclusdo de cepas (genomas) é dinamica
na base de dados pesquisada. Isso dificultou a analise em dias distintos. Isso significa que o

houve flutuagao nos dados quantitativos e os dados apresentados sdo os de datas especificas.
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Figura 1 — Estratégia de busca de genes de resisténcia no eHOMD. A primeira seta vermelha indica o icone “site search” para clicar. Apos,
abre um formulario para digitar o nome do gene (no exemplo “ampC”). Ao clicar em “submit’, o resultado da busca aparece como
“Annotations Search Result”. Aparece um resumo com o nimero de hits (quantas vezes o gene foi detectado, no exemplo: 221) e o numero

genomas em que o gene foi detectado (no exemplo, 197). Ao clicar em “view hit”, aparece um resumo sobre o0 gene no genoma da cepa em

que ele foi detectado.
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Tabela 1 — Genes de resisténcia a antibidticos e farmacos antimicrobianos, considerando o mecanismo de agdo e o alvo dos compostos e o

modo de resisténcia.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
A estratégia utilizada demonstrou que o banco de dados eHOMD contém genomas de cepas

orais e nao orais. Por exemplo, a analise do gene ampC mostrou que todas as cepas orais que
albergam esse gene possuem apenas 1 copia dele, mas algumas cepas ndo orais possuem duas

cépias dele, como ilustrado na Tabela 2. Os desfechos dos demais genes pesquisados estdo nas

Figuras 2 e 3.
Espécie Numero de cepas Oral? Numero de cépias do gene GRAM
(genomas)

Achromobacter xylosoxidans 9 ndo 1 negativa
Acinetobacter baumannii 10 nao 1 negativa
Acinetobacter johnsonii 12 nao 1 negativa
Agrobacterium tumefaciens 10 nao 1 negativa
Alloprevotella rava 1 sim 1 negativa
Alloprevotella tannerae 1 sim 1 negativa

Bacteroides heparinolyticus
(Prevotella) 2 sim 1 negativa
Bradyrhizobium elkanii 10 nao 2 (9 cepas) e 1 (1 cepa) negativa
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Brevibacterium paucivorans 1 néo 1 negativa
Brucella anthropi 9 néo 1 negativa
Burkholderia cepacia 9 néo 1 negativa
Cronobacter sakazakii 9 nao 1 negativa
Cupriavidus gilardii 10 nao 1 negativa
Enterobacter cancerogenus 10 ndo 1 negativa
Enterobacter hormaechei 9 nao 2 (2 cepas) e 1 (7 cepas) negativa
Escherichia coli 10 néo 1 negativa
Hallella dentalis 2 sim 2 (1 cepa) e 1 (1 cepa) negativa
Hoylesella koreensis 1 sim 1 negativa
Klebsiella aerogenes 10 nao 2 (9 cepas) e 1 (1 cepa) negativa
Klebsiella pneumoniae 1 nao 1 negativa
Porphyromonas gingivalis 17 sim 1 negativa
Prevotella intermedia sim 1 negativa
Pseudomonas aeruginosa nao 1 negativa
Pseudomonas fluorescens 10 néao 1 negativa
Pseudomonas oleovorans 1 néo 1 negativa
Segatella baroniae sim 1 negativa
Segatella buccae sim 1 negativa
Serratia marcescens 10 sim 1 negativa
Stutzerimonas stutzeri nao 1 negativa
10 orais/19 21 cepas com 2 genes de total Todas Gram
29 espécies 197 ndo orais de 197 cepas (genomas) negativas
Tabela 2 — Dados para o gene ampC.
Foram analisados 4 genes, os quais foram detectados em genomas disponiveis,

correspondendo a cepas especificas de determinadas espécies, conforme ilustrado nas Figuras 2

(genomas com a presenca dos genes), 3 (espécies) e 4 (espécies classificadas por Gram). O gene

mais frequente foi mecA em espécies orais e n&o orais, seguido de blaZ e ampC. O gene eraA nao foi

detectado.

Genomas
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mampC mblaZ meraA mmecA

néo orais

Figura 2 — Numero de genomas que correspondem as cepas diferentes que albergam os genes de resisténcia analisados.

Figura 3 — Numero de espécies que correspondem as cepas diferentes que albergam os genes de resisténcia analisados.
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Figura 4 — Numero de espécies que albergam os genes de resisténcia analisados classificadas por Gram.

Os dados para os 4 genes analisados mostram cepas orais e nao orais que possuem esses genes.
Ainda, serdo avaliados os outros genes.

As cepas nao orais podem ser espécies transitorias na cavidade bucal. Além disso, as espécies
orais que albergam os genes podem servir de reservatério para genes que podem ser passados para
outras espécies, mesmo as nao orais porque as espécies orais podem ser disseminadas para sitios

extraorais, onde poderiam fornecer os genes de resisténcia para demais espécies.

CONCLUSOES: Considerando os genes pesquisados, muitas espécies bacterianas possuem

genes de resisténcia conhecidos, a maioria dessas espécies ndo sao orais.
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