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Resumo

Sequenciamentos de Nova Geragao sao utilizados no estudo da diversidade da microbiota da saliva, fluido
representativo do ambiente intra-oral. O objetivo deste trabalho foi identificar o nucleo (core) desse microbioma
a partir de dados publicos depositados no MG-RAST. Foram avaliadas variaveis que inferem na qualidade,
quantidade, diversidade e taxonomia das amostras, além da abordagem de sequenciamento (AS): Amplicon e
Shotgun. O software R foi utilizado para as anadlises estatisticas (p<0,05) Shapiro-Wilk, homocedasticidade,
Mann-Whitney-Wilcoxon, Pearson e Analise de Componentes Principais. Foram analisados 409 metagenomas.
Predicted foi a unica variavel sem diferenca entre as abordagens. A associagao entre as variaveis foi divergente
segundo a AS. Shotgun apresentou o core com maior diversidade, com os géneros Escherichia e Chitinophaga
como o0s mais representativos. A identificacdo do core é dependente da AS, que é capaz de influenciar a
diversidade da microbiota estudada.
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Introducao

Perfis fisioldgicos e patoldgicos do microbioma oral humano tém sido estabelecidos'* e demonstram que a
microbiota oral esta intimamente associada a doengas bucais como carie, placa bacteriana e doencas
periodontais®®, o que torna importante a identificagdo dos microrganismos mais representativos do microbioma
oral para a predicdo de doengcas, mudangas no ambiente oral e o comportamento de microrganismos
pertencentes ou ndo ao nucleo (core)’ desses microbiomas.

Apesar da microbiota da cavidade oral poder abrigar cerca de 700 taxon bacterianos*, um tergo deles sdo
descritos como néo cultivaveis?3. Buscando superar essa barreira os Sequenciamentos de Nova Geragdo (NGS)
tém sido utilizados no estudo da diversidade de microorganismos®'® em amostras de diferentes ambientes, como
a saliva, um fluido de facil coleta, n&o invasivo e representativo do ambiente intra-oral™".

Atualmente existem duas abordagens no uso de NGS: Amplicon e Shotgun. O sequenciamento por Amplicon
utiliza marcadores genéticos, que identificam de forma especifica as sequéncias de microorganismos presentes
nas amostras. Por sua vez, Shotgun é capaz de identificar os microorganismos de uma amostra, analisando
diretamente o DNA total da amostra sem precisar do uso de marcadores especificos. Uma caracteristica
importante dessas abordagens ¢ a elevada produgéo de dados gerados a serem tratados e analisados®'%'2.
Dados gerados por sequenciamento e publicados normalmente sado depositados em bases de dados de dominio
publico®'2. Um dos pioneiros em plataformas de armazenamento e andlise de dados metagenémicos é o portal
Metagenomics - Rapid Annotation using Subsystems Technology (MG-RAST), lancado em 2008 e que
disponibiliza gratuitamente dados metagenémicos e informagbes de caracteristicas funcionais de sequéncias
metagendmicas'®. Pelo MG-RAST podem ser capturados dados de forma agrupada, por projetos ou tipo de
amostras, dados da diversidade de microorganismos, de qualidade das sequéncias e sequéncias ja descritas em
outros bancos de dados, permitindo assim reconhecer nas amostras os microorganismos presentes’.

O objetivo deste trabalho foi identificar o core (nucleo) de microrganismos da microbiota salivar a partir de dados
metagendmicos obtidos por Amplicon e Shotgun no MG-RAST.

Metodologia

A partir do MG-RAST foram recuperados dados de projetos de metagendémica que utilizaram ambas as
abordagens: Amplicon e Shotgun. Foram analisados projetos depositados entre os anos de 2014 e 2019 e cujo
material sequenciado fora saliva. Através de um programa escrito pelo grupo (in-house), foi possivel recuperar
esses dados de forma automatica e disponibiliza-los em um arquivo do tipo Coma Separeted Values (CSV).

Afim de padronizar os dados recuperados, so foram analisados os projetos de metagenomas que satisfizeram os
seguintes critérios: (i) a abordagem de sequenciamento precisava ser Amplicon ou Shotgun; (ii) os projetos
precisavam ter as duas abordagens e (iii) os projetos precisavam ter pelo menos 3 metagenomas por cada
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abordagem.

Os dados foram analisados no software R (versédo 3.6.1) e todos os testes estatisticos foram analisados com
95% de confianga (p-value<0,05).

Para este estudo foram utilizadas variaveis que descrevem a qualidade e a quantidade de sequéncias (Failed,
Unknown e Predicted), variaveis que inferem a diversidade de cada metagenoma (Alpha e Rarefaction) e a
taxonomia inferida, além da variavel que descreve a abordagem do estudo (Amplicon e Shotgun).

Inicialmente os dados foram analisados quanto a sua distribuicdo, utilizando os testes Shapiro-Wilk e de
homocedasticidade. As diferengas entre as abordagens de sequenciamento foram analisadas através do teste
Mann-Whitney-Wilcoxon. Os dados foram ainda analisados segundo suas correlagdes, utilizando o indice de
Pearson. Por fim, foi utilizada a Analise de Componentes Principais (PCA) para a inferéncia do core (nucleo) do
microbioma para cada uma das abordagens, por ser uma técnica estatistica de analise multivariada que permite
a reducdo de um grande numero de variaveis para um numero menor ou igual de variaveis denominadas
componentes principais (CP), mantendo a variancia dos dados, de forma que o primeiro CP possua a maior
variancia, o segundo CP, a segunda maior variancia e assim até o ultimo CP.

Resultados e Discussao

Foram obtidos pelo script in house 13 projetos que continham 476 metagenomas sendo, 332 de Amplicon, 142
de Shotgun e 2 de Metatranscriptoma. Os metagenomas de metatranscriptoma foram excluidos. Os 474
metagenomas restantes estavam distribuidos em 12 projetos. Destes, apenas 4 projetos apresentavam
metagenomas com ambas as abordagens de sequenciamento (Amplicon e Shotgun). Um projeto que tinha
apenas 1 metagenoma de cada abordagem também foi descartado. Assim, o estudo foi realizado com 3 projetos,
com 245 metagenomas obtidos por Amplicon e 164 obtidos por Shotgun. Todos os taxons para o nivel de género
foram recuperados em todos os metagenomas selecionados (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de metagenomas segundo a abordagem de sequenciamento

SEQUENCIAMENTO PROJETO NUMERO DE METAGENOMAS
mgp3474 95
Amplicon mgp4843 97
mgp7236 53
mgp3474 8
Shotgun mgp4843 73
mgp7236 83

Na anadlise de normalidade, a maioria das variaveis apresentou distribuicdo ndo normal (Tabela 2), implicando na
realizagdo do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon, para a avaliagdo da diferenga estatistica das
variaveis entre os tipos de sequenciamento. Essas comparagdes apresentaram-se todas com diferengas
significativas (p<0,05), com excegao de Predicted (p = 0,4307). Em Amplicon ndo houve registro de sequéncias
com problemas de qualidade (Tabela 2).

O estudo de correlagédo apresentou divergéncias entre as abordagens de sequenciamento. A associagdo mais
elevada em Amplicon foi observada, entre as variaveis Rarefaction e Unknown (r = 0,63) enquanto, que Alpha e
Predicted foram as variaveis com menor associagao (r = - 0,03) em Amplicon. Em Shotgun, Rarefaction e Failed
apresentaram elevada correlagédo negativa (r = - 0,78) e Alfa e Unknown (r = - 0,12), a menor associagao, também
negativa.

O core com menor diversidade foi observado em Amplicon, tendo os géneros mais representativos
Propionibacterium e Lactobacillus. Em Shotgun os géneros mais representativos foram Escherichia e
Chitinophaga. Streptococcus foi altamente representativo em ambas as abordagens de sequenciamento (Figura
2).

Este estudo optou pela selecdo dos estudos que escolheram a saliva como o material de analises dos
microbiomas a fim de obter maior padronizagéo de resultados. Segundo Tanner e colaboradores (2018)" a saliva
esta associada a um dos principais fatores de risco a carie, pela predominancia de bactérias acidogéncias e
aciduricas, que modulam a composigao do core do biofilme. A saliva é um fluido biolégico facilmente coletado
para analises microbianas sofisticadas, que utilizam sequenciamento de ultima geragéo, permitindo a realizagao
de estudos capazes de identificar diferencas no perfil bacteriano em pacientes com doencas bucais, como carie
e periodontite, quando comparados a individuos saudaveis via oral '1%>-17:

As variaveis estudadas apresentaram comportamentos distintos segundo a abordagem de sequenciamento.
Contudo, o resultado mais expressivo foi o de Predicted, a Unica variavel que ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre as abordagens, demonstrando que, em termos relativos, Amplicon e Shotgun sdo capazes de
inferir de forma semelhante a taxonomia no nivel de género. Resultados obtidos por Shotgun permitem a
caracterizagdo mais detalhada do microbioma, com a identificagdo de maior diversidade e em nivel taxonémico
de espécie, quando comparado ao sequenciamento do 16S rDNA por Amplicon'?.
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Tabela 2: Analise descritiva dos dados.

) ., ) . ) . Shapiroe Wilk
Abordagem :Projeto: n | Variavel Min Max Média Desvio-padriao Pvalue
< Failed 0 0 0,00 0,00 N/D
< Unknown 20 495 101,00 62,30; Nao i 1,19E-010
Q 95 | Predicted 5.478: 55.077; 13.525,81 6.499,75: Nao : 1,23E-010
,%D Alpha 4 65 23,36 12,35i Nao i 5,28E-006
Rarefaction 140 647 276,86 96,42 Nao : 4,07E-005
- - Failed 0 0 0,00 0,00 N/D
‘g Sk Unknown 15 560 98,30 86,10: Nao : 3,76E-012
a, = 97 i Predicted 6.557:101.899: 15.410,12 12.713,13: Nao : 1,03E-014
E %D Alpha 7 54 24.65 10,59: Nao : 6,26E-003
Rarefaction 139 429 244,01 57,93 Nao 1,79E-003
© Failed 0 0 0,00 0,00 N/D
Q Unknown 0 0 0,00 0,00 N/D
= 53 i Predicted 4.737; 74.043% 19.545,26 14.527,79: Nao : 6,56E-007
?50 Alpha 3 51 22,49 10,84: Sim : 7,42E-001
Rarefaction 24 469 154,14 64,52 Nao : 1,37E-006
< Failed 205.803:483.518:339.000,00 95.079,01: Sim : 8,99E-001
< Unknown 12.277: 81.370; 34.670,00 21.703,00: Sim : 9,69E-002
A 8 i Predicted 0i 35.033: 15.083,00 14.503,80: Sim : 1,38E-001
%D Alpha 33 621 353,45 213,34 Sim : 6,09E-001
Rarefaction 1.068 1.984 1.618.42 315,52 Sim i 1,31E-001
- Failed 0 0 0,00 0,00 N/D
go 3 Unknown 0§119.005; 18.798,00 20.850,00; Nao : 8,10E-010
> < 73 | Predicted 4.149¢ 54.027F 24.943.34 11.759,37: Nao : 1,92E-002
7 %D Alpha 21 628 317,60 129,58: Sim : 7,51E-001
Rarefaction 1.769 3.791 2.546,36 296,34: Nao : 1,12E-006
© Failed 105.729:699.114: 275.000,00 135.928,36: Nao : 3,39E-003
Q Unknown 11.292¢ 85.228% 40.146,00 17.748,00: Sim : 2,86E-001
= 83 i Predicted 0 4.821 243,50 922,79: Nao : 291E-011
cén Alpha 9 481 168,42 104,75: Nao : 1,57E-003
Rarefaction 50 1.993 1.327,83 584,53 Nao 1,05E-003

Observacgao: n: nimero de sequéncias por projeto; Min: valor minimo e Max:
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Figura 1: Estudo de Correlagao por tipo de sequenciamento das variaveis: Failed, Unknown, Predicted, Alpha e

Rarefaction.
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Figura 2: Grafico da Analise de Componentes Principais (PCA) dos sequenciamentos de Amplicon e Shotgun.
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No estudo de correlagdo, Shotgun se mostrou com dados mais confidaveis, uma vez que o comportamento
esperado das variaveis foi observado apenas nas amostras desta abordagem. Conforme o observado entre
Predicted e Rarefaction, que em Shotgun apresentou correlagéo positiva (r = 0,62). Por sua vez, em Amplicon a
associagdo foi de apenas 0,19. Cabe salientar que conforme o nimero sequéncias conhecidas, maior sera o
numero de taxa identificado. De forma semelhante, Failed e Rarefaction apresentaram elevada correlagdo
negativa em Shotgun (r = - 0,78), como esperado. Em Amplicon, nédo foi observado associagdo entre estas
variaveis. Isto pode ser explicado em razdo de todos os metagenomas, de todos os projetos, terem zero como
valor para Failed. Este estudo permitiu ainda comprovar que a técnica de Shotgun é capaz de identificar um
numero maior de microorganismos presentes na microbiota da saliva humana, do que a técnica de Amplicon,
evidenciando dessa forma, que a diversidade de microrganismos depende da abordagem de sequenciamento
escolhida.

Conclusoes

Nos cores da microbiota da saliva humana podem ser encontrados como géneros mais representativos os
associados a doengas bucais como carie e doencga periodontal, mas também géneros que, até o momento, ndo
sao associados a estes problemas de saude bucal.

Ambas as abordagens de sequenciamento apresentam a mesma sensibilidade de detecgdo da microbiota no
nivel taxondmico de género, apesar da grande diferenga no numero de sequéncias geradas entre as abordagens.
Sequenciamentos realizados por Shotgun permitem a identificagdo de maior diversidade da microbiota em
comparagao ao sequenciamento por Amplicon.

A identificagdo do core é dependente da abordagem de sequenciamento e esta, por sua vez, é capaz de
influenciar a diversidade da microbiota estudada.

Os dados estudados mostraram que a técnica Shotgun produz dados mais confidveis do que a técnica de
Amplicon.

A escolha da NGS empregada em estudos de microbioma deve considerar as caracteristicas e as limitagdes das
abordagens de sequenciamento. Sequenciamentos por Shotgun podem fornecer mais informagbes sobre a
composicdo do microbioma e permitir a identificagcdo de perfis de condigcbes de salde ou de doenca.
Sequenciamentos por Amplicon sao mais indicados para a investigagdo de microorganismos de interesse que ja
seja conhecido ou definido ou para a investigar resultados previamente obtidos por Shotgun.
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