VANTAGENS E DESVANTAGENS DAS DIFERENTES FERRAMENTAS
MOLECULARES PARA AVALIACAO DA DISBIOSE INTESTINAL EM CAES E
GATOS

Resumo: A microbiota intestinal desempenha importantes fungdes na satde e na doenca e,
essa pode ser alterada através de fatores dietéticos e ambientais. Em condicdes de salde, a
relacdo entre o hospedeiro e 0os microrganismos esta em equilibrio, conhecido como eubiose,
que € responsavel pela satde intestinal, crescimento de bactérias benéficas e prevencéo do
crescimento excessivo de bactérias potencialmente patogénicas. Quando esta condicdo €
alterada, o animal desenvolve dishiose, que € responsavel pelo desequilibrio na composicédo
e atividade bacteriana. O conhecimento das funcdes da microbiota intestinal tem apontado
varias conexdes que levam a associa¢fes com a saude, doencgas e seus sistemas. A disbiose
intestinal esta associada a diversas afec¢fes como diarreia aguda, doenca inflamatéria
intestinal, obesidade, entre outras. Porém, para a determinacéo da disbiose intestinal em cées
e gatos ndo ha consenso sobre uma avalia¢do padrdo ouro. A maioria das pesquisas atuais
utiliza diferentes ferramentas moleculares para determinar a proliferacdo bacteriana e,
consequentemente, a dishiose intestinal. Diante disso, essa revisdo abordou as trés diferentes
formas de calcular e identificar a disbiose em cées e gatos, suas vantagens e desvantagens.
De maneira geral, as ferramentas moleculares utilizadas para determinar a proliferacédo
bacteriana sdo adequadas, porém, cada qual com suas limitagbes. Essas podem limitar a
determinacdo da disbiose quando os resultados ndo identificam bactérias especificas para
esta analise. Portanto, é fundamental o conhecimento das técnicas e das bactérias a serem

identificadas em cada situacao.
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1. Introducéo

A microbiota intestinal desempenha papéis importantes na saude, nas alteragdes
metabolicas e na nutricdo e, pode ser alterada através de fatores dietéticos (Perini et al., 2020;
Rentas et al., 2020) e ambientais (Di Gioia & Biavati, 2017). Esta é composta por bactérias,
virus e organismos eucarioticos que habitam o trato gastrintestinal. As bactérias sdo os
organismos de maior abundéncia e significancia para a nutricdo de cdes e gatos devido as
suas func@es digestivas e absortivas, como a fermentacdo das fibras (Pilla & Suchodolski,
2021). Em condicbGes saudaveis, a relacdo entre o hospedeiro e 0s microrganismos
desenvolve um equilibrio homeostético de bactérias, denominado eubiose, que é responsavel
pela saude intestinal, crescimento de bactérias benéficas e prevencdo do excesso de bactérias
potencialmente patogénicas. Quando esta condicdo é alterada, o animal é acometido pela
dishiose, que é responsavel pelo desequilibrio na composicdo e atividade bacteriana
presentes na microbiota, 0 que gera interacdo microbioma-hospedeiro nociva e instavel. A
disbiose apresenta trés caracteristicas especificas: reducdo da diversidade bacteriana,
crescimento excessivo de patdgenos e reducdo de bacterias benéficas (MONDO et al., 2019).
Em cdes, a proliferacdo das bactérias anaerobicas facultativas da familia Enterobacteriaceae
determinam a disbiose (Pilla & Suchodolski, 2021). Ja em gatos, a disbiose pode ser
caracterizada pela reducédo de bactérias entéricas (Bugrov et al., 2022).

A expansdo do conhecimento nas fung¢fes da microbiota intestinal revelou vérias
conexBes que levam as associacfes com a saude, doencas e seus sistemas. Porém, para
determinarmos a disbiose intestinal em c&es e gatos ndo ha uma Unica avaliacéo padréo ouro.
De maneira geral, a maioria das pesquisas atuais esta focada na avaliacdo da microbiota
bacteriana e 0s métodos estdo em otimizacdo para a caracterizacdo das bactérias. A
microbiota intestinal, por ser um ambiente dindmico e complexo, a melhor abordagem
diagndstica seria a combinacdo de ferramentas moleculares que incluissem a amplificacdo
por PCR do gene 16S rRNA, seguido por analises de amplicons por sequenciamento de
ultima geracao (NGS), quantificacdo direta de taxa bacteriana por PCR quantitativa (QPCR)
e 0 uso de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) (Suchodolski, 2016). Porem, o método
padrdo ouro para a avaliacdo da microbiota intestinal é por meio do sequenciamento
Illumina®. Ou seja, existem varias ferramentas moleculares e cada laboratério utiliza um
método diferente. Diante disso, essa revisao abordou as trés diferentes formas de calcular e

identificar a disbiose em cdes e gatos, suas vantagens e desvantagens.



2. Desenvolvimento
2.1 Disbiose em cdaes e gatos

A disbiose, em cdes, pode ser caracterizada pelo aumento na abundancia de bactérias
anaerdbicas facultativas da familia Enterobacteriaceae (Vazquez-Baeza et al., 2016) e pela
reducdo de Faecalibacterium, Fusobacterium e Clostridium hiranonis (Pilla & Suchodolski,
2021). Esse desequilibrio pode estar associado a vérias afec¢cbes como diarreia (GUARD et
al., 2015), doenca inflamatdria intestinal (DUBOC et al., 2013), insuficiéncia pancreética
exocrina (BLAKE et al., 2019), obesidade (Kieler et al., 2017), disfuncdes neuroldgicas
(Jeffery et al., 2017), entre outras. Porém, para cada alteracdo metabolica é necessario o
conhecimento das familias de bactérias que sdo moduladas pela doenca, a fim de realizar um
diagndstico coerente e preciso. Sabe-se que caes com diarreia aguda apresentaram maiores
populacdes do género Clostridium (53,8%) em comparacdo com cées saudaveis (16,0%) e,
menores populacdes de Bacteroidetes (27,9%), Faecalbacterium (1,1%) e um género nao
identificado dentro da Ruminococcaceae (0,2%). J& em cdes saudaveis, 0s géneros mais
expressivos foram Prevotella spp. (25,1%), Blautia spp. (25,2%), Faecalibacterium spp.
(5,4%), Eubacterium spp. (3,8%) e as familias Ruminococcaceae (0,3%), Lachnospiraceae
(6,7%), Clostridia (0,9%) e Coprobacillaceae (2,6%) (GUARD et al., 2015).

Em gatos, ha poucos estudos sobre a microbiota e seu desequilibrio bacteriano. E de
conhecimento que, dependendo do grau de disbiose, hd mudanca no equilibrio entre os pools
bacterianos gram-positivos e gram-negativos e na quantidade dessas bactérias. Além disso,
um trabalho identificou os fatores etioldgicos de acordo com o grau de dishiose (BUGROV
et al., 2022). Neste estudo, os autores relataram que em gatos com grau 1 de disbhiose
intestinal, o fator etioldgico era alimentar. J& no grau dois, a disbiose foi consequente a
farmacos (43,7%), pds-operacdo (25,0%), invasao (18,8%) e alimentacdo (12,5%). Por fim,
no grau 3, o fator etioldgico era por medicamentos (93,3%). Todavia, os dados comprovaram
a reducdo das bacteérias entericas, Estafilococos, Estreptococos, Pseudomonas, Citrobacteri
e enterobactérias, bem como fungos do género Candida, em amostras fecais de gatos com
disbiose intestinal. N&o s0 a identificacdo do fator etiologico da disbiose, mas também o

método de avalia¢do da disbiose influenciam no manejo dietético.



2.2 Métodos para célculo de disbiose

Atualmente, existem algumas técnicas moleculares para a detec¢do da microbiota
intestinal em cdes e gatos como o PCR, sequenciamento por MiSeq Illumina e
pirosequenciamento. Em cada uma dessas técnicas, podemos identificar e calcular a dishiose
intestinal. Porém, hoje existem quatro métodos para calcular a disbiose e cada um deles com
suas vantagens e desvantagens. O que ndo podemos realizar € a comparacdo da disbiose
intestinal de humanos com animais de companhia devido as divergéncias na comunidade
bacterianas de cada espécie (Vazquez-Baeza et al., 2016). O primeiro método, o qual ndo é
muito utilizado devido a imprecisdo na identificacdo da dishiose pela baixa sensibilidade e
falsos negativos, € pela dosagem da cobalamina e folato. Segundo Kather et al. (2020), esse
método pode sugerir disbiose intestinal, uma vez que as bactérias produzem acido folico e

competem com o hospedeiro pela cobalamina ingerida via alimento.

O segundo e o terceiro métodos foram utilizados primeiramente em humanos e, apos
estudos, foram realizados em animais de companhia. A analise se baseia na avaliacdo da
diversidade de bactérias dentro da amostra (a-diversidade) e entre amostras (B-diversidade)
e na identificacdo de taxas bacterianas especificas que podem atuar como biomarcadores
para o processo bioldgico em questdo. Em humanos com doenca inflamatoria intestinal (DI1)
foi identificada reducdo de Faecalibacterium prausnitzii e na relacdo
Firmicutes/Bacteroidetes, o que indica a Faecalibacterium prausnitzii como biomarcador
para essa alteracdo (Sokol et al.2009). Esse indice de disbiose (ID) é definido como o
logaritmo da relacdo entre a abundancia total em organismos aumentados em uma
determinada doenca e a abundancia total de organismos diminuida na doenca (Gevers et al.,
2014). As vantagens desse método é que ndo ha a necessidade de ferramentas moleculares
de elevado custo, mas, em contrapartida, é necessario conhecimento especifico das bactérias
que causam o desequilibrio no processo biologico a ser estudado. Isso pode dificultar o
avanco no possivel tratamento dietético em doencas que ainda ndo possuem a identificagcdo
das bactérias na disbiose. Ja 0 método conhecido como teste GA-map' utiliza 54 sondas de
DNA nas regifes V3 a V7 para a medigdo de bactérias em varios niveis taxonomicos, a qual
avalia de forma algoritmica a abundancia e perfil bacteriano fecal. Isso permite o
mapeamento do perfil da microbiota intestinal para um conjunto selecionado de bactérias, o
qual é usado para identificar e caracterizar a disbiose em um ambiente clinico. Segundo
Cansen et al. (2015), as sondas utilizadas nesse teste sdo extremamente seletivas e

especificas, sdo usadas com um unico algoritmo, a fim de facilitar a determinacdo do nivel



de disbiose. Esse método fornece concordancia na captura de bactérias, analise rapida e de
elevado rendimento de um nimero grande de amostras fecais individuais. Todavia, 0s
autores verificaram correlacdes fracas para as seguintes bactérias Bacteroidetes fragilis,
Ruminococcus albus/bromii e Streptococcus sanguinis/thermophilus, possivelmente devido

a falta de deteccdo seletiva de espécies pelo segiienciamento MiSeq Illumina.

Por fim, o método mais atual € por meio do indice de disbiose (ID), definido como a
diferenca entre a distancia euclidiana entre a amostra teste e o centroide da classe saudavel
e, distancia euclidiana entre a amostra teste e o centroide da classe doente (AlShawagfeh et
al., 2017). O ID se correlaciona com os resultados do sequenciamento do gene 16S rRNA e
apresenta correlacdo negativa com a riqueza das espécies bacterianas, ou seja, um ID mais
alto indica menor diversidade microbiana (Suchodolski, 2021). Um Unico valor numérico é
utilizado, que mede a proximidade no modelo matematico 12 a média de cada classe. O

calculo de ID em um teste molecular é definido como:
ID (z;uco,uch)=lIz—pcull2— llz—pcoll2,

Onde puCD e uCH representam o centroide das amostras doentes e saudaveis no
conjunto de treinamento, respectivamente. indices negativos correspondem a normobiose;
valores entre zero e dois sdo considerados inespecificos e valores positivos maiores que dois
sdo sugestivos de dishiose. Esse método alcancou cerca de 74,0% de sensibilidade e 95% de
especificidade em um estudo com cdes saudaveis e cdes com enteropatias inflamatorias
crénicas (AlShawaqgfeh et al., 2017). Como vantagens, possui menor tempo de analise (cerca
de 1 dia), maior precisdo, demonstra melhor separacdo entre os grupos do que apenas 0s
ensaios individuais. Porém, é uma analise realizada somente nos Estados Unidos e possui

um elevado custo operacional.

A representagdo do 1D estd ilustrada na figura 1. Além desses métodos, 0s processos
de cultivo as bactérias tambem podem alterar os resultados. Werner et al. (2020) verificaram
que a cultura bacteriana tradicional, realizada em laboratérios de diagnostico veterinario,
subestimam o nUmero de bactérias intestinais devido ao uso de metodos anaerdbicos
limitados. Isso porque a maioria das bactérias intestinais s&o anaerobios estritos, 0 que
demanda uma combinacdo de ferramentas moleculares descritas anteriormente para esse

cultivo especifico.



Figura 1. Representacdo do ID.
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Fonte: Suchodolski (2016).

Sem a precisdo do tipo de cultura e método para calcular o indice de disbiose, havera
conflitos nos resultados e provavelmente o tratamento dietético e farmacoldgico da doenca
ndo serdo efetivos. Portanto, é de suma importancia o conhecimento das técnicas utilizadas

para determinag&o da disbiose, além do conhecimento das bactérias que as causam.

3. Consideragdes finais

Existem varias técnicas moleculares para determinar a proliferacdo bacteriana
intestinal e, consequentemente a disbiose. Mas para a obtencdo de resultados precisos e
sensiveis, deve-se conhecer os métodos e as bactérias que provocam esse desequilibrio. A
determinacdo da dishiose intestinal é fundamental no tratamento de diversas alteracoes,
porém mais estudos sao necessarios para se determinar a melhor ferramenta molecular para

sua identificag&o.
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