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1. INTRODUCAO

O microbioma pode ser definido como uma comunidade microbiana complexa que
varia em seus nichos ocupados, composicao de espécies e influéncia de ambientes hospe-
deiros (MAFUNA et al., 2021). O microbioma existente no trato gastrointestinal (TGI) tem
um papel de destaque em todo o funcionamento do metabolismo, desde digestao e nutricao
até imunidade (KREISINGER et al., 2015). A relacao entre microbioma do hospedeiro com
nematoides causadores de infec¢des gastrointestinais (NGI) vem sendo estudada nos Ulti-
mos anos. As patologias gastrointestinais ocasionadas por helmintos da espécie H. contor-
tus provocam enormes prejuizos aos ovinocultores, levando a queda de lucratividade e, por
conseguinte, representam um importante entrave na criacdo de ovinos (MAIERLE et al.,
2021), isso porque a infecgéo por H. contortus, modula o microbioma no hospedeiro e essa
relacdo entre microbioma e hospedeiro impacta a saude do animal (SINNATHAMBY et al.,
2018).

Paralelamente a isto, os produtores rurais deparam-se com graves infeccdes resul-
tantes da resisténcia dos parasitos aos anti-helminticos, fato agravado pelo uso indiscrimi-
nado e nao controlado dos antimicrobianos (GIBSON et al., 2021). Por isso, métodos tera-
péuticos alternativos sdo procurados para amenizar o impacto das infec¢des, sendo que a
utilizacdo de animais resistentes, o controle biologico, a selecdo genética e a rotacdo de
pastagens e espécies sao 0s meios mais utilizados atualmente (CEZAR et al., 2008). Ade-
mais, a utilizacdo de microrganismos probidticos vem sendo investigada como opc¢ao ao
tratamento e prevencéo de Infec¢gbes por Nematoides Gastrintestinais (NGI), com o objetivo
de contornar a problematica da resisténcia a anti-helminticos (BAUTISTA-GARFIAS et al.,
2001).Com o objetivo de fornecer subsidios para que novos métodos sejam investigados
para se tornarem alternativas de tratamento frente a resisténcia aos anti-helminticos, o pre-
sente estudo visa a caracterizagcdo da microbiota gastrointestinal de ovinos infectados na-
turalmente por H. contortus.

2. METODOLOGIA

O grupo experimental foi selecionado a partir de um rebanho de 20 ovinos da raga Corrie-
dale localizados no sul do Rio Grande do Sul (latitude 31°51'51" sul e na longitude 52°49'24"
oeste). Os animais foram mantidos a pasto, com manejo realizado em condi¢cdes seme-
Ihantes e monitorados pelo periodo de um ano, durante o qual foram realizadas contagens
de ovos por grama de fezes (OPG) pela técnica McMaster (GORDON E WHITLOCK, 1939)
e teste FAMACHA® (MALAN et al., 1992) para triagem dos animais saudaveis e infectados.
Apods o processo de fenotipagem, os ovinos foram escolhidos de acordo com sua susceti-
bilidade e resisténcia e divididos em dois grupos, sendo um formado por 10 animais sensi-
veis (Alta OPG) aos NGI e outro composto por 10 animais resistentes (Baixa OPG). O
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nematddeo H. contortus foi identificado por meio da técnica de coprocultura (ROBERTS et
al., 1950).

As amostras de fezes coletadas semanalmente foram acondicionadas em frascos
estéreis a -70 °C até a extracdo do DNA. O DNA foi isolado das fezes com a utilizagdo do
kit de extracdo (QiAmp DNA Stool Mini Kit) e usado para a producédo de bibliotecas de
16SrRNA (regido V4). As bibliotecas foram encaminhadas para Sequenciamento de Nova
Geracao (NGS) em plataforma lllumina MiSeq na ESALQ/USP usando o protocolo de se-
guenciamento paired-end (2X300bp). As sequéncias de 16SrRNA obtidas foram analisadas
usando Linguagem R. Nele, o processo de controle da qualidade das sequéncias e classi-
ficacdo taxondmica é baseado no banco SILVA SSU 138 U. Na mesma ferramenta foram
feitas analises de diversidade e riqueza das amostras de metataxémica. A comparacao das
microbiotas foi realizada com o uso dos pacotes Phyloseq e Vegan (MCMURDIE, 2013;
DIXON, 2003). A partir desses resultados, puderam ser identificados os microrganismos
mais prevalentes nos grupos de animais resistentes e sensiveis aos NGI.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo de ovos por gramas de fezes (OPG) realizada permitiu separar 0s
animais em grupo suscetivel e resistentes ao H. contortus (Figura 1) e as amostras dos dois
extremos foram armazenadas em glicerol a -70°C para extracdo de DNA e analise de me-
tataxbmica.
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Figura 1. Contagem de ovos de Haemonchus contortus nas fezes (OPG) de
ovinos infectados. Foi realizado o teste de Welch'’s para avaliar significancia
estatistica entre os grupos (valor de p = 0.0002).

O indice de diversidade alfa, o qual mede a discrepancia entre diversidade regional
e diversidade alfa média, foi inferido pelo método de Shannon e de Simpson e ndo encon-
trando significancia estatistica entre as amostras.

Shannon

Contagem baixa Contagem alta

Média 6,63 6,51

sD 0,07 0,06

Simpson

Contagem baixa Contagem alta

Média 0,998 0,998

sD 0,000 0,000

Tabela 1. indices de diversidade alfa de Shannon e de Simpson para a conta-
gem alta e baixa.
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O indice de diversidade beta, que avalia a variacdo das espécies que estao pre-
sentes em determinada area analisando a diferenca entre as comunidades, foi inferido
pelo método de PERMANOVA a partir da matriz de Aitchson. A normalizacdo dos dados
foi realizada por CLR.
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Figura 2. indice de diversidade beta de contagem alta (suscetiveis) e con-
tagem baixa (resistentes). A diversidade beta apresentou significancia en-

tre 0os grupos, com valor de p = 0.009.

Os géneros mais abundantes foram analisados e, a partir disso, foi possivel observar
gue o género Ruminococcaceae, que é uma bactéria fibrolitica (Zhang et al., 2018) esta
presente em ambos os grupos, mas especificamente Ruminococcaceae UCG-014 consta
apenas na microbiota dos ovinos suscetiveis. Esse resultado corrobora com os dados ob-
servados por Zeng et al. (2017), Tanca et al. (2017) e Zhang et al. (2018), os quais mostra-
ram que os géneros predominantes aos NGI sdo dependentes ndo s6 da dieta e condicdes
ambientais, como também da carga parasitaria.
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Figura 4. Comparagédo da composi¢ao da microbiota de ovinos com alta e
baixa contagem de OPG.

4, CONCLUSOES

E possivel concluir que os animais suscetiveis aos NGI tém a presenca de Rumino-
coccaceae UCG-014 na composicao de sua microbiota, enquanto 0s ovinos resistentes nao
possuem essa espécie em sua microbiota. Portanto, isso denota uma alteragdo da compo-
sicdo da microbiota dos animais suscetiveis aos NGI, o que sugere que a modulacao dos
microrganismos no trato intestinal poderia trazer beneficios aos ovinos, conferindo maior
resisténcia aos H. contortus.
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