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RESUMO

A conjuntiva ocular desempenha um papel importante na funcdo lacrimal, na protecdo
imunoldgica do olho, nos movimentos oculares e na regeneracéo corneana, agindo como
uma barreira a entrada de microrganismos. Infec¢Bes conjuntivais em cdes sdo comuns e
resultam tanto da invasdo de microrganismos patogénicos, quanto do crescimento
descontrolado da microbiota previamente existente. O presente estudo analisou a
comunidade microbiana presente na conjuntiva ocular de uma populacao heterogénea de
cies sem afecgdes oftalmoldgicas por meio de técnicas de Sequenciamento de Ultima
Geracdo (NGS). Suabes conjuntivais foram coletados de ambos os olhos de 30 cées que,
apos o processamento, foram submetidos ao sequenciamento metagendmico através da
plataforma Illumina. Foi identificada a predominancia do filo Proteobacteria e dos
géneros Ralstonia e Burkholderia, além de uma minoria de fungos, enquanto virus nao
foram encontrados. Por meio de sequenciamento de DNA microbiano total, o presente
estudo trouxe novos dados a respeito deste tema, demonstrando a presenca de organismos
ndo-cultivaveis e previamente desconhecidos como parte do ambiente ocular. Como a
conjuntivite é uma afeccdo comum que afeta o bem-estar e a qualidade de vida dos cées,
portanto, é importante conhecer a microbiota conjuntival para entender os processos
infecciosos que afetam este sitio e assim direcionar os tratamentos empregados de forma

racional.

Palavras-chave: Oftalmologia; Canino; Conjuntivite; Metagenoma; Metagendmica.



ABSTRACT

The conjunctiva plays essential role in the lacrimal function, immune protection of the
eye, eye mobility and corneal regeneration, acting as a barrier to the entry of
microorganisms. Conjunctival infections are common in dogs and result from both the
invasion of pathogenic microorganisms and the uncontrolled growth of the existing
microbiota. The present study analyzed the microbial community present on the ocular
conjunctivae of a heterogeneous dog population without ophthalmological disorders by
New Generation Sequencing (NGS) techniques. Conjunctival swabs were collected from
both eyes of 30 dogs, which after processing were subjected to NGS sequencing through
the Illumina platform. A predominance of the phylum Proteobacteria and the genera
Ralstonia and Burkholderia were identified along with a minority of fungi, while viruses
were not found. Through total microbial DNA sequencing, the present study have brought
new data on this subject showing the presence of non-cultivable organisms that were
previously unknown as part of the ocular environment. As conjunctivitis is a common
condition that affects welfare and life quality of dogs, so it is important to know the
microbiota of the conjunctiva in order to understand the infectious processes that affect
it and to direct the treatments employed rationally.

Key-words: Ophthalmology; Canine; Conjunctivitis; Metagenome; Metagenomics.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posicdo em populacdo de animais de estimacdo do
mundo, com 139,3 milhdes de pets. Destes, os cdes representam cerca de 54 milhdes
(ABINPET, 2018). A grande maioria dos tutores preocupa-se em lhes fornecer
alimentacdo de qualidade, acompanhamento médico-veterinario e manutencéo regular da
higiene (SPC BRASIL, 2017). O crescimento deste mercado tem levado a sociedade a
exigir o atendimento especializado, tal como ocorre na medicina humana. Dentre as
especializacGes, a oftalmologia veterinaria € uma das &reas que mais vem se
desenvolvendo nos Gltimos anos no Pais. O aprimoramento profissional, aliado ao
desenvolvimento de novas tecnologias, tem aumentado consideravelmente o diagnostico
de enfermidades oculares em cées, permitindo o seu tratamento precoce.

A saude ocular é frequentemente afetada por uma ampla gama de agentes
infecciosos (WILCOCK, 2008). Entretanto, as barreiras hemato-aquosa e hemato-
retiniana previnem que substancias trazidas pelo sangue adentrem a regido intraocular
(CUNHA-VAZ, 1979). Dessa forma, o bulbo ocular é relativamente resistente a
passagem de microrganismos, constituindo-se como um sitio imunoprivilegiado. Ja as
infeccOes dos anexos oculares, como as conjuntivas e as palpebras, sdo comuns e resultam
tanto da invasdo de um microrganismo patogénico, quanto do crescimento descontrolado
da microbiota existente no local, devido a baixa imunidade do individuo (ARMSTRONG,
2000). Os sinais clinicos de conjuntivite incluem blefarospasmo, secrecdo ocular,
quemose, hiperemia conjuntival e prurido (MAGGS, 2008).

As conjuntivites infecciosas em caes podem ter origem bacteriana, fungica e viral
(MAGGS, 2008). As bactérias que ja foram descritas em casos clinicos incluem
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., Enterobacter spp., Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella spp. e Proteus spp. (MURPHY; LAVACH; SEVERIN, 1978;
LEDBETTER et al., 2009¢c; SANTOS et al., 2009; ZACARIAS-JUNIOR et al., 2012;
ORIA et al., 2013). Dentre as etiologias fungicas, hé relatos de Blastomyces dermatitidis
e Curvularia spp. (BUYUKMIHCI, 1982; SCOTT; CARTER, 2014). Além disso, a
literatura descreve como agentes etiologicos de conjuntivites virais em cées os virus da
cinomose canina (CDV), o herpesvirus-canino 1 (CHV-1) e o adenoviru caninos tipo 1 e
2 (CAV-1 e CAV-2) (DECARO et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009; LEDBETTER et
al., 2009; 2009b; LEDBETTER; HORNBUCKLE; DUBOVI, 2009; LEDBETTER,;
KIM; DUBOVI, 2009).
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Em relacdo a microbiota conjuntival de cdes saudaveis, nenhum género viral foi
descrito até o presente momento. Por outro lado, a microbiota bacteriana j& foi estudada
através de métodos tradicionais de cultivo, demonstrando predominio de Staphylococcus
spp. (McDONALD; WATSON, 1976; ANDRADE et al., 2002; WANG et al., 2008;
SANTOS et al., 2009; ORIA et al., 2013). Além disso, os fungos Alternaria spp.,
Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e Candida spp. ja foram detectados
na conjuntiva ocular de cées saudaveis por meio de técnicas de cultivo micologico, sendo
considerados como fungos transientes (SANTOS et al., 2009; VERNEUIL et al., 2014).

Com o advento das técnicas moleculares de Next Generation Sequencing (NGS),
o0 conhecimento a respeito da microbiota ndo cultivavel dos diferentes sitios em animais
saudaveis vem se renovando e informacdes novas e diferentes daquelas conhecidas
previamente com base no diagndstico microbioldgico tradicional estdo sendo discutidas.

Com o intuito de gerar informac6es atualizadas a respeito deste tema, 0 objetivo
inicial do presente trabalho foi determinar se ha virus habitando a conjuntiva de cées sem
afeccdes oculares através de NGS e, em caso positivo, quais virus seriam estes. Apds, foi
realizada uma analise de toda a comunidade microbiana presente nesse sitio a partir de
técnicas de alto desempenho com sequenciamento de DNA total, um método
independente de cultivo que permite estudar todo o material genético microbiano presente

na amostra.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Inflamacéo

A inflamago é considerada a resposta vascular e celular de um tecido vivo contra
uma injaria de qualquer natureza. Ela consiste em um mecanismo protetor cujo objetivo
bioldgico é reduzir e eliminar a causa da injdria, além de reparar o dano tecidual
resultante. Sem estes processos, 0s animais ndo sobreviveriam a suas interacdes diarias
com microrganismos ambientais (ACKERMANN, 2013).

Dentre os agentes exdgenos capazes de induzir resposta inflamatéria aguda
encontram-se 0s microrganismos, incluindo virus, fungos e bactérias. Estes desencadeiam
a liberacdo de mediadores celulares mediante ativacao do sistema imune, o que leva ao
aparecimento dos sinais clinicos classicos envolvidos nos processos inflamatorios:
hiperemia, liberacdo de calor, edema, dor e perda de funcéo por dano tecidual (TRACY,
2006). Além do dano causado pelos mecanismos imunomediados, os agentes infecciosos
também podem penetrar em células hospedeiras, levando a morte celular imediata, bem
como liberar endotoxinas, exotoxinas e enzimas que geram destruicdo tecidual severa
(VEGAD, 2007).

2.2 Barreiras e protecdo imunologica ocular

A saude ocular é frequentemente afetada por uma ampla gama de agentes
infecciosos (WILCOCK, 2008). Entretanto, devido ao sistema de barreiras hemato-
oculares, o olho possui certa resisténcia ao desenvolvimento de processos inflamatorios,
uma vez que a funcdo visual é facilmente prejudicada por niveis minimos de inflamacéo,
0s quais teriam efeitos irrelevantes na maioria dos outros tecidos do organismo
(WILCOCK, 2008).

As barreiras hemato-oculares sdo formadas por juncgdes epiteliais e endoteliais
estrategicamente posicionadas, com diferentes graus de permeabilidade seletiva, que
permitem o movimento de determinados solutos de um compartimento ocular para o outro
(GUM; McKAY, 2013). Estas barreiras conferem ao olho o status de 6rgéao privilegiado,
uma vez que regulam o contetdo de seus fluidos internos e protegem sua estrutura das
variacdes que comumente ocorrem na composicao sanguinea (CUNHA-VAZ, 1997). E

fundamental que os tecidos avasculares e transparentes do olho permanecam com essas
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caracteristicas, garantindo a funcéo visual do 6rgdo. Assim, as barreiras fornecem um
ambiente quimico organizado e equilibrado, fundamental & visdo (CUNHA-VAZ, 1997).

A barreira hemato-aquosa € composta por juncdes estreitas entre as células
epiteliais ndo pigmentadas do corpo ciliar, estrutura que produz o humor aquoso, e por
juncdes entre as células endoteliais da por¢édo vascular da iris (SHAKIB; CUNHA VAZ,
1966). A porgdo epitelial previne a circulacdo de macromoléculas para a camara posterior,
enquanto a porc¢do endotelial evita que as substancias presentes no limen dos vasos da
iris adentrem a cadmara anterior (RAVIOLA, 1977). Como resultado, o humor aquoso,
fluido que preenche as camaras oculares, tem sua concentragéo proteica reduzida a 0,5%
da concentragdo proteica plasmatica (MAGGS, 2008).

A retina é um dos componentes da tinica nervosa do olho e possui regides de
interacdo direta com o sangue. A primeira ocorre a nivel dos vasos capilares e a segunda
a nivel do seu epitélio pigmentar, proximo a coroide. Assim, a barreira hemato-retiniana
é composta por junc@es intercelulares na regido do endotélio vascular e pelas mesmas
juncoes na porcdo epitelial (CHEN et al., 2008). Esta barreira separa o fluido da coroide,
que é semelhante ao plasma, do fluido retinal, garantindo a homeostasia do
microambiente das células visuais da retina (CUNHA-VAZ, 1997).

Junto com as barreiras hemato-oculares, outras caracteristicas importantes tornam
0 bulbo ocular relativamente resistente a passagem de microrganismos. O olho é uma
estrutura fechada, protegida por uma Orbita dssea e por uma tanica fibrosa externa,
composta pela cérnea e pela esclera. Além disso, a presenca de palpebras moveis e a
constante producdo e movimentacdo do filme lacrimal também constituem mecanismos
protetores, propiciando ao bulbo ocular um status de privilégio imunolégico (WILCOCK,
2008).

Em contrapartida, os tecidos perioculares, como as palpebras e a conjuntiva,
reagem a processos inflamatoérios exatamente como quaisquer outros tecidos moles do
organismo (WILCOCK, 2008). A superficie externa das palpebras é formada por pele,
sendo suscetivel as mesmas doencas da epiderme localizada em qualquer outra parte do
corpo. Assim, as portas de entrada para microrganismos sao semelhantes, incluindo a
superficie externa, glandulas anexas, lesdes penetrantes e entrada via hematogénica. Da
mesma forma, a conjuntiva ocular € uma membrana mucosa comum, sujeita a colonizacao
por agentes infecciosos, absorgdo de estimulos antigénicos e lesdes penetrantes, fisicas
ou quimicas diretamente sobre a superficie epitelial, permitindo infeccdo oportunista

(WILCOCK; NJAA, 2013). As infecgdes dos anexos oculares, portanto, sdo comuns e
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resultam principalmente tanto da invasédo de um microrganismo patogénico, quanto do

crescimento descontrolado da microbiota ja existente no local (ARMSTRONG, 2000).

2.3 Conjuntiva ocular

A conjuntiva ocular € uma membrana mucosa que inicia na margem palpebral,
revestindo o interior das palpebras, se estende profundamente em direcdo a Orbita,
formando o fornix e, entdo, tem sua direcdo invertida, estendendo-se sobre o olho até a
regido do limbo, onde é denominada conjuntiva bulbar. Dessa forma, a conjuntiva
palpebral é continua com a epiderme da palpebra, assim como a conjuntiva bulbar é
continua com o epitélio da cornea (HENDRIX, 2013). Cornea e conjuntiva formam juntas
0 que se denomina superficie ocular.

A conjuntiva palpebral € formada por epitélio colunar estratificado ndo
queratinizado, com numerosas células caliciformes, as quais estdo ausentes na conjuntiva
bulbar. A lamina propria assemelha-se a de qualquer outra membrana mucosa, com
presenca de vasos sanguineos e tecido conjuntivo frouxo (WILCOCK; NJAA, 2013). Por
ser a superficie mucosa mais exposta do corpo, a conjuntiva ocular responde rapidamente
a estimulos nocivos a partir de numerosos linfécitos que, quando estimulados por
antigenos, formam foliculos ativos. Assim, a estrutura da conjuntiva pode ser comparada
a de um linfonodo invertido (MAGGS, 2008).

A conjuntiva desempenha um papel essencial na dinamica lacrimal, na protecédo
imunolégica do olho, na movimentacdo ocular e na regeneracdo corneana, agindo como
barreira a entrada de microrganismos patogénicos ou ndo (ANDRADE et al., 2002;
GALERA et al., 2002).

2.4 Microbiota conjuntival

Até o presente momento, nenhum estudo descreveu o viroma da conjuntiva ocular
de cdes saudaveis, portanto, este dado permanece desconhecido. Por outro lado, as
comunidades bacteriana e flngica ja foram estudadas tanto por técnicas tradicionais
quanto por meio de metodologias de alto desempenho.
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2.4.1 Microbiota conjuntival bacteriana

Existe uma grande variabilidade nos tipos e nas quantidades de bactérias que
compde o microbioma de um determinado sitio, o que ¢ influenciado pela localizagédo
geogréfica, nutricdo e clima (CARTER; COLE, 1990). A microbiota ocular de cdes tem
sido objeto de diversas pesquisas utilizando o diagndstico microbioldgico tradicional nas
ultimas décadas (McDONALD; WATSON, 1976; ANDRADE et al., 2002; PRADO et
al., 2005; WANG et al., 2008). Estes estudos apontam para o predominio de bactérias
Gram positivas, especialmente Staphylococcus spp.

Ao estudar a microbiota ocular de cées sadios em S&o Paulo, Andrade et al. (2002)
encontraram predominio de Staphylococcus aureus tanto no verdo quanto no inverno.
Staphylococcus spp. S-haemolyticus foi encontrado somente no verdo, enquanto S.
epidermidis e S. intermedius foram isolados das amostras somente no inverno.

Prado et al. (2005) investigaram a presenca de bactérias na conjuntiva ocular de
60 cées saudaveis no Ceara por meio de cultivo em meio Agar Sangue. Houve predominio
de Staphylococcus intermedius (54,2%), seguido de S. aureus (8,5%). Em estudo
semelhante realizado com 30 cdes provenientes da Bahia, Oria et al. (2013) também
encontraram predominio de S. intemedius (26,8%), seguido de S. aureus (21,9%) e S.
epidermidis (19,5%). Na China, um estudo conduzido por Wang et al. (2008) identificou
Staphylococcus na conjuntiva de 40% dos cdes saudaveis amostrados, com predominio
de S.intermedius (28,8%). Além disso, as maiores frequéncias foram identificadas nas
coletas realizadas no verdo, seguido da primavera, outono e inverno, respectivamente.

Staphylococcus spp. também j& foram isolados da pele e dos pelos de cées
saudaveis e com dermatopatias pelos mesmos métodos (ALLAKER; LLOYD;
SIMPSON, 1992; FAZAKERLEY et al., 2009). As palpebras sdo estruturas oculares
internamente delimitadas pela conjuntiva palpebral e externamente revestidas por pele e
pelos (MAGGS, 2008). Assim, esta bactéria pode estar presente na face externa das
palpebras de cdes com ou sem sinais de conjuntivite e blefarite. Além disso, ela também
coloniza a pele humana saudavel, inclusive a regido das mdos (WATANABE et al.,
2016). Estes fatores podem contribuir para a detecgdo comum de Staphylococcus spp. no
microbioma ocular de cdes. Alem disso, esta bactéria tem o seu crescimento favorecido
pelas técnicas de cultura tradicionais. Outra explicacdo para as altas deteccdes de

Staphylococcus spp. nos estudos anteriores € o possivel efeito inibitério que este
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microrganismo exerce sobre o crescimento de outras bactérias em cultivo (BARROW,
1963).

Em menores propor¢des, outras bactérias Gram positivas também ja foram
identificadas compondo o microbioma da superficie ocular de cdes, incluindo
Streptococcus spp., Bacillus spp., Corynebacterium spp. e Micrococcus spp.
(McDONALD; WATSON, 1976; ANDRADE et al., 2002; PRADO et al., 2005; WANG
et al., 2008; SANTOS et al., 2009; ORIA et al., 2013). Estes mesmos estudos também
identificaram a presenca de bactérias Gram negativas no microbioma ocular, entretanto,
estas costumam aparecer em frequéncias menores. J& foram descritas as bactérias
Enterobacter spp., Proteus spp., Klebsiella spp., Moraxella spp., Neisseria spp.,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (ANDRADE et al., 2002; PRADO et al.,
2005; WANG et al., 2008; SANTOS et al., 2009; ORIA et al., 2013).

O Unico estudo ja realizado utilizando técnicas moleculares de alto desempenho
na pesquisa do microbioma ocular canino encontrou Bacillus spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. em apenas 0,03%, 1,8% e 0,8% das reads identificadas,
respectivamente (LEIS; COSTA, 2018). Neste trabalho, houve predominio do filo
Firmicutes, entretanto, o género mais prevalente foi Bifidobacterium spp., bactéria Gram
positiva pertencente ao filo Actinobacteria. Este microrganismo coloniza o trato intestinal
de cdes, e embora ndo se possa descartar uma contaminacdo fecal, os autores atribuiram
este achado a uma colonizacdo real da superficie ocular devido aos habitos de higiene dos
animais, o que nao parece ser prejudicial a saide ocular. As outras bactérias mais
identificadas foram Acinetobacter spp., uma Proteobacteria Gram negativa da familia
Moraxellaceae, e Corynebacterium, uma Actinobacteria Gram positiva da familia
Corynebacteriaceae (LEIS; COSTA, 2018).

2.4.2 Microbiota conjuntival fungica

Em relacdo a microbiota conjuntival flngica, poucas pesquisas foram realizadas
em cdes até o presente momento. Samuelson, Andresen e Gwin (1984) estudaram a
presenca de fungos na conjuntiva ocular de equinos, bovinos, cédes e gatos sem afeccoes
oftalmicas. Os fungos foram isolados através de cultivo microbioldgico tradicional em
95% dos equinos, 100% dos bovinos e apenas 22% dos caes, sendo Penicillium spp. e

Cladosporium spp. presentes em todas as espécies e Aspergillus spp. ausente nos caes.
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Mais tarde, Andrade et al. (2002) corroboraram com estes resultados a partir de
metodologia semelhante, porém realizando coletas no verdo e no inverno. Como
resultados, houve predominio de Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus spp.,
Dermatium spp. e Fusarium spp. no verdo, além de Chrysosporum spp., Mucor spp.,
Pullularia spp. e Trichophyton spp. no inverno. Néo foi observada diferenga estatistica
nas estacOes do ano estudadas. Cabe ressaltar que todos estes fungos foram identificados
em percentuais muito baixos em comparacdo as bactérias. Os autores atribuiram sua
presenca ao fato de serem agentes comuns a microbiota de outras estruturas anatdbmicas
expostas e em contato direto com o ar, sendo, portanto, agentes esperados no isolamento
da conjuntiva ocular normal de cdes (ANDRADE et al., 2002).

Diferentemente dos estudos anteriores, Santos et al. (2009) encontraram como
agentes fungicos apenas Malassezia pachydermatis e Candida spp. na conjuntiva ocular
de cdes sem afecc¢des oftalmicas, na proporcdo de 1,84% e 8,58%, respectivamente. Os
autores ressaltam que a presenca de fungos na conjuntiva pode representar uma ameaga
constante aos olhos em condicGes de baixa imunidade.

O estudo mais recente no que se refere a microbiota conjuntival fungica foi
realizado por Verneuil et al. (2014), que descreveram a presenca de fungos na conjuntiva
de 50 cées normais, comparando com a pele do focinho e do canto medial do olho. Como
resultados, 11 cédes (22%) tiveram cultura micoldgica positiva em pelo menos um dos
olhos, sendo que 14 géneros de fungos foram isolados desse sitio, especialmente
Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. Em relacdo a pele
do focinho e do canto medial do olho, os resultados de cultura foram positivos em 48 cées
(96%) e em 19 cdes (38%), respectivamente. Os autores ndo especificam o género dos
fungos isolados dos sitios cutaneos. Pesquisas anteriores demonstram que 0s esporos de
fungos mais encontrados no ar sdo de Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium
spp. e Aspergillus spp., portanto os autores atribuem os achados na conjuntiva de cées
como microbiota ambiental transitoria, ja que os sitios de coleta estavam expostos ao ar
(VERNEUIL et al., 2014).

2.5 Conjuntivite
A inflamag&o das conjuntivas oculares constitui uma das afec¢des diagnosticadas

com maior frequéncia na préatica veterinaria e, em alguns casos, a determinagdo da

etiologia é desafiadora (TURNER, 2010). As infecgdes resultam tanto da invasdo de um
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microrganismo patogénico, quanto do crescimento descontrolado da microbiota ja
existente no local (ARMSTRONG, 2000). Os sinais clinicos de conjuntivite incluem
blefarospasmo, secrecdo ocular, quemose, hiperemia conjuntival e prurido (MAGGS,
2008). As conjuntivites infecciosas podem ter origem viral, bacteriana, fingica ou
parasitaria (CRISPIN, 2005).

2.5.1 Conjuntivite bacteriana

A conjuntivite bacteriana primaria € incomum em cdes. Na maioria dos casos, ela
ocorre de forma secundaria a outras doencas oculares, como anormalidades palpebrais,
ceratoconjuntivite seca (CCS), alergias cronicas e trauma (HENDRIX, 2013). Enquanto
a conjuntivite primaria é causada pela introducdo de uma bactéria exdgena, a secundaria
se estabelece pelo crescimento oportunista e descontrolado da microbiota conjuntival preé-
existente (WHITLEY, 2000; HENDRIX, 2013).

2.5.1.1 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus é constituido por bactérias Gram positivas, nao
esporuladas, imdveis e, normalmente, aerdbias facultativas. Pertencem ao filo Firmicutes
e a familia Staphylococcaceae. Estas bactérias colonizam a pele e as membranas mucosas
de uma grande variedade de espécies animais e as doenc¢as normalmente decorrem de uma
quebra nas defesas naturais do hospedeiro. Nos Ultimos anos, houve aumento da
frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. em infeccdes de cées e gatos em funcéo
da crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (SYKES, 2014).

Em 2009, Santos e demais pesquisadores estudaram a microbiota conjuntival de
caes com e sem afec¢des oftalmicas externas a partir da coleta de suabes conjuntivais para
cultivo microbioldgico em placas. De forma geral, Staphylococcus spp. foi a bactéria mais
isolada nos cdes doentes. Nos casos de conjuntivite (28 animais), houve isolamento de
Staphylococcus intermedius (24,1%) e Staphylococcus aureus (15,7%), demonstrando ser
este 0 género mais encontrado nesta afeccdo. Também houve predominio de
Staphylococcus spp. nos casos envolvendo blefarite, obstrucdo do ducto nasolacrimal e
entropio (SANTOS et al., 2009). Mais tarde, resultado semelhante foi demonstrado por

Zacarias-Junior e colaboradores, em trabalho no qual houve identificacdo de
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Staphylococcus spp. em 66% dos isolados de conjuntivites clinicas em cdes (ZACARIAS-
JUNIOR et al., 2012).

A microbiota conjuntival de cdes com CCS também ja foi estudada através de
métodos tradicionais de cultivo. Em estudo realizado em 2013, Oria e equipe realizaram
coleta de suabes conjuntivais de ambos os olhos de 28 cées diagnosticados com CCS, a
partir da identificacdo de producdo lacrimal média de 3,51 + 2,97 mm/min no Teste
Lacrimal de Schirmer (TLS). Apo6s cultivo, foi identificado crescimento bacteriano em
89,3% das amostras (50/56), sendo Staphylococcus spp. a mais prevalente, demonstrada
em 29% dos isolados. Os autores destacaram que em cées com CCS ha diminuicdo das
enzimas lacrimais antibacterianas, especialmente lactoferrina, lisozima e peroxidase, o
que favorece o crescimento bacteriano no saco conjuntival (ORIA et al., 2013).

Cepas de Staphylococcus spp. formadoras de biofilme possuem papel importante
na transmisséo de conjuntivites em humanos. Segundo Costerton; Stewart; Greenberg
(1999), o biofilme é um conglomerado de bactérias cercadas por uma matriz polimérica
viscosa produzida por elas proprias, o que gera aderéncia as superficies. Em estudo
realizado por Murugan e colaboradores (2010), amostras de 200 pacientes humanos com
conjuntivite foram cultivadas a partir de métodos tradicionais. Do total, 60 isolados foram
identificados como Staphylococcus spp. e a maioria (56/60) tinha habilidade de constituir
biofilmes, o que foi verificado a partir dos testes de aderéncia em tubo, teste do vermelho-
congo e microtitulacdo (MURUGAN et al., 2010).

Os sinais clinicos da conjuntivite estafilocdcica também podem ser atribuidos aos
fatores de viruléncia bacteriana, especialmente a liberacdo de proteinas e enzimas com
acdo toxica ao tecido conjuntival. Dentre estas, é possivel citar as a-toxinas, B-toxinas, y-
toxinas e a citotoxina PVL (ASTLEY et al., 2019).

2.5.1.2 Streptococcus spp.

O género Streptococcus é constituido por bactérias Gram positivas pertencentes
ao filo Firmicutes e a familia Streptococcaceae. As espécies sdo facultativamente ou
estritamente anaerobias e necessitam de meios complexos para crescimento em cultivo,
preferencialmente suplementados com sangue. Os Streptococcus spp. que infectam cées
e gatos compreendem desde microrganismos comensais, de baixa viruléncia, a
organismos extremamente virulentos, responsaveis por gerar manifestagdes clinicas
severas (SYKES, 2014).
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A presenca de bactérias nos casos cronicos de secrecdo ocular purulenta em cées
foi estudada por Verwer e Gunnink (1968). Estes pesquisadores coletaram amostras
oculares de 63 cdes diagnosticados com conjuntivite, ceratoconjuntivite ou
blefaroconjuntivite, os quais ja haviam sido tratados empiricamente com antibiéticos, sem
sucesso. Em 20 casos foi possivel isolar Streptococcus spp., sendo 20,3% destes
representados por Streptotoccus canis, 3,1% por outros Streptococcus patogénicos e 7,8%
por espécies nao patogénicas. Assim, este género demonstrou ser 0 mais expressivo no
grupo amostrado.

Alguns anos mais tarde, Murphy, Lavach e Severin (1978) isolaram bactérias do
saco conjuntival de 120 cdes com conjuntivite, blefarite, dacriocistite e ulceracOes
corneanas, identificando Streptococcus spp. a-hemolitico em 17% dos isolados e
Streptococcus spp. B-hemolitico em 19% dos isolados. Mesmo assim, Staphylococcus
aureus foi a bactéria mais expressiva, encontrada em 68% dos isolados.

Mais recentemente, Streptococcus spp. B-hemolitico ndo foi encontrado como
pertencente a microbiota ocular normal de cdes, mas foi identificado em 16% dos cées
com CCS em cultivo no meio Agar-Sangue, concordando com o estudo anteriormente
citado (ORIA et al., 2013).

2.5.1.3 Outras bactérias

O género Bacillus compde um grupo de bactérias do filo Firmicutes, Gram
positivas, mdveis, aerdbias e formadoras de esporos, capazes de causar infeccdes com
apresentacdes clinicas diversas, tanto em humanos como em animais. Além das infeccdes
sistémicas graves, como pneumonias e gastroenterites, Bacillus spp. pode gerar as
chamadas “infec¢des de espagos fechados”, categoria em que se incluem as oftalmopatias
infecciosas, como conjuntivites, iridociclites, dacriocistites, ceratites e pan-oftalmites
(WEBER; RUTALA, 1988). Santos et al. (2009) estudaram a microbiota conjuntival de
cdes com afeccdes oculares através do método tradicional de cultivo, identificando
Bacillus spp. em 19,4% dos casos de conjuntivite, ficando abaixo somente de
Staphylococcus intermedius. Bacillus spp. também ja& foi descrito em casos de CCS
canina, embora outras bactérias sejam mais frequentes nesta afeccio (ORIA et al., 2013).

Diferentemente das Gram positivas, as bactérias Gram negativas possuem uma
molécula externa a sua membrana plasmatica, denominada lipopolissacarideo (LPS), que

confere protecdo estrutural e representa um fator de viruléncia importante, uma vez que
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desencadeia rea¢des de toxicidade e imunogenicidade no hospedeiro. As bactérias Gram
negativas sdo responsaveis por gerar infecces oportunistas em cées e gatos (SYKES,
2014). Dentro deste grupo, a familia Enterobacteriaceae &€ composta por bacilos
normalmente moveis e facultativamente aerobios que crescem adequadamente em meios
simples, como Agar MacConkey (QUINN et al., 2011). Bactérias desta familia s&o
frequentemente associadas a conjuntivites em humanos e animais (BEN-TOVIM et al.,
1974; MURPHY; LAVACH; SEVERIN, 1978). Enterobacter spp., Klebsiella spp. e
Proteus spp. sdo enterobactérias que ja foram isoladas do saco conjuntival de cdes com
conjuntivite através do diagnostico microbioldgico tradicional (MURPHY; LAVACH;
SEVERIN, 1978; SANTOS et al., 2009; ZACARIAS-JUNIOR et al., 2012; ORIA et al.,
2013).

As bactérias do género Pseudomonas também sdo classificadas como bacilos
Gram negativos, porém pertencem a classe Gammaproteobacteria. Sdo organismos
aerobios e moveis que habitam ambientes diversos, como agua, solo e plantas, além de
membranas mucosas e fezes (QUINN et al., 2011). Pseudomonas aeruginosa
frequentemente causa infeccGes oculares oportunistas com grande destruicdo tecidual
através de seus maltiplos fatores de viruléncia e mecanismos de colonizagdo. A aderéncia
é facilitada pelo LPS, pelas fimbrias e pelo flagelo, enquanto a destruicdo tecidual é
causada por toxinas extracelulares e enzimas, como a exotoxina A, a fosfolipase C e as
proteases (QUINN et al., 2011). Pode-se atribuir a Pseudomonas aeruginosa quadros de
conjuntivite, blefarite, dacriocistite, esclerite e ceratite ulcerativa grave, entre outros
(WANG et al., 2008; LEDBETTER et al., 2009c).

2.5.2 Conjuntivite fungica

A conjuntivite fungica € incomum em todas as espécies, inclusive nos cées
(HENDRIX, 2013). Quando ocorre, tende a ser cronica e concomitante a ceratomicose e
o responsavel pelo animal frequentemente refere os sinais classicos de conjuntivite com
resposta reduzida ou ausente a antibioticoterapia. Muitas vezes, 0s caes que apresentam
conjuntivite micdtica sdo pacientes previamente imunodeprimidos ou que utilizaram
solugdes oftalmicas antibidticas por tempo prolongado (BEHRENS-BAUMANN, 1999;
MAGGS, 2008).
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2.5.2.1 Blastomyces dermatitidis

Blastomyces dermatitidis € um fungo dimorfico pertencente ao filo Ascomycota
que cresce na forma filamentosa no ambiente, mas assume a conformacdo de levedura
nos tecidos do hospedeiro. Esse fungo infecta especialmente os humanos e os cées, mas
outras espécies de mamiferos também sdo suscetiveis. A transmissdo ocorre através da
inalacdo de conidios ambientais (CARTER; WISE, 2004; SYKES, 2014). A blastomicose
é caracterizada por inflamacéo piogranulomatosa localizada nos pulmdes ou disseminada
para sitios extrapulmonares, como pele, 0ssos, linfonodos, 6rgaos reprodutivos, sistema
nervoso central e tecidos oculares (SYKES, 2014). De acordo com Rudmann et al. (1993),
h& uma predisposicdo maior em cdes machos de racas de grande porte, com idade entre
dois e quatro anos.

Wilson, Dreumel e Henry (1973) descreveram o caso de quatro cdes com
blastomicose urogenital, sendo que um deles também possuia envolvimento ocular grave.
Tratava-se de um cdo macho da raca Sheepdog, de quatro anos de idade, com historico de
pneumonia e prostatite crénica em associacdo com conjuntivite e panoftalmite do olho
esquerdo. O olho direito ja estava totalmente comprometido devido aos estagios terminais
da blastomicose ocular. Na necropsia, 0 olho esquerdo apresentou-se exoftalmico e
identificou-se um nodulo na regido retrobulbar. Em ambos os olhos a histopatologia
revelou descolamento total de retina, presenca de material purulento intravitreo e
conjunvitite na juncdo corneoescleral, com infiltracdo de neutrofilos e células
mononucleares. Foi possivel identificar a presenca de hifas no exsudato presente no vitreo
e na regido retrobulbar. Blastomyces dermatitidis foi isolado em meio Agar-Sabouraud
nas amostras de prostata, pulmdes e linfonodo bronquial, entretanto, amostras dos olhos
ndo foram submetidos a cultura (WILSON; DREUMEL; HENRY, 1973).

Em 1982, Buyukmihci relatou as lesbes oculares de 21 cées com blastomicose,
sendo a maioria machos de ragas grandes e com idade entre um a trés anos. A conjuntivite
ndo apareceu como sinal Unico, ja que a maioria dos animais também desenvolveu uveite,
junto com os sinais classicos de hiperemia conjuntival, blefarospasmo e fotofobia. A
inflamacdo piogranulomatosa frequentemente atingiu a coroide e muitos desenvolveram
glaucoma e descolamento de retina, levando a perda visual. Um dos cdes também
apresentou conjuntivite na face palpebral da membrana nictitante, caracterizada por uma

lesdo macia e proliferativa, explicada pelo autor como um caso de invaséo local do fungo.
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Dos vinte e um cdes, dezoito apresentavam pneumonia concomitante (BUYUKMIHCI,
1982).

2.5.2.2 Qutros fungos

Curvularia spp., pertencente ao filo Ascomycota, faz parte de um grupo de fungos
filamentosos dematiaceos, produtores de hifas pigmentadas nos tecidos infectados,
gerando as feo-hifomicoses (QUINN et al., 2011). Este género coloniza o solo e a
vegetacdo, se espalhando na forma de esporos através do ar. Em humanos, Curvularia
spp. ja é reconhecido por gerar diversas infecgdes oculares, como conjuntivite,
dacriocistite, celulite orbital e endoftalmite, embora a ceratite seja a apresentacdo mais
comum (WILHELMUS; JONES, 2001).

Em um estudo retrospectivo de casos de ceratomicoses caninas, Scott e Carter
(2014) isolaram Curvularia spp. em cultivo de amostras oculares de dois cées. O
primeiro, um Pinscher de nove anos de idade, apresentava CCS e Ulcera de cdrnea e havia
sido previamente tratado com imunossupressor e corticosteroide topicos apds cirurgia
para remocdo de catarata. Havia uma placa pigmentada na coOrnea, tipica da feo-
hifomicose, e a cultura bacteriana mostrou-se negativa. ApoOs tratamento com
antifingicos topicos houve resolucdo clinica. O segundo caso também era de um
Pinscher, mas ndo foi mencionada a presenca de conjuntivite, somente de ceratite
ulcerativa micotica profunda. Curvularia spp. também foi isolado em cultivo e o animal
foi tratado, com sucesso (SCOTT; CARTER, 2014).

Sarocladium kiliense pertence ao filo Ascomicota e era anteriormente
denominado Acremonium kiliense (SUMMERBELL et al., 2011). Este fungo saprofito €
encontrado no ambiente, porém ha relatos de acdo oportunista gerando infeccdes em
humanos, incluindo ceratite ulcerativa e endoftalmites pds extracdo de catarata
(FRIDKIN et al., 1996; KAHN et al., 2011; SUMMERBELL et al., 2011). Mendoza,
Donato e Padhye (1985) reportaram um caso de ceratoconjuntivite canina ocasionada por
A. kiliense. Tratava-se de um Pastor Alemé&o de 8 anos de idade apresentando fotofobia,
epifora, dificuldade visual, ceratite ulcerativa e conjuntivite. Amostras de raspado corneal
e suabe conjuntival foram submetidas & microscopia optica e a cultura fingica em Agar
sangue e em Agar Sabouraud suplementado com cloranfenicol. Com base nas
caracteristicas microscopicas, classificou-se o fungo como A. kiliense (DONATO;
PADHYE, 1985).
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2.5.3 Conjuntivite viral

A conjuntivite viral pode ocorrer durante uma infeccdo generalizada, com outras
manifestaces concomitantes, ou pode se restringir ao acometimento ocular, sem
associacdo com demais sinais sistémicos (LEDBETTER; HORNBUCKLE; DUBOVI,
2009). A literatura descreve como agentes etioldgicos de conjuntivites virais em cées o
virus da cinomose canina (CDV), o herpesvirus canino (CHV-1) e o adenovirus canino
(CAV-1e CAV-2) (DECARO et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009; LEDBETTER et al.,
2009; 2009b; LEDBETTER; HORNBUCKLE; DUBOVI, 2009; LEDBETTER; KIM;
DUBOVI, 2009).

2.5.3.1 Virus da cinomose canina (CDV)

O CDV é um Morbillivirus pertencente a familia Paramyxoviridae e causador de
doenca multissistémica grave e frequentemente fatal em cées (SYKES, 2014). Como
diversos virus envelopados, o CDV é rapidamente inativado no ambiente, de forma que
sua propagacdo ocorre pelo contato direto entre animais ou pela exposi¢cdo a aerossois
contaminados (ELIA et al., 2006). O virus penetra no hospedeiro através das mucosas
nasal ou oral e prontamente inicia sua replicacdo nos tecidos linfoides, o que resulta em
imunodepressdo (APPEL, 1969).

O CDV ¢ o principal causador de conjuntivite viral em caes, a qual normalmente
esta presente nos estagios iniciais da cinomose, sendo manifestada como hiperemia
conjuntival e secrecdo ocular serosa a purulenta, junto com tonsilite, faringite, anorexia e
linfopenia, especialmente em filhotes. E dificil encontrar os corplsculos de inclusio
citoplasmaticos nas biopsias conjuntivais, mas o0 RNA viral pode ser detectado com
auxilio de reacdo em cadeira da polimerase (PCR). Nos estagios avan¢ados da cinomose,
pode haver conjuntivite bilateral crénica e baixa producao lacrimal, caracterizando a CCS
(MAGGS, 2008).

Almeida e colaboradores (2009) compararam, através de bidpsia e exame
histopatoldgico, a conjuntiva ocular de cdes com CCS néo-infecciosa e infecciosa, sendo
esta Gltima devido a infeccao natural pelo CDV. Como resultados, os dois tipos de CCS
tiveram correlacdo com baixos indices no TLS, hiperemia conjuntival, secre¢do ocular
mucopurulenta, infiltracdo linfoplasmocitica e queratinizacdo da superficie ocular. A

histopatologia foi similar em ambos os grupos, levando a conclusdo de que a
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fisiopatologia da CCS induzida pelo CDV é semelhante & ndo-infecciosa, como resultado
de deficiéncia lacrimal e inflamagé&o dos tecidos oculares.

2.5.3.2 Herpesvirus canino (CHV-1)

O CHV-1 é um virus envelopado pertencente a familia Herpesviridae, com ampla
distribuicdo mundial e alta prevaléncia em populacdes de cdes domésticos (SYKES,
2014). Sua estrutura molecular se assemelha a de outros virus da familia, incluindo o
herpesvirus bovino 1, herpesvirus felino 1 e herpes simplex virus 1 e 2, todos com
importancia ocular definida em seus respectivos hospedeiros (MANNING et al., 1988).

O CHV-1 é relacionado com aborto tardio e morte neonatal. Os filhotes
acometidos por transmissdo transplacentaria apresentam sinais inespecificos, gerados por
necrose e hemorragias disseminadas, além de meningoencefalite, sendo que a mortalidade
pode chegar a 100% nos primeiros dias de vida (SYKES, 2014).

Em cées adultos, a infeccdo pode se manifestar de forma subclinica ou acometer
0s tratos respiratorio e genital e demais mucosas, incluindo a conjuntiva ocular (KARPAS
et al., 1968; HILL; MARE, 1974; LEDBETTER et al., 2006). Sabe-se que 0 CHV-1
persiste no ganglio trigémeo e em diversos tecidos de cdes naturalmente infectados, sendo
reativado em casos de estresse ou imunodepressédo, 0 que caracteriza uma infeccéo latente
(MIYOSHI et al., 1998).

Ledbetter; Kim; Dubovi (2009) estudaram os efeitos do CHV-1 sobre os tecidos
oculares. Vinte e sete cdes da raca Beagle, com idades entre dez e 16 semanas,
provenientes de um canil doméstico fechado, foram examinados durante surto de doenga
ocular. Foi realizada a coleta de suabes conjuntivais de todos os cdes. O CHV-1 foi
detectado por PCR ou isolamento viral em todas as amostras clinicas. A conjuntivite foi
o sinal clinico mais comum, enquanto ceratites ulcerativas e ndo ulcerativas foram menos
prevalentes. Concluiu-se que em populacdes suscetiveis de cdes, o CHV-1 pode ser
associado a surtos de infeccdo ocular, mesmo na auséncia de sinais sistémicos
(LEDBETTER; KIM; DUBOVI, 2009).

Em outro estudo, Ledbetter e colaboradores (2009) infectaram, de forma
experimental, 12 cées da raca Beagle livres de patdgenos especificos, com o objetivo de
caracterizar a doenca ocular, a excrecdo viral e as respostas soroldgicas associadas a
infeccdo ocular primaria por CHV-1. Todos os cdes infectados desenvolveram

conjuntivite bilateral, caracterizada por hiperemia conjuntival, quemose e secregédo
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mucoide a mucopurulenta. Em todos também foi possivel detectar a excrecao viral através
da coleta de suabes conjuntivais seguida de PCR, bem como a formacéo de anticorpos
especificos (LEDBETTER et al., 2009).

2.5.3.3 Adenovirus canino 1 e 2 (CAV-1 e CAV-2)

O CAV é um virus de DNA fita dupla, ndo envelopado, pertencente ao género
Mastadenovirus da familia Adenoviridae. Dois tipos de CAV ja foram identificados, o
CAV-1, causador da hepatite infecciosa canina, e o CAV-2, responsavel pela
traqueobronquite infecciosa canina (HU et al., 2001).

O CAV-1 replica-se em células endoteliais e hepatocitos, produzindo hepatite
necrohemorrégica severa. A opacidade corneana gerada pelo acometimento do endotélio
da cornea, junto com a nefrite intersticial, ocorrem cerca de trés semanas apos a
recuperacdo clinica, como consequéncia da deposicdo de imunocomplexos
(CARMICHAEL, 1964).

A vacinacdo sistematica de cdes reduziu drasticamente a ocorréncia de hepatite
infecciosa canina no Brasil e no mundo. Entretanto, a persisténcia do virus no ambiente
e em animais portadores, bem como o surgimento de novas cepas e 0 uso de vacinas
inadequadas, tem contribuido para a manutencgdo dessa virose, com ocorréncia ocasional
de surtos (BOHM et al., 2004). Em 2007, foram relatados quatro surtos ocorridos na
Italia entre os anos de 2001 e 2006, sendo a conjuntivite mucopurulenta e o edema
corneano citados entre os sinais clinicos manifestados pelos caes doentes. O CAV-1 foi
identificado em suabes oculares através de PCR (DECARO et al., 2007).

O CAV-2 ¢ transmitido principalmente por contato oronasal e é um dos agentes
etioldgicos da traqueobronquite infecciosa canina, replicando-se na mucosa do trato
respiratorio superior e inferior (THAM; HORNER; HUNTER, 1998). O CAV-2 é
biologicamente semelhante ao grupo de adenovirus que compde 0s agentes etiol6gicos
mais comuns de conjuntivite em humanos. As adenoviroses humanas induzem sindromes
clinicas distintas, sendo a conjuntivite um sinal comum, seja como lesdo isolada ou
associada a ceratites e doencas respiratorias (COOPER et al., 2000).

Ledbetter; Hornbuckle; Dubovi (2009) investigaram a presenca viral em amostras
conjuntivais de 30 cdes com conjuntivite idiopatica adquirida naturalmente através de
PCR e/ou isolamento viral. Virus foram detectados em 7 cées (23,3%), sendo 0 CAV-2

detectado em dois destes por meio de PCR. O isolamento viral foi possivel em uma das
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amostras. Os autores concluiram que o CAV-2 faz parte do grupo de agentes etioldgicos

de conjuntivite em cdes domesticos.

2.6 Diagnostico microbiologico tradicional

As técnicas de diagndstico microbioldgico tradicional incluem o esfregaco e a
coloracéo das amostras, o cultivo em meios apropriados e a observacédo das caracteristicas
bioquimicas e metabolicas dos isolados (QUINN et al., 2011). Nestas técnicas, 0s
microrganismos precisam estar viaveis e metabolicamente ativos.

A identificagdo dos microrganismos inicia com a coloragdo diferencial das
amostras em laminas e visualizacdo sob microscopia Optica, para obter informacdes a
respeito de composicao celular, morfologia e motilidade (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). Na coloracdo de Gram, amplamente utilizada nos laboratérios de diagndstico, o
cristal violeta é retido nas bactérias Gram positivas. Por outro lado, as bactérias Gram
negativas ndo retém o cristal violeta e sdo contrastadas na cor vermelha (QUINN et al.,
2011). Este é o método de coloracdo diferencial mais utilizado em exames diretos ao
microscopio devido ao seu amplo espectro de coloracdo, que abrange praticamente todas
as bactérias, além de alguns fungos e protozoéarios (PEREIRA; PETRECHEN, 2011).
Outras técnicas importantes incluem a coloracdo de Giemsa e a de Ziehl-Neelsen
(QUINN et al., 2011).

O exame direto ap6s a coloracdo indica em qual meio de cultura e em que
condigdes atmosféricas a amostra deve ser inoculada (CARTER; WISE, 2004). O &gar-
nutriente € um meio basico que fornece os nutrientes necessarios para o crescimento de
bactérias ndo-fastidiosas, entretanto, ndo € suficiente para permitir o isolamento de
organismos mais exigentes. O agar-sangue suporta o crescimento da maioria dos
patdgenos e é utilizado para isolamento primario, além de permitir a identificacdo da
producdo de hemolisina bacteriana, quando houver. O 4gar MacConkey é um meio
seletivo que contém sais biliares e é bastante utilizado para o isolamento de bactérias
Gram negativas. Este meio contém lactose e indicador de pH, permitindo a diferenciacdo
entre bactérias fermentadoras e ndo-fermentadoras desse agtcar (QUINN et al., 2011).
Além destes, outros meios seletivos podem ser utilizados para crescimento de organismos
em particular.

Entre os fatores determinantes para o sucesso do diagnéstico estdo o tempo, a

atmosfera e a temperatura de incubagdo. Na inoculacdo primaria em &gar-sangue ou
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MacConkey, a incubacgdo costuma durar entre 24 e 48 horas. A temperatura indicada para
a maioria dos microrganismos é de 37°C. Quanto a atmosfera, algumas bactérias exigem
entre 5a 10% de CO2 no ar, outras sdo microaerofilas ou anaerobias estritas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).

Ap0s o crescimento em placas e a obtengdo das col6nias, utilizam-se os testes
bioquimicos para diferenciacdo das bactérias com base em suas atividades enzimaticas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Destacam-se os testes de fermentacdo-oxidacéo,
oxidase, catalase, hemolise, urease, coagulase, entre outros (QUINN et al., 2011). A partir
destes resultados, pode-se chegar a identificagdo presuntiva do organismo (CARTER;
WISE, 2004). Testes adicionais podem ser usados para auxiliar na identificacdo de
microrganismos especificos (QUINN et al., 2011).

Em relacdo aos fungos, a maioria cresce bem no meio agar dextrose Sabouraud, o
qual contém peptonas, dextrose e um pH préximo de 5,6, ideal para inibir o crescimento
concorrente de bactérias. Os fungos crescem em temperaturas médias de 22°C a 25°C, em
meio aerébico. Na forma de leveduras, temperaturas proximas de 37°C sdo mais
utilizadas. Os testes genéricos incluem a coloragdo com azul de algodao, Giemsa e Gram
(CARTER; WISE, 2004). Por outro lado, os virus sdo organismos dificeis de cultivar e 0
diagndstico frequentemente depende da apresentagdo clinica, da observacdo de efeitos
citopaticos e de estudos soroldgicos (TARAVATI; LAM; VAN GELDER, 2013).

As técnicas tradicionais de diagnostico ainda representam a primeira escolha em
muitos laboratorios de microbiologia, uma vez que permitem a identificacdo de uma
ampla gama de microrganismos comuns na rotina clinica com baixo custo de execucéo e
pouca necessidade de equipamentos especificos (PERANTONI; QUEIROZ-
FERNANDES, 2019). Além disso, a cultura microbioldgica segue sendo amplamente
solicitada pelos profissionais em contato direto com o paciente, uma vez que permite a
realizacdo de antibiograma, exame capaz de mensurar a sensibilidade bacteriana em
relagdo a diversos antibiéticos, guiando e escolha do tratamento.

Ao longo das Ultimas décadas, a presenca de microrganismos na superficie ocular
de caes saudaveis e doentes tem sido estudada a partir de técnicas tradicionais de cultura,
demonstrando predominio de bactérias Gram positivas, especialmente Staphylococcus
spp. (McDONALD; WATSON, 1976; ANDRADE et al., 2002; PRADO et al., 2005;
WANG et al., 2008). Entretanto, sabe-se que a grande maioria das espécies presentes no
microbioma ocular ndo crescem in vitro mesmo com diferentes técnicas de cultivo,

condi¢des ambientais e meios especificos. Essa limitacdo resulta em um entendimento
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incompleto sobre o microbioma ocular de cdes, pois sugere a presenca de uma pequena
diversidade de bactérias nesse sitio (BANKS et al., 2019). De acordo com Willcox
(2013), o mesmo ocorre com estudos do microbioma ocular de humanos, nos quais as
técnicas de diagnostico tradicional demonstraram que menos de 80% dos suabes
conjuntivais resultam em crescimento de microrganismos. Além disso, mesmo quando ha
crescimento, o nimero de unidades formadoras de coldnias por suabe conjuntival é baixo,
sendo os Staphylococcus coagulase-negativos 0s mais comuns, com baixa frequéncia de

isolamento de bactérias Gram negativas e fungos.

2.7 Diagnostico microbioldgico molecular

Nas ultimas décadas, a introducdo de instrumentos de identificacdo automatizados
demonstrou grandes vantagens em relacdo as técnicas tradicionais, incluindo maior
sensibilidade, confiabilidade e rapidez nos diagndsticos (CLIFFORD et al., 2012).

2.7.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR consiste em uma técnica molecular que permite a deteccéo e a posterior
analise do material genético do microrganismo, estando ele vidvel ou ndo. Na PCR, duas
pequenas sequéncias de oligonucleotideos conhecidos, chamadas de primers, sdo
utilizadas para amplificar o material genético do organismo de interesse com auxilio de
uma enzima termoestavel, a DNA-polimerase (TARAVATI; LAM; VAN GELDER,
2013). As reagOes ocorrem em um termociclador sob condi¢fes cuidadosamente
controladas de temperatura, pH, concentracao de nucleotideos e concentracdo de primers.
Os ciclos repetidos envolvem desnaturacdo pelo calor, anelamento dos primers e extensdo
da cadeia de nucleotideos pela DNA-polimerase, gerando diversas cdpias de DNA por
ciclo (MACLACHLAN; DUBOVI, 2017). Estes fragmentos resultantes sdo analisados
com emprego de eletroforese em gel e posteriormente sequenciados, para confirmar a
presenca e caracterizar o microrganismo (TARAVATI; LAM; GELDER, 2013). O
sequenciamento tradicional é realizado pelo método descrito por Sanger; Nicklen;
Coulson (1977). A analise dos produtos sequenciados € realizada através de ferramentas
bioinformaéticas e softwares que 0s comparam com sequéncias ja conhecidas, disponiveis

em bancos de dados mundiais.
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Com o tempo, a técnica tradicional de PCR foi sendo aprimorada e novas
alternativas foram desenvolvidas, aumentando sua aplicabilidade. A PCR real time
detecta a emissdo de fluorescéncia pelos produtos amplificados, 0 que permite a
quantificacdo do DNA presente na amostra inicial. A PCR Multiplex permite a deteccao
simultdnea de organismos diferentes a partir da mesma amostra, pois utiliza varios
primers em uma mesma reagdo (TARAVATI; LAM; GELDER, 2013). Para aumentar a
sensibilidade da PCR tradicional, a nested-PCR utiliza um segundo par de primers e
amplifica novamente os produtos ja amplificados (MACLACHLAN; DUBOVI, 2017).
As diferentes técnicas de PCR podem ser utilizadas para diagndstico de bactérias
(CLIFFORD et al., 2012), virus (LEDBETTER; HORNBUCKLE; DUBOVI, 2009) e
fungos (SUCHODOLSKI et al., 2008), além de qualquer outro ser vivo que se conheca
algum fragmento do genoma.

Entre as limitagdes das técnicas de PCR destacam-se a presenca de inibidores da
DNA-polimerase nas amostras clinicas, as possiveis contaminagdes laboratoriais gerando
resultados falsos positivos e a necessidade do uso de controles positivo e negativo nas
reacbes (MACLACHLAN; DUBOVI, 2017). Entretanto, essas dificuldades sdo
contornaveis. A grande desvantagem de todas as técnicas de PCR é a necessidade de saber
0 que se busca, ja que ndo € possivel identificar organismos inesperados da mesma forma
que as técnicas de cultura fazem (TARAVATI; LAM; GELDER, 2013). A deteccdo dos
acidos nucleicos amplificados pode ser especifica e ndo havera resultados se a sequéncia
de primers ndo corresponder ao patdgeno presente na amostra (MACLACHLAN;
DUBOVI, 2017). Como os estudos ecoldgicos de microbioma buscam recuperar todos 0s
microrganismos presentes em um sitio especifico, a PCR ndo se aplica nesse tipo de

pesquisa.

2.7.2 Sequenciamento de Ultima geracdo (NGS)

As técnicas de sequenciamento de alto desempenho produziram uma verdadeira
revolucdo tecnoldgica e abriram novas perspectivas para pesquisa e diagnostico
molecular (CAPOBIANCHI; GIOMBINI; ROZERA, 2013). O termo metagenémica
refere-se a andlise de todos os &cidos nucléicos presentes em uma amostra, o que permite
a exploracdo de comunidades microbianas e dispensa isolamento e cultura individuais,
além de ndo haver necessidade de conhecimento prévio de algum fragmento do genoma
dos microrganismos envolvidos (RIESENFELD; SCHLOS; HANDELSMAN, 2004).
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Em fungdo da dificuldade e do custo envolvidos em sequenciar o genoma
completo de cada bactéria presente em uma amostra, € rotina detectar somente as regides
de DNA fortemente conservadas e assim identificar o organismo (BANKS et al., 2019).
Em se tratando de virus, que possuem um genoma mais simples, o sequenciamento total
é mais empregado (CAPOBIANCHI; GIOMBINI; ROZERA, 2013).

Com a introducdo das técnicas de NGS, a oftalmologia humana reconheceu a
superficie ocular como um sitio com muito mais diversidade microbiana do que se
conhecia antes, quando era estudada somente pelos métodos tradicionais (BANKS et al.,
2019). Um dos primeiros estudos referentes ao microbioma ocular humano foi realizado
por Dong et al. (2011), no qual, através de coleta de suabes conjuntivais e posterior
sequenciamento da regido conservada 16S do RNA ribossomal (rRNA) bacteriano, foram
identificados 59 géneros bacterianos, sendo que a maioria deles nunca havia sido
mencionado nos estudos anteriores.

Até o presente momento, somente um estudo descreveu o microbioma ocular de
cdes através de NGS (LEIS; COSTA, 2018). A metodologia aplicada foi o
sequenciamento de produtos de PCR da regido 16S-rDNA a partir da plataforma Illumina
MiSeq. Os autores encontraram predominio do filo Firmicutes, mas o género mais
encontrado foi Bifidobacterium spp., uma bactéria pertencente ao filo Actinobacteria que
ndo havia sido descrita nos estudos baseados em diagndstico tradicional. Este estudo
inicial serve de motivacgdo para que mais pesquisas sejam realizadas no intuito de atualizar
os dados existentes a respeito da microbiota conjuntival de cdes, ja que as técnicas de alto

desempenho estdo se tornando cada vez mais conhecidas e acessiveis.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Os materiais e métodos empregados na realizacdo deste experimento, bem como
os resultados gerados e a discussao, serdo apresentados na forma do artigo cientifico
intitulado “Ocular Conjunctival Microbiome Characterization of Dogs Without

Ophthalmological Disorders by Total DNA Sequencing”.
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ABSTRACT

The conjunctiva plays essential role in the lacrimal function, immune protection of the
eye, eye mobility and corneal regeneration, acting as a barrier to the entry of
microorganisms. Conjunctival infections are common in dogs and result from both the
invasion of pathogenic microorganisms and the uncontrolled growth of the existing
microbiota. The present study analyzed the microbial community present on the ocular
surface of a heterogeneous dog population without ophthalmological disorders by
shotgun DNA sequencing. Conjunctival swabs were collected from both eyes of 30 dogs,
which after processing were subjected to sequencing through the Illumina platform. A
predominance of the phylum Proteobacteria and the genera Ralstonia and Burkholderia
were identified along with a minority of fungi, while viruses were not found. These
findings can suggest that these bacteria composing the ocular microbiome may be
relevant in maintaining eye health. The microbial DNA sequencing have brought new
data on this subject showing the presence of non-cultivable organisms that were
previously unknown as part of the ocular environment. It is important to know the
microbiota of the eye in order to understand the infectious processes that affect it and to

direct the treatments employed rationally.

Keywords: Eye; Dog; Conjunctiva; Microbiome; Metagenomics.



37

1. Introduction

The conjunctiva plays essential role in the lacrimal function, immune protection
of the eye, eye mobility and corneal regeneration, acting as a barrier to the entry of
pathogenic microorganisms (Andrade et al., 2002; Galera et al., 2002). Conjunctival
inflammation is one of the most commonly diagnosed eye disorders in veterinary practice
and, in some cases, etiology determination is challenging (Maggs, 2008). Infections can
result from both the invasion of a pathogenic microorganism and the uncontrolled growth
of the existing microbiota due to poor immunity (Armstrong, 2000). The clinical signs of
conjunctivitis include blepharospasm, ocular discharge, chemosis, conjunctival
hyperemia, and pruritus (Maggs, 2008).

Infectious conjunctivitis in dogs may have bacterial, fungal, viral or parasitic
origins (Maggs, 2008). The bacteria that have been described in clinical cases are
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., Enterobacter spp., Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella spp., and Proteus spp. (Ledbetter et al., 2009a; Murphy et al.,
1978; Oria et al., 2013) and the fungi are Blastomyces dermatitidis and Curvularia spp.
(Buyukmihci, 1982; Scott and Carter, 2014). Regarding the viruses already described,
Canine Herpesvirus (CHV-1), Canine Adenovirus (CAV-1 and CAV-2) and Canine
Distemper Virus (CDV) are the main species identified in dogs (Almeida et al., 2009;
Decaro et al., 2007; Ledbetter et al., 2009b, 2009c).

Regarding to the conjunctival microbiota of healthy dogs, no viral species have
been described in the studies available in the literature so far. On the other hand, the
bacterial microbiota seems to be predominantly composed of Staphylococcus spp. when
searched by the traditional methods of cultivation (Andrade et al., 2002; McDonald and

Watson, 1976; Orid et al., 2013; Santos et al., 2009; Wang et al., 2008). Furthermore, the
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fungi Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. and yeast
Candida species were detected in the conjunctiva of healthy dogs by mycological culture
methods, being considered as transitional microbiota (Santos et al., 2009; Verneuil et al.,
2014).

With the advent of Next Generation Sequencing (NGS) techniques, also named
high-throughput sequencing (HTS), knowledge of the uncultivable microbiota from
different sites of healthy animals has brought important and more extensive information
from those previously known by the culture-dependent methods. Microbiome
characterization by NGS can be performed by amplicon sequencing or shotgun
sequencing. Amplicon sequencing (16S-rDNA, 18S-rDNA, ITS) identify organisms
based on the amplification of a target sequence; therefore has limitations because it may
fail to resolve a substantial fraction of the diversity in a community given biases (Rintala
et al., 2017) and it is limited to the taxa analysis (Siqueira et al., 2017). Differently,
shotgun analysis provides the sequencing of the entire DNA sample (untargeted),
allowing reads mapping to any genomic locations, that will be enable deep taxonomic
analysis.

So far, only one study has described the ocular microbiome of dogs through NGS,
specifically using 16S-rDNA amplicon sequencing. Although the authors found
Firmicutes to be the most prevalent phylum, at the genus level there was a predominance
of Bifidobacterium spp., a bacterium belonging to the Actinobacteria phylum that had not
been previously described in researches using conventional microbiological methods.
Bifidobacterium spp. were detected in 92.8% of the samples and corresponded to 9.1%
of all reads (Leis and Costa, 2018).

Considering the importance of the conjunctiva in eye health and its frequent

involvement in infectious conditions, it is extremely important to update the existing data
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on the ocular microbiota of healthy dogs through more refined molecular techniques,
since they are available nowadays. The initial objective of the present study was to
determine if there were viruses inhabiting the ocular conjunctiva of healthy dogs, and if
so, which viruses would these be. Since viral sequences were found to be very rare, the
more abundant bacterial sequences were analyzed. Therefore, we have performed the
microbial community analysis present on the ocular conjunctiva of a heterogeneous dog
population without ophthalmological disorders, by total DNA sequencing (shotgun), a
culture independent method that allows analysis of the entire microbial DNA present in

samples.

2. Materials and Methods

The methodology applied in this study was approved by the Ethics Committee in
Animal Use (CEUA) of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) under
protocol 35271. The research was also conducted according to the statute of the
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) on the use of animals in

ophthalmic research.

2.1 Ophthalmic examination and sample collection

The first stage of the study was conducted at the Veterinary Clinic Hospital of
UFRGS in Porto Alegre, RS, Brazil, and included both eyes of 30 healthy dogs of
different sexes, breeds, ages and that were domiciled in different environments. The
description of the sampled population is available in the Supplementary Table S1.

All the animals underwent ophthalmic evaluation performed by an

ophthalmologist professional prior to sample collection, including the Schirmer tear test
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(Schirmer Lacrimal Test, Ophthalmos, SP, Brazil), a slit lamp biomicroscopy (SL15,
Kowa, Company, Japan), a fluorescein test (Fluorescein Sodium 1 %, Ophthalmos, SP,
Brazil) and a rebound tonometry (Tonovet®, Tiolat, Helsinki, Finland). The same
exclusion criteria used by Ledbetter et al. (2009b) to note the absence of eye diseases was
used. After this evaluation, a drop of anesthetic eye drop (1% Tetracaine Hydrochloride
and 0.1% Phenylephrine Hydrochloride, Allergan, SP, Brazil) was instilled onto the
ocular surface. Under gentle manual restraint, a sterile cotton conjunctival swab
(Absorve®, Jiangsu Suyun Medical Materials, Lianyungang, China) was passed over the
lower and upper eyelid and bulbar conjunctivae without contact with the outer surface of
the eyelids.

Swabs were placed in DNase/RNase free microtubes. No later than two hours after
the collection in the veterinary hospital, the swabs were taken to the laboratory. Inside a
biosafety cabinet, each sample was diluted in 250 uL of ultrapure water plus 250 uL of
DNA stabilization Buffer AS (Qiagen, USA), to provide sample stability, and kept at -

80°C until processing.

2.2 Processing of the samples and sequencing of the nucleic acids

Nucleic acids extraction procedures were performed with high care to reduce cross
contamination (e.g. i: all material is ultraclean and DNAse/RNAse free; ii: new ultrapure
water to each procedure; and iii: fresh prepared reagents and solutions prior to use). All
samples were thawed at room temperature. After vortex homogenization, a pool with 200
pL of each sample was formed. This pool was filtered through a 0.22 pum sterile syringe
filter (Merck Millipore, Germany) to remove impurities and cellular debris. Then, it was
ultracentrifuged on a 25% sucrose mattress at 4°C (27,000 rpm) for 2 hours. The resulting

pellet was treated with DNAse (2 U) and RNAse (5 pL, 20 mg mL™) enzymes (Lima et
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al., 2017). Subsequently, a DNA extraction was performed with the phenol/chloroform
protocol (Chomczynski and Sacchi, 2006) and an RNA extraction was performed with
TRIzol® LS reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturer's instructions. Posteriorly, the nucleic acids were enriched with DNA
(WGA) and RNA (WTAZ2) amplification kits (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
The nucleic acids were then subjected to purification using the PureLink® PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Its quality and quantity
were evaluated using the Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and the Qubit fluorometer (Invitrogen, USA), respectively.

DNA shotgun metagenomic library preparation was prepared with 50 ng of the
purified nucleic acids using the Nextera DNA preparation Kit (Illumina, San Diego, CA,
USA\) according to the manufacturer's instructions. The library sequencing was performed
with the Illumina® sequencer (San Diego, CA, USA) using the MiSeq v2 300 platform
(2x150 cycles).

The sequencing generated a total of 371,504 high quality reads. These reads were
initially trimmed with the FASTQ application and then submitted to de novo assembly
tool using the SPAdes version 3.9 program. The 8,593 contigs generated were compared
to the GenBank virus database through the Blast2GO version 5.2. Later, with the aid of
the Geneious Prime version 9.1.1 and the BLASTX tool, the results were confirmed
manually. In this process, only bacteriophage-like DNA sequences were found but no
other viruses. However, when the reads were analyzed in the MG-RAST 4.0.3 server
(https://www.mg-rast.org) some abundance of microorganisms were identified, and
therefore taken in account. The same contigs formed by SPAdes were subjected to this
analysis and the platform was able to recognize all the sequences, totalizing 5,228,105

base pairs (bp), with an average of 608 bp per sequence. The taxonomic distribution was
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performed based on the Lowest Common Ancestor (LCA) algorithm, which provides the
taxonomic degree with the minimum required confidence value, determining the lowest

common ancestor.

3. Results

According to MG-RAST analysis the most of the sequences found belonged to the
Bacteria domain followed by the Eukaryota and Archaea domain. Some sequences were
not identified and a minority corresponded to the Virus domain (bacteriophages) as shown
in Figure 1.

A rarefaction analysis was performed to estimate the microbiological diversity
identified in the sequence set. This curve became stable when it reached a value close to
8,000 contigs, which indicates that the identification of new organisms is unlikely after
this plateau even if further sequencing is performed (Supplementary Fig. S1).

Among the bacteriophages, MG-RAST identified only eleven sequences, most of
them from bacteria present in this analysis such as Burkholderia spp., Ralstonia spp.,
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. and Bacillus spp. (Supplementary Table S2). In
the Archaea domain, all the sequences correspond to the phylum Euryarchaeota, but no
further classification has been determined.

In the Eukaryota domain, two fungal phyla (Basidiomycota and Ascomycota) and
a Chordata phylum, which includes vertebrates, were found. Figure 2 illustrates this
classification.

Within the Bacteria domain, which represented 94.49% of the analyzed
sequences, the most prevalent phyla were the Proteobacteria and Bacteroidetes,

comprising 97.4% of the total bacteria found. The other phyla present were
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Actinobacteria, Firmicutes and Verrucomicrobia, among others. Breaking down this
domain into classes, Betaproteobacteria (86.73%), Alphaproteobacteria (7.47%),
Gammaproteobacteria (2.24%), Sphingobacteria (0.96%), and Actinobacteria (0.87%)
consisted of 98.27% of the analyzed sequences. Considering the taxonomic order, 97.89%
of the sequences corresponded to Burkholderiales (89.97%), Sphingomonadales (3.38%),
Rhizobiales (2.57%), Sphingobacteriales (1.02%), and Pseudomonadales (0.95%).
Broadening the analysis to the family level, 96.98% of the sequences fell into
Burkholderiaceae (90.32%), Sphingomonadaceae (2.80%), Bradyrhizobiaceae (1.67%),
Comamonadaceae (1.12%), and Sphingobacteriaceae (1.07%). Figure 3 demonstrates
this division.

In the identification of genera, most of the sequences corresponded to Ralstonia
(52.35%) and Burkholderia (39.58%), representing 91.93% of the total. Figure 4 shows
the genera that MG-RAST was able to identify from the sequences analyzed. This chart
shows only the genera that were represented by more than 10 sequences. Interestingly,
the genera Staphylococcus and Bacillus were identified only in five sequences each,
totalizing only 0.18% each. The list of all the bacterial genera found in the analysis is

available in the supplementary data (Supplementary Fig. S2).

4. Discussion

In the present study, we investigated the ocular microbiome of dogs without
ophthalmological disorders through metagenomic DNA sequencing (shotgun approach)
and found a predominance of the phylum Proteobacteria and the genera Ralstonia and
Burkholderia. A previous work that sequenced the amplicons of the 16S-rDNA V3-V4
hypervariable region gene showed a predominance of the Firmicutes phylum, with

Proteobacteria being among the most prevalent in the ocular surface of dogs (Leis and
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Costa, 2018). Similarly, Proteobacteria is also the most commonly found phylum in the
conjunctiva of healthy humans (Dong et al., 2011; Huang et al., 2016; Ozkan et al., 2017).
As the initial goal of this present study was to identify the virome in dog’s ocular surface,
some bias could have been introduced in the sampling preparation and in the deep of the
sequencing. Furthermore, the current findings might also reflect some contamination
from steps of sample collection, DNA extraction process, and sequencing pipeline.
However, as ocular surface has a very low microbial biomass, a shallower sequencing
was expected. In addition, as the present global phylum identification was similar to the
identified by previously amplicon-sequencing analyses from the same site, in other
animal species including humans, we suggest that the limitations were at least partially
overcome.

Previous studies have analyzed the ocular microbiota of dogs using
microbiological cultivation techniques (Andrade et al., 2002; McDonald and Watson
1976; Oria et al., 2013; Santos et al., 2009; Wang et al., 2008). Unlike our findings, these
authors found a predominance of Staphylococcus spp. However, data from such different
methodologies cannot be compared since NGS analyses are highly sensitive and identify
microorganisms that are unidentified in the conventional culture analyses (Vaz-Moreira
etal., 2011).

There is great variability in the types and quantities of the bacteria that make up
the microbiota of a given site, which is influenced by the geographic location, nutrition,
and climate (Carter and Cole, 1990). Aiming at wide variability, our study used 30 dogs
from different dwellings that were fed in different ways.

The initial objective of the present study was to determine if there were viruses
inhabiting the ocular conjunctiva of healthy dogs, and if so, which viruses these would

be. The methodology was based on other works that also sought to identify the virome of
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various sites from clinical samples, such as feces (Kluge et al., 2016), serum (Weber et
al., 2018), organs (Alves et al., 2018), and secretions (Liu et al., 2016). The virion particle
size of viruses of veterinary interest is extremely variable, with an average variation
between 17 and 300 nm in diameter (Quinn et al., 2011). The 0.22 um filter is capable of
filtering cell debris and bacteria and allows virus passage, a suggested step in processing
samples for virus detection (Weber et al., 2018). Although the processing method was
performed based on the literature by our research group, which has extensive experience
in virus research, only 11 sequences were identified as bacteriophages from Ralstonia
spp., Burkholderia spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., and
Sinorhizobium spp., but no other viruses were found. This result indicates that viruses
may not inhabit the eye conjunctiva of dogs without ophthalmological disorders.

Even with a potential loss of bacteria through 0.22 um filter a wide range of
bacteria were detected, being the rarefaction curve stable. We highlight that this can
introduce a bias in the recovered sequences. However, as the identification were similar
to previously ocular metagenome analysis, we can explore the data. In addition, an
important number of eukaryotic organisms of different sizes have been found. We believe
that this is due to plasma membrane lysis generated by manipulation, allowing nucleic
acids to pass through the filter. Since the technique used detects genetic material, not
viable cells, it was possible to recover a wide range of bacteria as well as some fungal
sequences. Therefore, the more abundant microorganisms” sequences, mainly bacteria,
were carefully analyzed.

To protect and stabilize nucleic acids during storage, the stabilization buffer AS
was used. Hallmaier-Wacker et al. (2018) pointed out that the choice of buffer type has

influence in the detection of microorganisms. In their research, the stabilization buffer
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has been shown to recover satisfactory bacterial richness from a mock bacterial
community (Hallmaier-Wacker et al., 2018).

Among the eukaryotic organisms, we have identified sequences of fungi of the
phyla Basidiomycota and Ascomycota. In a previous study, Suchodolski et al. (2008)
identified fungal DNA in small bowel biopsies of 64 healthy dogs and 71 dogs with
enteropathies by polymerase chain reaction (PCR). All 51 identified phylotypes belonged
to the Ascomycota (32 phylotypes) or Basidiomycota (19 phylotypes) phyla. A few years
later, Foster et al. (2013) determined the stool microbiome of 12 healthy dogs and 7 dogs
with acute diarrhea through NGS, and the same phyla (Ascomycota and Basidiomycota)
were the most abundant, besides being found in more than 50% of the dogs in both groups.
Due to orofecal contact and the habit of smelling and even ingesting fecal material, the
presence of enteric fungi in the ocular microbiota of dogs is justifiable and expected.

The ocular microbiota of dogs has been the subject of several studies using
traditional microbiological culture techniques in recent decades (Andrade et al., 2002;
McDonald and Watson, 1976; Prado et al., 2005). These reports point to the
predominance of gram-positive bacteria, especially Staphylococcus spp., belonging to the
Firmicutes phylum (Andrade et al., 2002; Oria et al., 2013; Prado et al., 2005; Wang et
al., 2008). Staphylococcus spp. has also been isolated from the skin and hair of healthy
and dermatopathic dogs (Allaker et al., 1992; Fazakerley et al., 2009). The eyelids are
ocular structures that are internally delimited by the eyelid conjunctiva and externally by
skin and fine hairs (Maggs, 2008). Thus, Staphylococcus spp. may be present on the
outside of the eyelids of dogs with or without conjunctivitis and blepharitis. In addition,
the bacterium is also present on healthy human skin, including the region of the hands
(Watanabe et al., 2016). However, in the present study, this bacterium was identified in a

very small number of sequences (0.18%), as in other NGS studies (Leis and Costa, 2018),
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which can be explained by the extreme care to prevent touching the eyelids and the eyelid
margins of the dogs during collection, as well as by the previous washing of hands and
by the use of gloves during the collection procedure and the subsequent manipulation of
the samples in the laboratory. Furthermore, the high detection of Staphylococcus spp. in
studies with traditional culture methods may be related to its possible inhibitory effect on
other bacteria in culture (Barrow, 1963).

The only study ever performed using NGS sequencing, but a different method
than ours, to determine the ocular microbiome of healthy dogs showed a predominance
of the Firmicutes phylum. However, the most prevalent genus was Bifidobacterium spp.,
belonging to the Actinobacteria phylum, (Leis and Costa, 2018). In our study, the phylum
Actinobacteria was identified, but the phylum Proteobacteria was the most prevalent,
which is in agreement with recent data found on the ocular microbiome of other species
such as felines (Weese et al., 2015), equines (Scott et al., 2019), and humans (Dong et al.,
2011; Huang et al., 2016; Ozkan et al., 2017).

Ralstonia spp. was the most frequently found genus in our analysis (Figure 4). It
consists of a Betaproteobacteria that inhabits the environment and is mainly found in
water and soil, with some opportunistic pathogenic species (Ryan and Adley, 2014).
Hoffmann et al. (2014) studied the skin microbiome of healthy and allergic dogs,
including ocular surface collection and other mucosal sites, by pyrosequencing. The
genus Ralstonia was the most abundant in the healthy dog samples and comprised 35%
of the total bacteria found in the eye conjunctiva. The proportion of Ralstonia spp. found
in allergic dogs was significantly lower than in healthy dogs. These authors have
concluded that Ralstonia spp. were from the environment given the frequent interaction
of dogs with outdoor environments (Hoffmann et al., 2014). Our study corroborates this

previous consideration as the main habitats of most of the sampled dogs were yards or
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garden houses. However, considering that this was the second identification of Ralstonia
spp. by metagenome-sequencing as the predominant bacterium in the eye conjunctiva, it
may not be just a transient environmental bacterium, but a permanent part of the eye
microbiota of healthy dogs.

In the present study, the genus Burkholderia was the second most found in the
sample, totalizing with Ralstonia spp. almost 92% of the resulting sequences (Figure 4).
This bacterium has been found in association with ocular melioidosis in humans (Chen et
al., 2007) and felines (Parkes et al., 2009), as well as with systemic diseases in dogs
(Lloyd et al., 1988). Although the present study did not reach the taxonomic level of
species, to find Burkholderia spp. on the ocular surface of dogs requires further research
for a better understanding.

Although in a much smaller occurrence than the first two genera, Cupriavidus
spp., a bacterium from the Burkholderiaceae family, was the third most frequent genus
and was found in 1.79% of the sequences (Figure 4). There are reports of isolation of
Cupriavidus spp. in diverse environments, including soil (Makkar and Casida, 1987) and
water (Ray et al., 2015), as well as in humans with systemic diseases (Langevin et al.,
2011).

In our study, the presence of Sphingomonas spp.—an Alphaproteobacteria from
the family Sphingomonadaceae—has been verified in 1.11% of the sequences. It has
already been isolated from air and dust samples (Andersson et al., 1999), as well as in the
dog skin microbiota (Cusco et al., 2017). The human ocular microbiome had been studied
through NGS, and Sphingomonas spp. was identified among the most prevalent bacteria,
representing 1% to 10% of all genera detected in the ocular conjunctiva of humans
without ophthalmological disorders (Dong et al., 2011; Ozkan et al., 2017). Recently, it

was also identified in an abundance of 7.2% in the ocular microbiome of healthy horses
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(Scott et al., 2019). All these results lead us to believe that the result of the present study
indicates a real colonization of Sphingomonas spp. on the ocular surface of dogs.

To date, this is the first study that has identified Pseudomonas spp. on the ocular
surface of healthy dogs by metagenomic DNA sequencing (Figure 4). This bacterium was
identified in the conjunctival sac of healthy dogs and dogs with ulcerative keratitis in
China through bacterial culture methods (Wang et al., 2008). Its presence in cases of eye
diseases in dogs is expected as Pseudomonas spp. is essentially opportunistic and
proliferates on the surface of the eye, causing tissue destruction and culminating in
blepharitis, conjunctivitis, keratitis, scleritis, and endophthalmitis, among other diseases
(Ledbetter et al., 2009a). Pseudomonas spp. is also part of the human eye microbiome,
which has been confirmed by NGS (Huang et al., 2016).

A limitation of this study is the non-differentiation between resident and transient
microbiota found in the canine eye conjunctiva, However, it is still difficult to perform
resident/transient microorganisms differentiation in a permanently exposed mucous site
with direct air contact. Although possible transient microbiota, its identification is
relevant, as a transient microorganism can become pathogenic depending on the
conditions it encounters. Previous studies have not been able to perform this
differentiation either (Leis and Costa, 2018; Orid et al., 2013; Santos et al., 2009; Wang

et al., 2008).

5. Conclusion

In this study, we found mainly Ralstonia spp., Burkholderia spp., Cupriavidus

spp., Sphingomonas spp., and Pseudomonas spp. inhabiting the eye conjunctiva of dogs

without ophthalmological disorders. While fungi were identified in low percentages, viral
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agents were not identified, and some sequences related to bacteriophages were found.
These findings can suggest that these bacteria may compose the ocular microbiome,
which is relevant in maintaining eye health. Even with the limitations on our nucleic acids
extraction method, the shotgun DNA sequencing approach have brought new data on this
subject, showing the presence of bacteria previously unknown as part of the ocular
environment. It is important to know the microbiota of the eye in order to understand the

infectious processes that affect it and to direct the treatments employed rationally.
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Figure 1. Taxonomic distribution in the ocular conjunctiva of healthy dogs. The domains
were predicted by the MG-RAST server. The abundance of domains are related to the total

analyzed contigs. Abundance percentage values are indicated.
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Figure S2: Microbial genera composition from the ocular conjunctiva of healthy dogs. Analysis
based in MG-RAST server, which shows the 50 most prevalent bacterial genera in the analyzed

sample.



Table S1: Sample composition of dogs used in the study.

Dog Sex Age (years)
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*M = male

F = female

8
6
10
12
1
5
10
12
16
11

13

11

12
10

Breed
Lhasa Apso
Mixed-breed

Yorkshire Terrier

Poodle

Pug

Boxer
Mixed-breed
Mixed-breed

Cocker Spaniel
Dachshund
Mixed-breed
Dalmatian
Yorkshire Terrier
Shih Tzu
Golden Retriever
English Bulldog
Shih Tzu
Mixed-breed
French Bulldog
Shih Tzu
Lhasa Apso
Shih Tzu
Yorkshire Terrier
Mixed-breed
Miniature Pinscher
Shih Tzu
Mixed-breed
Golden Retriever
Yorkshire Terrier
Mixed-breed

Home Environment
House with garden
House with garden
Apartment
Concrete yard house
Apartment
House with garden
Farm
House with garden
Apartment
Apartment
House with garden
House with garden
House with garden
Apartment
House with garden
Apartment
Apartment
Concrete yard house
Apartment
Apartment
House with garden
Apartment
House with garden
Farm
Apartment
House with garden
House with garden
House with garden
Apartment
Apartment

57

Reason for being taken to the hospital
Ophthalmic check up
Ophthalmic check up
Clinical check up and collection of blood tests
Ophthalmic check up
Pre castration evaluation
Cardiac evaluation
Clinical check up and collection of blood tests
Ophthalmic check up
Clinical check up and collection of blood tests
Cardiac evaluation
Ophthalmic check up
Ophthalmic check up
Pre castration evaluation
Pre castration evaluation
Ophthalmic check up
Ophthalmic check up
Pre castration evaluation
Cardiac evaluation
Pre castration evaluation
Ophthalmic check up
Ophthalmic check up
Ophthalmic check up
Clinical check up and collection 'of blood tests
Cardiac evaluation
Neurological evaluation
Pre castration evaluation
Ophthalmic check up
Clinical check up and collection of blood tests
Clinical check up and collection of blood tests
Ophthalmic check up
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Table S2: Bacteriophage species composition found in the ocular conjunctiva of healthy dogs. The analysis was

made by MG-RAST server.

Phage

Identification

Sequence

Burkholderia phage KS9

NODE_2318_length_665_cov_1.71747_1_665

RefSeq284c8c671eaf2852cf01728d79c372f7

Burkholderia phage BcepF1

NODE_3356_length_567_cov_1.06591_117 561

RefSeq82fb224beff6a95296b46f9516b0bcfd

Burkholderia phage BcepF1

NODE_439_length 1177 cov_1.43143_1_273

RefSeq9573319e900ee58963ad81118b706841

Burkholderia phage phiE12-2

NODE_2099_length_692_cov_2.06372_108_692

RefSeqc4b3ce5a51d01dcc981d710d57bb50e4

Ralstonia phage RSM3

NODE_81_length_1941_cov_2.56229 148 1182

RefSeq80ea0d09ce3f9846bfd764144c593dd

Staphylococcus phage 11

NODE_3771_length_540_cov_2.33898 1 540

RefSeq2f60c05664cce42f18d2babc8fceaSfs

Staphylococcus phage
CNPH82

NODE_2237_length_675_cov_1.79015_1 675

RefSeqa86769730bc8ced98a9h4f165bd9fd76

Pseudomonas phage F116

NODE_3261_length_575_cov_2.77679_1 575

RefSeqc2c61a51fe247h405dec5f72d8c66bal

Bacillus phage phi29

NODE_5659_length_450_cov_18.8947_1_450

RefSeqce41329b343832940da794al173da94cf

Bacillus phage phi29

NODE_8338_length_262_cov_103.704_1_262

RefSeqce41329b343832940da794al73dad4cf

Sinorhizobium phage PBC5

NODE_4358_length_505_cov_1.21693 1 505

RefSeq4e81e8bdb137d9d08e725074393ec2f9
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4 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, encontrou-se principalmente as bactérias Ralstonia spp.,
Burkholderia spp., Cupriavidus spp., Sphingomonas spp. e Pseudomonas spp. habitando
a conjuntiva ocular de cées saudaveis, seja de forma permanente ou transitdria. Fungos
foram identificados em menores propor¢des, enquanto que virus ndo foram identificados.
Até o presente momento, este € o Unico estudo que buscou determinar o viroma da
conjuntiva ocular de cdes sem afeccdes oftalmicas, e os resultados servirdo de base para
estabelecer qual é o microbioma normal.

Em relacdo as bactérias e aos fungos, estes resultados diferem de estudos
anteriores baseados em cultivo microbioldgico tradicional, o que confirma a ideia de que
€ necessario atualizar os dados existentes a respeito deste tema. As técnicas tradicionais
de diagndstico ainda representam a primeira escolha em muitos laboratérios de
microbiologia, uma vez que permitem a identificacio de uma ampla gama de
microrganismos comuns na rotina clinica com baixo custo de execucdo e pouca
necessidade de equipamentos especificos. Entretanto, sabe-se que a maioria das espécies
de microrganismos ndo crescem em laboratério, mesmo com uma ampla variedade de
meios de cultivo e técnicas de incubacao.

O sequenciamento de alto desempenho tem trazido novas informagdes sobre
microrganismos nunca antes encontrados nos sitios animais e também humanos,
demonstrando que esse € uma necessidade comum entre a medicina veterinaria e a
medicina humana. A oftalmologia humana ja reconheceu a superficie ocular como um
sitio com muito mais diversidade microbiana do que se conhecia anteriormente.

A conjuntivite é uma afeccdo comum que afeta 0 bem-estar e a qualidade de vida
dos cdes, uma vez que gera desconforto, secrecdo ocular intensa e prurido. As etiologias
sdo diversas, de forma que conhecer o microbioma deste sitio é fundamental para o
entendimento dos processos infecciosos que o afetam, bem como para o direcionamento

racional dos tratamentos empregados.
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