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RESUMO 

O objeto deste estudo foi identificar o núcleo do microbioma salivar humano a 

partir de dados depositados em um banco de dados público de projetos metagenômicos e 

avaliar a qualidade das sequências e dos dados depositados. Os dados de sequenciamento 

obtidos por Amplicon e Shotgun foram recuperados de amostras salivares depositadas no 

MG-RAST. Os dados foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney e a associação entre 

as variáveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction, pela correlação de Spearman. 

Os núcleos dos microbiomas foram inferidos pela Análise de Componentes Principais. Todos 

os testes estatísticos utilizaram p <0,05. As análises foram realizadas com 3 projetos, 

utilizando 245 metagenomas de Amplicon e 164 metagenomas de Shotgun. Todas as 

comparações entre as variáveis, segundo a abordagem de sequenciamento, apresentaram 

diferenças significativas, exceto Predicted. Em Shotgun, a correlação mais alta foi entre 

Rarefaction e Failed (r = −0,78) e a mais baixa entre Alpha e Unknown (r = −0,12). Em 

Amplicon, Rarefaction e Unknown (r = 0,63) tiveram a maior associação e a menor foi entre 

Alpha e Predicted (r = −0,03).  A maior diversidade foi observada em Shotgun. 

Propionibacterium, Lactobacillus e Prevotella foram os gêneros mais representativos em 

Amplicon. Em Shotgun, os gêneros mais representativos foram Escherichia, Chitinophaga e 

Acinetobacter. O núcleo e a diversidade do microbioma da saliva humana dependem das 

abordagens de sequenciamento. Os dados disponíveis sugerem que Shotgun e Amplicon 

possuem sensibilidades semelhantes para detectar o nível taxonômico investigado, embora 

Shotgun permita uma análise mais profunda da diversidade de microrganismos. 

Palavras-chave: Microbioma. Sequenciamento de nova geração. Saliva. Base de dados de 
sequências. 

 
  



 
 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to identify the core of the human saliva microbiome from 

data deposited in a public database of metagenomic projects and evaluate the quality of the 

sequences and deposited data. Sequencing data obtained by Amplicon and Shotgun were 

recovered from salivary samples deposited in MG-RAST. Data were compared using Mann-

Whitney U test and the association among Failed, Unknown, Predicted, Alpha and Rarefaction 

variables, by Spearman's correlation. Microbiomes cores were inferred by Principal 

Component Analysis. All statistical tests used p <0.05. Analyses were carried out with 3 

projects, using 245 Amplicon metagenomas and 164 Shotgun metagenomas. All comparisons 

among variables, according to the sequencing approach, showed significant differences, 

except for Predicted. In Shotgun, the highest correlation was between Rarefaction and Failed 

(r = −0.78) and the lowest between Alpha and Unknown (r = −0.12). In Amplicon, Rarefaction 

and Unknown (r = 0.63) had the highest association and the lowest was between Alpha and 

Predicted (r = −0.03). The greatest diversity was observed in Shotgun. Propionibacterium, 

Lactobacillus and Prevotella were the most representative genera in Amplicon. In Shotgun, the 

most representative genera were Escherichia, Chitinophaga and Acinetobacter. Core and 

diversity of human saliva microbiome depend on sequencing approaches. Available data 

suggest that Shotgun and Amplicon have similar sensitivities to detect the investigated 

taxonomic level, although Shotgun allows a deeper analysis of the diversity of microorganisms. 

Key words: Microbiome. Next generation sequencing. Saliva. Sequence database. 
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1 INTRODUÇÃO 

Doenças bucais como a cárie e as doenças periodontais ainda são consideradas 

problemas de saúde pública, seja decorrente de suas incidências e prevalências, seja pelo 

impacto às condições de saúde que acarretam progressivamente ao longo da vida (Tonetti et 

al., 2017; Lamont et al., 2018; Peres et al., 2019) . Apesar do avanço no desenvolvimento de 

materiais e técnicas de prevenção e tratamento, os últimos vinte e cinco anos não foram 

suficientes para modificar a importância dessas doenças (Kassebaum et al., 2017).  

O termo microbioma representa o ambiente em que uma complexa comunidade 

de microorganismos o compartilha, uma região do organismo no hospedeiro em que a 

microbiota nele se mantém por meio de relações comensais e/ou simbióticas (Lederberg, 

2004). Assim, enquanto o hospedeiro fornece um ambiente seguro, úmido e nutritivo, a 

microbiota fornece benefícios essenciais como a exclusão de potenciais patógenos e a 

colonização de superfícies, contribuindo para o desenvolvimento das defesas do hospedeiro 

(Blum, 2017).  

A cavidade oral humana abriga uma complexa microbiota, com cerca de 700 taxa 

bacterianos, além de protozoários, arqueas, vírus e fungos (The Human Microbiome Project, 

2012; Chen e Jiang, 2014).  Essa complexa comunidade é o principal agente da manutenção 

da sua estabilidade (homeostase) ou de mudanças que levam ao seu desequilíbrio (disbiose), 

resultando em condições que propiciam o surgimento de doenças bucais como a cárie e as 

doenças periodontais. No entanto, fatores como o local em que a microbiota se estabelece e 

a idade, o estilo de vida e a genética do hospedeiro podem fazer variar a composição do 

microbioma (Kilian et al., 2016). Hospedeiros saudáveis podem manter por até sete anos a 

composição de seus microbiomas orais em cerca de 99,7% (Rasiah et al., 2005; David et al., 

2014; Rosier et al., 2018).  

A transição entre o estado de saúde para o de doença é caracterizado pela 

mudança da estrutura do microbioma. Sua estrutura é alterada tanto em composição 

(diversidade), como pela a quantidade (abundância) dos componentes do microbioma, 

acompanhadas pelo surgimento e o predomínio de novos constituintes (Fakhruddin et al., 

2019). Fatores como a elevada ingesta de carboidratos e a inflamação representam forças 

motrizes que promovem mudanças na composição da microbiota oral (Tanner et al., 2018). 

Na cárie a mudança das condições ambientais, torna o meio mais ácido e propenso à seleção 

de bactérias acidúricas e acidogênicas (Tanner et al., 2018), como os gêneros Streptococcus, 

Actinomyces, Bifidobacterium e Lactobacillus, que desempenham função importante no 

desenvolvimento da doença (Takahashi e Nyvad, 2011) formando polissacarídeos 
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extracelulares e impermeáveis (Tanner et al., 2018; Willmann et al., 2018). Por outro lado, 

amostras de indivíduos saudáveis com baixa experiência de cárie foram associadas a maior 

abundância dos gêneros Neisseria, Haemophilus e Fusobacterium das quais, a maioria das 

espécies desses gêneros fermentam levemente o açúcar (Belstrøm et al., 2017).  

As doenças periodontais, por sua vez, são caracterizadas pela inflamação 

promovida pelo acúmulo de placa, levando ao aumento da proporção de bactérias anaeróbias 

e com ação proteolítica (Sanz et al., 2017). Eubacterium saphenum, Tannerella forsythia, 

Filifactor alocis, Streptococcus mitis / parasanguinis, Parvimonas micra, Prevotella sp., 

Phocaeicola sp. e Fretibacterium sp. (Lundmark et al., 2019)  são associadas ao aumento da 

placa ao redor da margem gengival, estimulando a resposta inflamatória no hospedeiro. 

Enquanto que o aumento dos níveis de bactérias anaeróbias, incluem espécies proteolíticas 

Gram-negativas (Noguera-Julian et al., 2017), especialmente pertencentes aos gêneros 

Prevotella, Porphyromonas, Tannerella, Fusobacterium e Treponema (Willmann et al., 2018). 

O crescente conhecimento sobre a dinâmica do microbioma oral tem enfatizado a 

importância da composição de espécies para a manutenção das condições de saúde (Tanner 

et al., 2018). Apesar de não estarem associadas aos mesmos grupos de microorganismos, a 

cárie e as doenças periodontais são desencadeadas e mantidas pela interação da microbiota 

com o hospedeiro (Lamont et al., 2018). No entanto, os microorganismos associados a ambas 

as doenças têm como principais características a elevada especialização metabólica e a 

capacidade de se organizarem em biofilmes microbianos multiespécies (Sanz et al., 2017). 

A caracterização de perfis microbianos das doenças bucais (Tanner et al., 2018; 

Fakhruddin et al., 2019; Nibali et al., 2020; Nomura et al., 2020)  tem sido alvo de interesse 

dos pesquisadores a fim de se identificar padrões de composição do microbioma oral às 

condições de saúde bucal. Para isso, é importante utilizar marcadores biológicos 

(biomarcadores) representativos. Com o avanço recente dos ensaios de proteínas, altamente 

sensíveis, a saliva e o fluido crevicular gengival passaram a ser utilizados para a identificação 

de biomarcadores importantes, com várias aplicações na odontologia (Papagerakis et al., 

2019).  

A saliva é um fluido biológico contido nas secreções glandulares (parótida, 

submandibular, sublingual e glândulas salivares menores), desempenhando um papel 

fundamental para a manutenção e estabilidade da homeostase do ambiente intra-oral (Rosier 

et al., 2018). Além disso, sua coleta é fácil, não invasiva, de baixo custo, não causa 

desconforto ao paciente e é representativa do ambiente intra-oral (Dawes e Wong, 2019). 

Nela podem ser encontradas células da mucosa oral, sangue, fluido crevicular gengival e, 
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similarmente ao soro e outros biofluidos, contém biomoléculas como DNA, mRNA, microRNA, 

proteínas, metabólitos e microrganismos (Spielmann e Wong, 2011). Mudanças na 

concentração destes constituintes podem ser usadas para a identificação precoce de 

desequilíbrios associado a doenças orais e sistêmicas, auxiliar na avaliação de prognósticos, 

de riscos de doenças e no acompanhamento da resposta a tratamentos (Buzalaf et al., 2020). 

A limitação dos métodos tradicionais para a identificação de microorganismos e o 

crescente interesse nas comunidades das microbiotas pode, através do desenvolvimento das 

tecnologias de sequenciamento de DNA, investigar não só os microorganismos cultiváveis 

mas, também os não cultiváveis e explorar suas relações ecológicas, isto é, com o ambiente 

e entre os demais constituintes da microbiota.  

As abordagens de sequenciamento mais recentes são denominadas   

Sequenciamento de Nova Geração (NGS) (Vincent et al., 2017). Uma característica 

importante dessas abordagens é a elevada produção de dados gerados a serem tratados e 

analisados (Boers et al., 2019; Gupta et al., 2019; Liu et al., 2020).  

Amplicon e Shotgun são as duas abordagens de NGS utilizadas atualmente. A 

técnica de sequenciamento genético de Amplicon é realizada a partir do produto gerado pela 

reação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR), que amplifica 

marcadores genéticos como o gene 16S rRNA do genoma bacteriano. Esse marcador 

representou o padrão para os estudos da composição das comunidades bacterianas, e 

permite estudar e diferenciar bactérias sequenciando diferentes regiões do gene. A utilização 

do gene 16S rRNA impulsionou a identificação de microrganismos não cultiváveis já que seu 

sequenciamento não depende de métodos de cultura e, portanto, muitas espécies bacterianas 

que antes não eram detectadas por não poderem ser cultivadas, passaram ser detectadas 

(Roberts e Darveau, 2015). Porém, embora consiga identificar diferentes espécies de 

bactérias, esse método é limitado, uma vez que não é capaz de identificar subespécies nem 

identificar microrganismos que não sejam detectados pelo marcador genético (Caselli et al., 

2020). Por sua vez, a técnica de sequenciamento de Shotgun, é capaz de sequenciar 

diretamente todo o DNA extraído de uma amostra, produzindo informações de todos os genes 

detectados, incluindo o gene 16S rRNA. Esse método pode fornecer informações sobre quais 

genes estão presentes na amostra e detectar microrganismos não detectáveis por Amplicon 

(Boers et al., 2019).  

O crescente desenvolvimento das metodologias de sequenciamento aprimorou a 

qualidade e a rapidez dos resultados a um custo mais acessível. Mas, ampliou também a 

elevada quantidade da geração de dados, requerendo o uso de ferramentas computacionais 
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específicas para o tratamento, processamento e análise dos resultados. Dados gerados por 

sequenciamento, normalmente são depositados em bases de dados de domínio público 

(Boers et al., 2019; Nibali et al., 2020). Um dos pioneiros em plataformas de armazenamento 

e análise de dados metagenômicos é o portal Metagenomics - Rapid Annotation using 

Subsystems Technology (MG-RAST), lançado em 2008 que pode ser acessado no endereço 

https://www.mg-rast.org/. O MG-RAST é um sistema de código aberto em que são 

depositados e disponibilizados gratuitamente dados metagenômicos (Meyer et al., 2008). Por 

meio dele, pode-se capturar dados de forma agrupada, por projetos ou tipo de amostras, 

dados da diversidade de microrganismos, de qualidade das sequências e compará-las a 

sequências já descritas em outros bancos de dados, permitindo assim reconhecer se estas 

sequências correspondem a de microrganismos presentes nas amostras (Paczian et al., 

2019). 

Com o intuito de conhecer a composição e a inter-relação entre os componentes 

do microbioma oral humana este trabalho investigou a diversidade da microbiota salivar e 

seus componentes mais representativos (core), através de sequências obtidas por Amplicon 

e Shotgun depositadas na base MG-RAST. O estudo do core do microbioma salivar humano 

é crucial para a identificação precoce de disbioses promotoras de doenças bucais e 

sistêmicas, para o desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico e de prevenção e para 

o desenvolvimento de novos fármacos, capazes de atuar de forma balanceada no equilíbrio 

ecológico do microbioma oral.   
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Resumo  
Antecedentes: A microbiota oral é considerada a segunda mais complexa do corpo 
humano e sua disbiose pode ser responsável por doenças bucais. As interações entre 
as comunidades de microrganismos e o hospedeiro permitem estabelecer os perfis 
microbiológicos. Identificar o core do microbioma é essencial para prever doenças e 
mudanças na microbiota oral.  
Métodos: Foi recuperada uma busca no portal MG-RAST sobre os projetos 
depositados entre 2014 e 2019 e contendo o termo “SALIVA”. Todos os dados foram 
verificados quanto à normalidade e homocedasticidade. Os conjuntos de dados 
metagenômicos Amplicon e Shotgun foram comparados usando o teste U de Mann-
Whitney. A associação entre as variáveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e 
Rarefaction foi realizada pela correlação de Spearman. Os cores dos microbiomas 
foram inferidos por Análise de Componentes  
Principais. Para todos os testes estatísticos, foi utilizado p<0,05.  
Resultados: O estudo foi realizado com 3 projetos, envolvendo 245 sequências de 
Amplicon e 164 de Shotgun. Todas as comparações das variáveis, de acordo com o 
tipo de sequenciamento, apresentaram diferenças significativas, exceto Predicted. 
Em Shotgun a associação mais elevada foi entre Rarefaction e Failed (r = −0,78) e a 
mais baixa entre Alpha e Unknown (r = −0,12). Em Amplicon as variáveis 
Rarefaction e Unknown (r = 0,63) apresentaram a associação mais alta e a mais 
baixa foi entre Alpha e Predicted (r = −0,03). Shotgun apresentou maior diversidade 
que Amplicon. Propionibacterium, Lactobacillus e Prevotella foram os gêneros 
mais representativos no sequenciamento por Amplicon. Em Shotgun os gêneros mais 
representativos foram Escherichia, Chitinophaga e Acinetobacter.  
Conclusões: O core do microbioma salivar e a diversidade de gêneros são 
dependentes das abordagens de sequenciamento. Os dados disponíveis sugerem que 
Shotgun e Amplicon possuem sensibilidades semelhantes para detectar o nível 
taxonômico investigado, embora Shotgun permita uma análise mais profunda da 
diversidade de microrganismos. A escolha das abordagens metagenômicas deve 
considerar suas características e limitações. Foram identificados 20 gêneros no core 
do microbioma salivar, independente do estado de saúde do hospedeiro. Algumas 
bactérias do core precisam de estudos adicionais para compreender melhor seu 
papel na cavidade oral. Palavras-chave: Microbioma; Saliva; MG-RAST; Amplicon; 
Shotgun; eHOMD.  
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Introdução  
 

Metagenômica é uma técnica capaz de identificar DNA de microrganismos não cultiváveis 
obtidas de amostras ambientais  (Handelsman et al, 1998). Desde o desenvolvimento do 
sequenciamento de nova geração (NGS), esta técnica tem sido amplamente utilizada em 
vários estudos científicos (Fróes et al, 2016; Mardis, 2008; Tierney et al, 2019). Um dos 
desafios da metagenômica é trabalhar com um grande volume de dados gerados por 
sequenciamento e análise. Na bioinformática, os dados de sequenciamento devem ser 
depositados em banco de dados públicos para amplo acesso e normalmente é acompanhada 
pela publicação de um estudo científico. Desde 2008 várias bases de dados especializadas 
têm permitido o depósito de dados brutos e analisados de projetos de metagenômica 
(Leinonen et al, 2011; Meyer et al, 2008). Um dos pioneiros em plataformas de 
armazenamento para análise de dados metagenômicos é o portal de acesso público MG-
RAST (Meyer et al, 2008).  
No portal Metagenomics - Rapid Annotation using Subsystems Technology (MG-RAST) estão 
depositados projetos gerados a partir de diferentes abordagens metagenômicas como 
Amplicon, Shotgun e Metatranscriptômica. O sequenciamento do Amplicon (ou 
metabarcoding) é feito usando produtos da reação em cadeia da polimerase (PCR), que 
amplifica genes marcadores como 16S rRNA, 23S rRNA e 18S rRNA. A metagenômica 
Shotgun é empregada para o sequenciamento total de DNA de amostras ambientais, 
enquanto a Metatranscriptômica é usada para sequenciar todo o RNA extraído das amostras.  

O microbioma oral humano é considerado o segundo mais complexo do corpo humano e é 
composto por mais de 700 espécies (Dewhirst et al, 2010) das quais 54% são cultiváveis, 
14% cultiváveis mas não identificáveis, além de 32% de microrganismos impossíveis de 
cultivar e de identificar (Caselli et al, 2020).  

Estudos recentes comprovaram a existência de uma relação intrínseca entre as condições 
ambientais e os perfis do microbioma (Caselli et al, 2020; Fróes et al, 2016; Wang et al, 2020). 
A disbiose da microbiota oral pode ser responsável por doenças orais, como cáries, placa 
bacteriana e doenças periodontais (Nibali et al, 2020; Nomura et al, 2020; Papapanou et al, 
2020). As interações entre o hospedeiro e a microbiota permitem estabelecer diferenças nos 
perfis do microbioma devido às condições de saúde ou doença (Tanner et al, 2018). Nas 
últimas décadas, o desenvolvimento de metodologias e análises para a identificação e 
caracterização de microbiomas tem permitido prever doenças associadas a mudanças no 
ambiente e seus reflexos na microbiota, particularmente aquelas que compartilham o mesmo 
nicho (Shade e Handelsman, 2012), O conjunto de microrganismos que compartilham o 
mesmo nicho é chamada de núcleo ou core (Shade e Handelsman, 2012). A Identificação do 
microbioma core é possibilita predizer o quão “saudável” esse ambiente se encontra (Shade 
e Handelsman, 2012). A literatura aponta que os 10% de microorganismos prevalentes no 
core devem ser considerados dominantes na microbioma. Por outro lado, os 65% menos 
predominantes devem ser considerados raros (Ugland e Gray, 1982). No entanto, ainda não 
necessários estudos que investiguem a relação do core com o meio ambiente e a saúde do 
hospedeiro, a fim de auxiliar a prevenção de doenças, a resposta a tratamentos e o 
restabelecimento das condições de saúde (Shade e Handelsman, 2012).  
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TEXTO PRINCIPAL  
  

Métodos  
Este estudo teve como objetivo investigar o núcleo do microbioma oral em amostras de saliva, 
independentemente das condições do hospedeiro, utilizando o banco de dados do portal MG-
RAST, durante o período de cinco anos.  

Foram selecionados projetos cadastrados entre 2014-2019, contendo como palavrachave o 
termo “saliva” na variável Material (material = 'SALIVA'). Um script desenvolvido em Python 
foi desenvolvido para automatizar a recuperação de dados para projetos selecionados. Os 
dados recuperados foram armazenados em uma planilha. Apenas projetos de metagenômica 
foram considerados para este estudo. Apenas os resultados obtidos por Amplicon e Shotgun 
foram investigados. Além disso, apenas projetos com ambas as abordagens e com três ou 
mais conjuntos de dados de metagenomas foram considerados para este estudo.  

As variáveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction (Tabela 1) foram selecionadas 
para avaliar a qualidade e a predição taxonômica das sequências, além da riqueza e 
abundância de espécies. Dados taxonômicos, em nível de gênero, foram recuperados dos 
projetos selecionados para o estudo do núcleo do microbioma.  

 

VARIÁVEL DESCRIÇÃO NOME MG-RAST 

Failed  Reads com qualidade baixa  QC failed  
Unknown  Reads sem taxonomia  QC unknown  
Predicted  Reads com taxonomia  QC predicted  
Alpha  Índice de Shannon da 

diversidade alfa  
ALPHA  

Rarefaction  Valor do ponto mais alto da 
curca de rarefação  

RAREFACTION  

Type  Abordagem de 
sequenciamento  

Sequence type  

Taxonomy  Taxonomia no nível de 
gênero  

Taxonomy  

 

Tabela 1: Variáveis recuperadas no MG-RAST. As variáveis Failed, Unknown, Predicted, 
Alpha e Rarefaction foram utilizadas na análise descritiva e de correlação. O tipo representa 
a abordagem de sequenciamento (Amplicon ou Shotgun). A variável Taxonomy contém os 
gêneros encontrados nas amostras que foram usadas no estudo de Análise de Componentes 
Principais (PCA).  
  

O software R versão 3.6.1 (R Core Team 2020) foi usado para a análise estatística. Todos os 
dados foram verificados quanto à normalidade e homocedasticidade. O sequenciamento por 
Amplicon e por Shotgun foram comparados usando o teste U de Mann-Whitney. A associação 
entre a qualidade das sequências, a previsão taxonômica e a diversidade identificada e 
esperada foram realizadas pela correlação de Spearman. Os cores dos microbiomas foram 
obtidos por Análise de Componentes Principais (PCA), para avaliar os organismos mais 
representativos nas amostras. O nível taxonômico de gênero foi utilizado para padronizar os 
resultados. Para todos os testes estatísticos, foi utilizado p <0,05.  
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O diagrama de Venn foi usado para comparar os cores entre obtidos por Amplicon, Shotgun 
e o depositado no banco de dados expanded Human Oral Microbiome Database (eHOMD) 
(Escapa et al, 2018).  

  

Resultados  
O script em Python recuperou 476 conjuntos de dados de metagenoma, dos quais 332 foram 
de Amplicon, 142 de Shotgun e 2 metatranscriptomas. Para este estudo, os 
metatranscriptomas foram descartados. Os 474 metagenomas restantes representaram 12 
projetos de sequenciamento. Destes, apenas 4 projetos tinham metagenomas com 
abordagens de sequenciamento por Amplicon e por Shotgun. Assim, 8 projetos foram 
descartados. Além disso, 1 projeto tinha apenas 1 metagenoma para cada tecnologia e 
também foi descartado. O estudo foi realizado com 3 projetos, com 245 obtidos por Amplicon 
e 164 por Shotgun (Tabela 2).  

  
  

Projeto 
  

Abordagem 
 

Quantidde de 
metagenomas  

mgp3474 Amplicon  95  
mgp4843 Amplicon  97  
mgp7236 Amplicon  53  
mgp3474 Shotgun  8  
mgp4843 Shotgun  73  
mgp7236 Shotgun  83  

 
Tabela 2: Quantidade de metagenomas por projeto e abordagem de sequenciamento. 

  

A Figura 1 mostra os resultados da análise descritiva das variáveis numéricas. Para os 
conjuntos de dados de sequenciamento por Amplicon, não houve sequência com problemas 
de qualidade. Todas as variáveis de ambas as abordagens apresentaram distribuição não 
gaussiana, com exceção da variável Alpha em Shotgun. Todas as comparações das 
variáveis, segundo o tipo de sequenciamento, apresentaram diferenças significativas (p 
<0,05), exceto a variável Predicted (p = 0,4307).  

O estudo de correlação das cinco variáveis mostrou divergências entre as abordagens de 
Amplicon e Shotgun (Figura 2). A maioria das correlações das variáveis nos conjuntos de 
dados de Amplicon foi positiva, ao contrário do que foi observado em Shotgun. Em Shotgun, 
a correlação mais alta foi entre Rarefaction e Failed (r = −0,78) e a mais baixa entre Alfa e 
Unknown (r = −0,12). Em Amplicon, as variáveis Rarefaction e Unknown (r = 0,63) tiveram a 
maior correlação enquanto que a menor associação foi entre Alfa e Predicted (r = −0,03).  

A PCA identificou cores de microbiomas com gêneros diferentes entre Amplicon e Shotgun. 
Os conjuntos de dados de Shotgun mostraram um número maior de gêneros do que o 
Amplicon. Os 10 principais gêneros mostram que apenas Prevotella e Streptococcus são os 
mais representativos nos cores de ambas as abordagens. Enquanto Propionibacterium, 
Lactobacillus e Prevotella foram os gêneros mais representativos nos conjuntos de dados 
obtidos por Amplicon. Escherichia, Chitinophaga e Acinetobacter (Figura 3 e Figura 4) foram 
os gêneros mais representativos obtidos por Shotgun. Os gêneros presentes no cores dos 
microbiomas de Shotgun e Amplicon estão listados em Material Suplementar (S1).  
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Ao comparar Shotgun e Amplicon e eHOMD foi identificado um core comum ou compartilhado 
contendo 20 gêneros (Tabela 3). Os conjuntos de dados eHOMD e  

Shotgun compartilham um core com 39 gêneros, entre eHOMD e Amplicon o core em comum 
contém 9 gêneros e entre Shotgun e Amplicon o core é de apenas 7 gêneros (Figura 5). Os 
nomes completos dos gêneros dos diferentes cores compartilhados estão disponíveis no 
Material Suplementar (S2).  

 

 

 

  

 

 

Tabela 3: Gêneros de bactérias do core do microbioma da saliva humana e sua relação com 
doenças bucais.  

Gram Gênero Relação com doenças orais 

 Acinetobacter  Carcinoma de células escamosas 
(Zhang et al, 2019b)  

 Delftia  Língua geográfica (Dafar et al, 2017)  

 Dialister  Síndrome de Sjogren (Sharma et al, 
2020)  

Gram-negativa Enterobacter  Estomatite associada ao uso de prótese 
(Pereira et al, 2013) 

 Haemophilus  Carcinoma de células escamosas 
(Guerrero-Preston et al, 2016)  

 Moraxella  Peri-implantite (de Melo et al, 2020)  

 Neisseria  Condições periodontais saudáveis 
(Yamashita and Takeshita, 2017)  

 Prevotella  Doença periodontal (Yamashita and 
Takeshita, 2017)  

 Pseudomonas  Câncer oral (Kakabadze et al, 2020)  

 Ralstonia  Periodontite (Sun et al, 2020)  

 Sphingomonas  Úlcera aftosa recorrente (Yu et al, 2020)  

 Actinomyces  Cárie (Gao et al, 2016)  

 Bacillus  Cárie (Ratna Sudha et al, 2020)  

 Corynebacterium  Biofilme (Esberg et al, 2020)  

Gram-positiva Lactobacillus  Cárie (Gao et al, 2016)  

 Micrococcus  Atividade da lisozima (Gennari et al, 
2019)  

 Mycobacterium  Infecção dentária (Cortela et al, 2015)  

 Rothia  Cárie (Vieira et al, 2019)  

 Staphylococcus  Sialoadenite aguda (Ogle, 2020)  

 Streptococcus  Cárie (Gao et al, 2016)  
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Discussão 

Nesta pesquisa, metagenomas de saliva humana foram selecionados para análise do core 
do microbioma oral. A obtenção de amostras salivares é simples, de fácil execução, não 
invasiva, não causa desconforto ao paciente, é econômica e representativa do meio bucal. A 
saliva, como outros fluidos biológicos, contém DNA, RNA, proteínas e produtos metabólicos, 
que são componentes do hospedeiro, de sua microbiota e do produto de suas interações. 
Apesar da facilidade de coleta, o conhecimento do comportamento da microbiota salivar e de 
outros constituintes ainda é um desafio. Estudos utilizando análises sofisticadas, como o 
sequenciamento de última geração, permitem investigar diferenças no perfil bacteriano em 
pacientes com doenças bucais, como cárie e periodontite, em comparação com indivíduos 
saudáveis (Suárez Moya, 2017).  

A saliva de indivíduos com alta experiência de cárie está associada a uma alta abundância 
salivar de Streptococcus e inúmeras espécies de Lactobacillus, além de outras bactérias 
capazes de degradar açúcares e formar polissacarídeos extracelulares (Tanner et al, 2018). 
Amostras de indivíduos saudáveis com baixa experiência de cárie foram associadas à maior 
abundância dos gêneros Neisseria, Haemophilus e Fusobacterium, dos quais a maioria das 
espécies deste gênero fermenta parcialmente o açúcar (Belstrøm et al, 2017). Segundo 
Tanner et al (2018), a composição da saliva na cavidade oral é um dos principais fatores de 
risco associados à cárie. Desequilíbrio no ambiente tende à disbiose do biofilme resultando 
no aumento de espécies acidogênicas e acidúricas, capazes de modular os componentes 
centrais do biofilme. Já nos casos de gengivite, o aumento da quantidade de placa ao redor 
da margem gengival induz a resposta inflamatória no hospedeiro, levando ao aumento dos 
níveis de bactérias anaeróbias, incluindo espécies proteolíticas Gram-negativas, 
principalmente as pertencentes aos gêneros Prevotella, Porphyromonas, Tannerella , 
Fusobacterium e Treponema (Willmann et al, 2018).  

As variáveis utilizadas neste estudo apresentaram comportamentos distintos, de acordo com 
a abordagem de sequenciamento. Porém, o resultado mais expressivo foi observado na 
variável Predicted, a única que não apresentou diferença estatisticamente significativa entre 
as abordagens de sequenciamento, demonstrando que, em termos relativos, as duas 
abordagens são capazes de inferir a taxonomia de forma semelhante para gêneros de 
bactérias. Esses resultados são semelhantes aos observados por Laudadio et al (2018), que 
investigou a composição microbiana do intestino humano. Porém, os resultados obtidos por 
Shotgun, permitiram a caracterização mais complexa do microbioma, com a identificação de 
maior diversidade e ao nível taxonômico das espécies, quando comparado ao 
sequenciamento do rDNA 16S por Amplicon. A maioria dos estudos de rDNA 16S usa regiões 
do gene com variabilidade para identificar a taxonomia da microbiota até o nível de gênero 
(Wade, 2013).  

Observou-se no conjunto de dados de obtidos por Amplicon que todos os projetos não 
apresentaram sequências com falhas de qualidade (Failed = 0). Este resultado foi inesperado. 
Mesmo o sequenciamento por Amplicon pode apresentar falhas de qualidade no processo de 
sequenciamento. Isso pode ter influenciado a análise de correlação que mostrou associações 
baixas ou nulas entre as variáveis. Apenas Rarefaction e Unknown apresentaram associação 
maior que 0,50 (r = 0,63). O comportamento esperado para estas variáveis ser a de uma 
associação inversa. Uma vez que o maior número de sequências não inferidas determina o 
menor número de organismos potencialmente descobertos.  

Shotgun apresentou conjuntos de dados mais confiáveis uma vez que foi observado o 
comportamento esperado das variáveis, o que pode ser exemplificado pela associação entre 
Failed e Rarefaction. É esperado que estas variáveis apresentem associação inversa. O 
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maior número de sequências com falha de qualidade determina o menor número de 
sequências a serem inferidas, afetando a curva de rarefação. Esse foi exatamente o 
comportamento observado em Shotgun para essas variáveis (r = −0,78). Por outro lado, 
Predicted e Rarefaction devem ter associação direta, o que também foi observado (r = 0,62).  

Tanto em Amplicon quanto nos cores obtidos em Shotgun, foram encontrados gêneros de 
bactérias já associadas à cárie e a doenças periodontais, como Streptococcus, Lactobacillus 
e Prevotella (Belstrøm, 2020; Streckfus, 2015).  

A presença de gêneros como Corynebacterium, Escherichia, Pseudomonas e Shigella mostra 
que outros microrganismos patogênicos também podem ser identificados em amostras de 
saliva.  

Além da facilidade de coleta e conforto para o paciente, a saliva tem se mostrado um material 
biológico capaz de refletir a dinâmica das condições de saúde e doenças metabólicas, 
imunológicas ou infecciosas, refletindo disbioses de origem local e sistêmica, como cárie, 
doenças periodontais, diabetes, artrite reumatóide (Zhang et al, 2015), câncer e, mais 
recentemente, SARS-COV-2 (Fini, 2020; Streckfus, 2015).  

Nas amostras estudadas foi identificada a presença do gênero Chitinophaga, um táxon 
recentemente descrito e observado apenas em sequenciamentos realizados por Shotgun. 
Este gênero foi altamente representativo nas amostras salivares, semelhante a gêneros como 
Escherichia, Acinetobacter, Streptococcus e Shigella (Figura 3). O potencial patogênico 
desse gênero já foi relatado (Crémet et al, 2009; Tran et al, 2020).  

No entanto, seu papel no microbioma oral ainda é desconhecido.  

De acordo com a literatura (Jovel et al, 2016; Laudadio et al, 2018), o PCA identificou o maior 
número de gêneros representativos em sequenciamentos realizados por Shotgun do que por 
Amplicon (Figura 3). As diferenças entre as abordagens podem explicar os resultados. Em 
Shotgun o DNA de todos os organismos da amostra é extraído e sequenciado diretamente. 
Por outro lado, no sequenciamento por Amplicon, apenas os fragmentos de DNA que foram 
alinhados ao primer serão sequenciados. A escolha do primer parece ser um fator crucial 
para evitar vieses na análise taxonômica (Rintala et al, 2017).  

Os resultados de Tessler et al (2017) foram diferentes dos nossos. O sequenciamento do 
Amplicon teve um desempenho melhor do que observado por Shotgun para identificação 
taxonômica em níveis de filo e família em amostras de água doce.  

A especificidade dos primers pode restringir o conjunto de microrganismos encontrados em 
estudos de sequenciamento por Amplicon (Clarridge, 2004). Assim, a escolha do método de 
sequenciamento bem como a seleção dos primers são características importantes a serem 
consideradas na análise de estudos de microbioma (Clarridge, 2004).  

Estudos de microbioma comparando os dois métodos de sequenciamento para as mesmas 
amostras sugerem que seus resultados podem ser comparáveis. Neste estudo, observamos 
que os dados produzidos por Shotgun, de amostras salivares disponíveis na plataforma MG-
RAST, podem fornecer a identificação de um maior número de gêneros, evidenciando a 
complexidade do microbioma oral, seja pela diversidade de gêneros ou pelo papel que eles 
podem desempenhar no microbioma salivar (Rintala et al, 2017).  

Na comparação entre nossos resultados e os dados do projeto eHOMD, foi possível identificar 
20 gêneros (Figura 5) que são compartilhados por todos os projetos armazenados no MG-
RAST e eHOMD, podendo ser considerados o core principal do microbioma salivar humano, 
independente da condição de saúde do hospedeiro (Tabela 3). Nessa lista, podemos 
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encontrar gêneros já descritos na literatura, por exemplo Lactobacillus, Sreptococcus 
(Yoshizawa et al, 2013) e Rothia (Vieira et al, 2019) envolvidos na doença cárie. Bem como, 
Prevotella cujos estudos apontam para uma relação com a doença periodontal (Yamashita e 
Takeshita, 2017). Estudos mais recentes descrevem o papel desempenhado por bactérias 
como Micrococcus com atividade de lisozima (Gennari et al, 2019), Ralstonia associada ao 
Transtorno do Espectro Autístico (Ragusa et al, 2020) e Acinetobacter, relacionada ao 
carcinoma de células escamosas oral (Zhang et al, 2019a). Outras bactérias listadas neste 
core ainda requerem mais estudos para a melhor compreensão de suas relações no 
microbioma oral.  

Esse resultado deve ser interpretado com cautela, pois apenas a presença dos gêneros não 
determina a condição do hospedeiro. A abundância e a relação entre os gêneros, 
pertencentes ou não ao núcleo, têm papel relevante na associação da microbiota salivar com 
a condição do hospedeiro (Dewhirst et al, 2010).  

  

Conclusões  
Este estudo demonstrou que na microbiota representativa da saliva humana foram 
identificados gêneros de bactérias patogênicas observadas em doenças bucais, mas não se 
limitam a elas.  

O núcleo do microbioma salivar e a diversidade de gêneros dependem das abordagens de 
sequenciamento. Os dados disponíveis sugerem que Shotgun e Amplicon têm sensibilidades 
semelhantes para detectar o nível taxonômico investigado, embora Shotgun permita uma 
análise mais profunda da diversidade de microorganismos.  

A escolha das abordagens metagenômicas deve considerar suas características e limitações. 
Shotgun pode fornecer uma grande contribuição para o conhecimento da composição da 
microbiota salivar, para a identificação de marcadores para diagnóstico e para a identificação 
de perfis capazes de definir condições de saúde ou doença. Por outro lado, Amplicon pode 
ser uma escolha eficiente e de baixo custo em estudos nos quais o microrganismo de 
interesse já seja conhecido. Também pode ser usado para verificação posterior dos 
resultados obtidos por Shotgun.  
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FIGURAS  
  

  
Figura 1: Análise descritiva. O Boxplot mostra a distribuição dos dados das variáveis Failed, 
Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction, comparando as abordagens de sequenciamento 
de (A) Amplicon e (B) Shotgun. A análise de normalidade foi realizada pelo teste Shapiro Wilk. 
O teste U de Mann-Whitney avaliou as diferenças das variáveis entre as abordagens de 
sequenciamento. Todas as variáveis apresentaram diferença significativa (p <0,05) entre o 
Amplicon e Shotgun, exceto Predicted. Observe que Failed não apresentou nenhum dado em 
Amplicon.  
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Figura 2: Análise de correlação. O teste de Spearman avaliou as associações entre as 
variáveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction de (A) Amplicon e (B) Shotgun. 
Todas as associações foram positivas em Amplicon. Em Shotgun, Failed e Unknown tiveram 
associação negativa com Predicted, Alpha e Rarefaction.  
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Figura 3: Análise de componentes principais. Bi-plot mostrando a representatividade dos 
gêneros presentes no core das abordagens (A) Amplicon e (B) Shotgun. Os gráficos mostram 
as dimensões com maiores variâncias.  
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Figura 4: AS 10 principais bactérias o microbioma salivar humano obtido por Amplicon e 
Shotgun. Contribuição dos principais gêneros nas dimensões 1 e 2 da Análise de 
Componentes Principais (PCA) de Amplicon e Shotgun. Sequenciamento do Amplicon: (A) 
dimensão 1 e (B) dimensão 2. Shotgun: (C) dimensão 1 e (D) dimensão 2.  
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Figura 5: Cores dos microbiomas salivares. Diagrama de Venn mostrando cores de 
microbiomas compartilhados entre Amplicon, Shotgun e eHOMD.  
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3 CONCLUSÃO 

O núcleo do microbioma oral humano é constituído por gêneros de bactérias 
associados a doenças bucais, como a cárie e a periodontite. Mas também por gêneros com 

grande representatividade nas amostras estudadas, recentemente descobertos e capazes de 

desenvolver problemas de saúde. No entanto, pouco se conhece sobre seu papel no ambiente 

oral. O tipo de abordagem de sequenciamento influenciou a diversidade da microbiota salivar 

humana identificada. Shotgun apresentou maior diversidade e dados mais confiáveis quando 

comparado à Amplicon. As duas abordagens apresentaram sensibilidade similares para a 

detecção de bactérias no nível taxômico de gênero. A escolha da abordagem de 

sequenciamento deve considerar as características e limitações de cada método. 

Sequenciamentos por Amplicon são indicados para investigações de microrganismos já 

conhecidos enquanto, que Shotgun permite uma avaliação mais ampla da composição da 

microbiota. 
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