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1. RESUMEN

INTRODUCCION:

Las bacterias aerobicas y facultativas, principalmente Staphylococcus aureus y bacilos Gram-
negativos (incluyendo Pseudomonas aeroginosa), han sido durante muchos afios los

principales patdgenos causantes de otitis media crénica en nifios.

Se ha evidenciado que la otitis media colesteatomatosa en nifos tiende a ser mas agresiva,
frecuentemente asociado a una bolsa de retraccién de la membrana timpanica secundario a
una disfuncién crénica de la Trompa de Eustaquio. 2’ Asi mismo, se ha reportado que el
colesteatoma pediatrico tiene tendencia al crecimiento mas acelerado con una ocupacion de

todo el oido medio, dificultando el tratamiento quirargico.

Por otra parte, la diseccién quimicamente asistida con MESNA ha mostrado ser efectiva tanto
en modelos experimentales como en estudios clinicos con humanos, facilitando la disgregacién
de la estructura del colesteatoma y de las biopeliculas asociadas, disminuyendo las tasas de
enfermedad residual. Lo anterior ha modificado el panorama en términos del prondstico, en

especial en poblacion pediatrica.

Objetivo: Evaluar los cambios que ocurren en la microbiota del colesteatoma de pacientes
pediatricos, posterior a la aplicacién de 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) mediante

técnicas de biologia molecular como es la secuenciacion del ADN ribosomal bacteriano S16.

Materiales y métodos: Pacientes pediatricos con diagnostico de otitis media cronica
colesteatomatosa operados de mastoidectomia primaria o de revision en el servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez entre diciembre de 2017 y
diciembre de 2018.

El dia previo al evento quirurgico se solicité la preparacién de la dilucion del MESNA a una
concentracion del 4%, el cual fue proporcionado por SAFE Productos Hospitalarios S.A. de C.V.
Las muestras fueron procesadas y envidas a Zymo Research, en California para su analisis y

secuenciacion.



Resultados: Se obtuvieron 26 muestras durante la cirugia de mastoides, tanto primaria como
de revision, por otitis media crénica con colesteatoma. Se incluyeron 13 nifios , 9 hombres y 4

mujeres , de 1 ano a 17 afos (edad media, 10.3 afios).

Conclusiones: En otras investigaciones se ha concluido que el MESNA no causa lisis
bacteriana ni muestra propiedades bactericidas. Sin embargo, en nuestro estudio se aprecio la
desaparicion de bacterias en algunas muestras previamente reportadas. Este hallazgo quiza
pueda deberse a la precision del método de secuenciacion que haya eliminado la presencia de

gérmenes en las muestras y no por el efecto del medicamento.



2. INTRODUCCION

La otitis media colestetatomatosa es una entidad con alta morbilidad, recurrencia y secuelas
para quienes la padecen debido a su comportamiento destructivo. El colesteatoma es una
lesién quistica de inclusion epidérmica que contiene queratina proveniente del epitelio
queratinizado descamativo que lo recubre. Su localizacién mas frecuente es el oido medio y

otras areas del hueso temporal.

Su incidencia en nifios se ha reportado de 3 casos en 100.000 pacientes al ano. Tiene una
predominancia masculina, siendo 1.4 veces mas frecuente en hombres que en mujeres (hasta 4

veces mas frecuente en algunos estudios). "2

En cuanto al cuadro clinico, el colesteatoma puede presentarse de forma asintomatica 6 como
una otitis media cronica supurativa, con otalgia y otorrea fétida caracteristica. La hipoacusia
progresiva también es frecuente como resultado de la erosién 6sea con compromiso de la
cadena osicular. Otros sintomas pueden derivarse de compromiso del oido interno, nervio facial
0 espacio intracraneal, tales como vértigo o hipoacusia neurosensorial . La edad de inicio de

sintomas suele ser entre los 6 y 10 afios. %°

El manejo quirdrgico, es el patron de oro para el manejo del colesteatoma tanto en nifilos como
adultos. El objetivo principal de la cirugia es la reseccion de la lesion con el mejor desenlace
posible, erradicando la enfermedad, preservando en la medida de lo posible estructuras
anatémicas, previniendo enfermedad residual o recurrente. * Sin embargo, en pacientes
pediatricos la tasa de recidiva posquirdrgica es tan alta como el 70%. ° Lo anterior esta
relacionado con el comportamiento biolégico del colesteatoma, que en los nifos difiere respecto
a poblacion adulta. En pacientes pediatricos suele tener un patréon de crecimiento agresivo y

mayores tasas de recurrencia que en adultos.

En afios recientes las investigaciones han aportado informacioén relevante acerca del papel de
las infecciones en la patogénesis y progresion del colesteatoma, destacando la identificacién de

biopeliculas bacterianas en la otitis media y en el colesteatoma. ’



La importancia de conocer la composicidon microbiolégica y el comportamiento bioldgico de las
biopeliculas bacterianas radica en su potencial resistencia y tolerancia al manejo antimicrobiano

lo cual representa un reto en el tratamiento del colesteatoma en poblacién pediatrica. ®

La dificultad para erradicar las infecciones asociadas a biopeliculas con antibioticoterapia
sistémica ha llevado al interés en utilizar terapias alternativas que pudieran afectar la estructura
y composicion bacteriana de las biopeliculas. En estudios previos, se ha demostrado que el 2-
mercaptoetanol sulfonato de sodio (MESNA) es capaz de desintegrar y separar la estructura de
las biopeliculas en colesteatomas pediatricos.®'® Sin embargo, se desconoce si el MESNA

podria afectar las caracteristicas de la microbiota del colesteatoma pediatrico.

La identificacion de organismos pertenecientes a comunidades microbianas por métodos
bacteriolégicos convencionales provee un panorama parcial e incompleto de la biodiversidad
microbiana, debido a que mas de 80% de los microorganismos son no cultivables. El desarrollo
de métodos moleculares basados en el gen codificante para la subunidad 16S del rRNA, tales
como tecnologias para secuenciacion de nueva generacion, han facilitado la caracterizacion,
identificacion y clasificacién taxondmica de organismos de una comunidad residente en un

érgano en particular.



3. ANTECEDENTES

Desde el nacimiento, cada milimetro del cuerpo humano que esta expuesto al mundo exterior
esta colonizado por miles de bacterias de diferentes especies y el oido medio no es la
excepciéon. Se ha demostrado que el phylum de Proteobacteria predomina en la mucosa normal
del oido medio de nifios y adultos, seguido de actinobacteria, firmicutes y bacteroides °. Sin
embargo, esta microbiota normal en casos de otitis media cronica se ve afectada por cambios
de inflamacién cronica que favorecen el crecimiento y establecimiento de bacterias patégenas.
Los mediadores expresados durante la infamacion como IL-1, PAF y TNF-alfa inducen
hipersecrecion de mucina, hiperproliferacién de células epiteliales y queratinocitos y resorcion

2 Adicionalmente, el uso frecuente e

6sea por activacion de colagenasas y osteoclastos.
inapropiado de antibidticos tépicos y soluciones antisépticas crea un entorno adecuado para la

resistencia a los microorganismos.

Las biopeliculas juegan un papel en la patogénesis de la otitis media crénica'' El
colesteatoma frecuentemente se infecta en forma cronica y la formacion de biopeliculas
bacterianas parece ser la responsable de la resistencia a los antibiéticos tépicos y sistémicos.

Se ha demostrado histolégicamente que la mayor carga bacteriana y formacién de biopeliculas
ocasionan progresion y agresividad en la otitis media crénica, en especial, por su asociacion a

reclutamiento de osteoclastos y erosion ésea. '®®

Las bacterias aerobicas y facultativas, principalmente Staphylococcus aureus y bacilos Gram-
negativos (incluyendo Pseudomonas aeroginosa), han sido durante muchos afios los
principales patdégenos causantes de otitis media crénica en nifios ''® Un reporte que incluyé 20
estudios con 2254 pacientes pediatricos, durante los afios 1978 y 2003 , mostré una tasa de
recuperacion bacteriana de solo el 35% ."® Quiza esto se deba a que no todas las bacterias son
cultivables mediante métodos tradicionales. Algunas técnicas de biologia molecular como la
secuenciacion del gen 16sRNA permitirian la identificacion mas amplia de estos patégenos

asociados a la cronicidad y severidad del colesteatoma pediatrico.

Un estudio previo que comparo la microbiota de adultos y nifios sanos versus con otitis media
cronica mediante secuenciacion de gen 16S rRNA encontr6 una menor prevalencia de

proteobacteria con una mayor prevalencia de Firmicutes en pacientes con otitis media crénica.?’



Una de las caracteristicas del colesteatoma en el nifio que lo diferencia del adulto es su
comportamiento clinico, el cual suele ser mas agresivo e invasivo y con mayores tasas de
recidiva. Algunos autores han propuesto que la composicion histopatolégica es uno de los
factores decisivos que pudieran explicar este comportamiento.?® Como se mencioné
previamente, existen publicaciones recientes que sugieren que las biopeliculas bacterianas
tienen un papel fundamental en la resistencia antimicrobiana, cronicidad, recurrencia y

agresividad de la enfermedad. ’

Yilmaz y colaboradores en el 2004 publicaron el primer estudio usando 2-
mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) para el manejo de otitis media adhesiva con
bolsillos de retraccion observando lisis de las adherencias entre la mucosa del oido medio y la
membrana timpanica con lo que se facilitaba su diseccion. 2 Posteriormente, Kalcioglu y Vicenti
publicaron la efectividad del MESNA en el colesteatoma residual observando tasas
significativamente menores de recidiva postratamiento, demostrando que el medicamento

fragmentaba las capas de queratina. %%

En el 2016, el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México realizé un estudio
prospectivo sobre la utilidad de la aplicacion del MESNA intraoperatorio en pacientes
pediatricos con otitis media crénica colesteatomatosa, demostrando cambios en la estructura
del colesteatoma (separacion de laminas de queratina y desorganizacién de su estructura. 2
Recientemente, De La Torre y colaboradores demostraron que el MESNA es capaz de
desintegrar y separar la estructura de las biopeliculas bacterianas en colesteatomas
pediatricos."

En la actualidad se dispone de un solo estudio de las bacterias asociadas a colesteatoma
mediante técnicas de biologia molecular como el gen 16 sDNA . Sin embargo, en esta
investigacion, se incluyeron pacientes sin colesteatoma y abarcé tanto nifios como adultos. °
Hasta el momento, no existe informacion sobre el impacto del MESNA en la microbiota del

colesteatoma, tanto en adultos como en poblacién pediatrica.
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4. MARCO TEORICO

El colesteatoma es una condicién patolégica que afecta al oido medio y hueso temporal,
caracterizado por la migracion de epitelio escamoso hacia el oido medio y mastoides. %°

A medida que la migracion se incrementa, el acumulo de queratina forma una masa de
crecimiento progresivo localmente destructiva. La lisis 6sea y sus caracteristicas recurrentes

hacen del colesteatoma una patologia de dificil manejo.

No es una lesién neoplasica, pero si tiene un comportamiento altamente destructivo. %

Aunque la fisiopatologia del colesteatoma aun no se ha dilucidado en su totalidad, se presume
que se trata de una enfermedad multifactorial. Existen cuatro teorias basicas de la patogénesis
del colesteatoma adquirido: (1) invaginacion de la membrana timpanica, (2) hiperplasia de
células basales, (3) migracion del epitelio a través de una perforacion y (4) metaplasia
escamosa del epitelio del oido medio. La patogénesis mas ampliamente reconocida del
colesteatoma adquirido es la teoria de que la presidén negativa causa una bolsa de retraccion
cada vez mas profunda que, cuando se obstruye, la queratina descamada no puede eliminarse
del receso y se produce un colesteatoma. "*° Se cree que el origen de este bolsillo de
retraccion es la disfuncion de la trompa de Eustaquio u otitis media con derrame con la
resultante presién negativa en el oido medio. Por lo general, la pars flaccida, (estructura menos
fibrosa y menos resistente al desplazamiento), es la fuente del colesteatoma. ’

Su incidencia ninos se ha reportado de 3 casos en 100.000 pacientes al afio. Tiene una
predominancia masculina, siendo 1.4 veces mas frecuente en hombres que en mujeres (hasta 4

veces mas frecuente en algunos estudios. %

Se ha evidenciado que la otitis media colesteatomatosa en nifos tiende a ser mas agresiva,
frecuentemente asociado a una bolsa de retraccién de la membrana timpanica secundario a
una disfuncién crénica de la Trompa de Eustaquio. 2’ Asi mismo, se ha reportado que el
colesteatoma pediatrico tiene tendencia al crecimiento mas acelerado con una ocupacion de

todo el oido medio, dificultando el tratamiento quirargico.
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La tasa de recurrencia de colesteatoma es 2 a 3 veces mayor en poblacién pediatrica que en
adultos. % Vartiainen reporta una incidencia del 25,6% de colesteatoma recurrente en nifios
comparada con un 10.5% en adultos. Estos resultados han llevado a multiples debates

sobre los diversos procedimientos quirtirgicos aplicables a la poblacion pediatrica. #°

Chole y colaboradores en el 2002 realizaron un estudio experimental con muestras de
colesteatoma de oido medio humano, asi como de colesteatoma en modelo animal mediante
microscopia de luz y electronica, encontrando biopeliculas bacterianas en la mayoria de las

muestras. '

Saunders y colaboradores en el 2011 identificaron biopeliculas bacterianas en 3 de 5 muestras
de colesteatoma infectado (60%), y en sdlo 1 de 7 casos con otitis media supurativa no
colesteatomatosa. 2°

Las bacterias dentro de las biopeliculas no son homogéneas, lo cual se debe a que todas ellas
tienen diversos microambientes debido a variaciones en el pH, disponibilidad de nutrientes y
potencial oxidativo, desencadenando diferentes senales de transcripcion y caracteristicas

fenotipicas diversas.

Por otra parte, la transferencia de acido desoxiribonucléico ( ADN ) entre las células, llamada
“transferencia génica horizontal” provee ventajas a las células aumentando la probabilidad de

mutaciones adaptativas tales como la resistencia antimicrobiana.

El 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (C2H5Na03S2) o MESNA es un compuesto sintético que

pertenece a la clase de los compuestos tiol. ' Se usa como agente mucolitico ya que rompe los

puentes de disulfuro de las cadenas polipeptidicas del moco. *

La utilidad de este compuesto en otologia ha sido demostrada en multiples estudios. Zini y
colaboradores reportaron resultados preliminares de sus observaciones y su utilidad en la
separacion de la matriz del colesteatoma de los tejidos circundantes. * Posteriormente en el
afio 2004 Yilmaz fue el primero en realizar un estudio experimental con MESNA observando
que, en pacientes con otitis media adhesiva y bolsas de retraccion, el farmaco ayudaba a la

separacion de la membrana timpanica al lisar las adherencias entre ésta y el oido medio. ?'

La seguridad del MESNA en el contexto de ototoxicidad ha sido evaluada en diversos estudios.
En 1999 Vicenti y colaboradores , utilizando modelo animal, concluyeron que no hubo cambios

anatémicos ni auditivos asociados a la aplicaciéon del MESNA. *'

12



Posteriormente, en el ano 2014, los mismos autores realizaron un estudio en humanos para
evaluar los efectos cocleares del MESNA mediante su aplicaciéon en el oido medio de los
pacientes durante la cirugia otolégica. Los estudios audiolégicos demostraron su perfil de

seguridad. »

Chen y colaboradores realizaron un estudio experimental para investigar los efectos inhibitorios
del farmaco sobre la formacién de biopeliculas de E. coli in vitro revelando **:

Inhibicion de las fases iniciales de adhesion y formacion de las biopeliculas de E. coli.
Destruccion de las membranas maduras de las biopeliculas.
Reduccién de los niveles de proteinas extracelulares y de exopolisacaridos.

Inhibicion de la expresion de genes asociados a proteinas de adhesion y expresion de
exopolisacaridos.

En microbiologia clinica, la identificacion rapida y correcta de los agentes patégenos es un
requisito esencial para el diagndstico y aplicacion posterior de un tratamiento adecuado. En la
actualidad, la mayor parte de las bacterias de interés clinico pueden identificarse facilmente
mediante técnicas microbiolégicas convencionales, que requieren el aislado previo del agente
patégeno y se basan en caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, existen situaciones en las
cuales la identificacion fenotipica requiere mucho tiempo, resulta dificil o, incluso, imposible. En
estas circunstancias, la identificacion molecular puede representar una ventaja tanto en tiempo
como en precision, llegando incluso a competir de manera favorable con otras técnicas rapidas

y eficaces, como las inmunoldgicas. *

La identificaciéon basada en la secuenciacién del gen que codifica el ARNr 16S se centra
principalmente en cepas cuya identificacion por métodos fenotipicos es dificil o requiere mucho

tiempo, permitiendo la identificacion de:

* Bacterias no cultivables presentes en muestras clinicas.
* Bacterias cuyas caracteristicas bioquimicas no se adaptan a las de ningun género o
especie reconocida.

* Bacterias para las cuales la caracterizacion fenotipica sea sustancialmente deficiente.

13



Bacterias con requerimientos nutricionales especiales.

Bacterias de crecimiento

convencional.

lento, que retrasa considerablemente

la

identificacion

14



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con los estudios publicados y expuestos previamente, es claro que el comportamiento clinico
del colesteatoma en nifios es agresivo, invasivo y con altas tasas de recidiva. Las biopeliculas
bacterianas tienen un papel fundamental en la resistencia antimicrobiana, cronicidad,
recurrencia y agresividad de la enfermedad, por lo que identificar las bacterias asociadas a otitis
media crénica colesteatomatosa permitira obtener mas conocimientos que favorezcan el
desarrollo de tratamientos alternativos que pudieran modificar el comportamiento clinico de la

enfermedad.

Por otra parte, la diseccién quimicamente asistida con MESNA ha mostrado ser efectiva tanto
en modelos experimentales como en estudios clinicos con humanos, facilitando la disgregacion
de la estructura del colesteatoma y de las biopeliculas asociadas, disminuyendo las tasas de
enfermedad residual. Lo anterior ha modificado el panorama en términos del prondstico, en

especial en poblacion pediatrica.
El estudiar el impacto del MESNA en la microbiota en otitis media crénica colesteatomatosa

pediatrica permitiria aportar avances en su tratamiento, asi como mejorar el prondéstico y curso

clinico.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Existen cambios en la microbiota de la otitis media crénica colesteatomatosa posterior a la
aplicacion del 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) en nifios atendidos en el Hospital

Infantil de México entre Diciembre de 2017 y Diciembre de 20187
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7. JUSTIFICACION

Existen pocos estudios publicados en la literatura que evallen la composicién de la microbiota
en otitis media cronica colesteatomatosa y solo uno de ellos mediante técnicas de biologia
molecular. Sin embargo, en dicho estudio, se incluyeron pacientes adultos y pediatricos, asi

como pacientes sin colesteatoma. %

En la actualidad no existen aun estudios experimentales ni clinicos publicados que evaluen los

efectos del MESNA sobre la microbiota del colesteatoma de oido medio en ninguna poblacion.

Se sabe que el MESNA , ademas de sus efectos en la modificacion de la estructura de la
queratina en la matriz del colesteatoma con impacto en las tasas de recidivas , produce
cambios cualitativos en el biofilm. Es por ello que el papel del MESNA en la microbiota del
colesteatoma debe ser precisado a raiz de estos hallazgos cualitativos. Los cambios que
resulten en la microbiota permitiran disefar estrategias de manejo que ayudaran a evitar las

recidivas, sobre todo en la poblacién pediatrica.

17



8. HIPOTESIS

Existen cambios en la microbiota del colesteatoma en nifios posterior a la aplicacion del 2-
mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) que pueden ser documentados mediante técnicas
de biologia molecular como es la secuenciacién del ADN ribosomal bacteriano S16.

18



9. OBJETIVOS

Objetivo General: Evaluar los cambios que ocurren en la microbiota del colesteatoma de
pacientes pediatricos, posterior a la aplicacion de 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA)
mediante técnicas de biologia molecular como es la secuenciacién del ADN ribosomal

bacteriano S16.
Objetivos especificos:

1. Realizar extraccién de ADN bacteriano de colesteatomas pediatricos de pacientes
operados de mastoidectomia en el Hospital Infantil de México.

2. Realizar amplificacién de ADN bacteriano mediante reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) con iniciadores especificos para la region S16.

3. Secuenciacién de la amplificacion del gen bacteriano S16.
Analisis de la secuencia para identificacién de bacterias que conforman la microbiota del
colesteatoma.

5. Comparar la microbiota del colesteatoma antes y después de la aplicacion de 2-

mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA)
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10. METODOLOGIA

Lugar de estudio: Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México Federico

Gobmez.

Tipo de Estudio: Cuasi-experimental.

Poblacion de estudio: Pacientes pediatricos con diagndstico de otitis media cronica
colesteatomatosa operados de mastoidectomia primaria o de revision en el servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez entre diciembre de 2017 y
diciembre de 2018.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

1. Pacientes pediatricos con diagnéstico clinico de otitis media crénica colesteatomatosa
candidatos a cirugia otomastoidea primaria o de revision.

2. Contar con los siguientes estudios complementarios: Tomografia computarizada simple
de hueso temporal y/o resonancia magnética con difusién pesada, asi como audiometria
menor a 12 meses.

3. Sin historial de reacciones adversas o alergia conocida al MESNA.

Criterios de exclusion:

1. Pacientes y/o padres que no acepten participar en el estudio.

2. Expediente clinico incompleto al momento del estudio.

Criterios de eliminacion:

1. Muestra de colesteatoma insuficiente o con preservacién inadecuada que no permita la

extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN bacteriano.

Muestreo: Se realizé un muestreo no probabilistico de casos consecutivos.

Descripcion del estudio:

El grupo de estudio se conformé con pacientes con diagnéstico clinico de otitis media
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cronica colesteatomatosa y que cumpliendo los criterios de inclusidon estuvieron

programados para cirugia otomastoidea primaria o de revision.

Se contara con consentimiento informado que explique ampliamente al paciente y al
familiar responsable los objetivos del protocolo de investigacién, la técnica quirargica,

obtencion de muestras, riesgos y posibles complicaciones.

El dia previo al evento quirdrgico se solicité la preparacion de la dilucién del MESNA a
una concentracion del 4%, el cual fue proporcionado por SAFE Productos Hospitalarios
S.A.de C.V.

Técnica quirurgica:

1. Paciente bajo anestesia general balanceada, antisepsia de la regién quirurgica
con solucioén ChloraPrep.

2. Incisién retroauricular, diseccion por planos hasta tejido muscular, elevacion de
colgajo de Palva para exponer region mastoidea.

3. Mastoidectomia primaria en oidos sin antecedente de cirugia otomastoidea o
bien, mastoidectomia de revisién en aquéllos con cirugia otolégica previa.

4. l|dentificacién y toma de muestra basal del tejido de colesteatoma colocandose
en un frasco con solucion fisioldgica.

5. Colocacion de dilucién de MESNA al 4% sobre el tejido de colesteatoma durante
10 minutos para posteriormente realizar toma de muestra y colocacién de la
misma en un frasco con solucion fisioldgica..

6. Realizacion de mastoidectomia para retiro del resto del colesteatoma con técnica
de muro alto o muro bajo de acuerdo a los hallazgos transoperatorios.

7. Las muestras de colesteatoma basal y con MESNA fueron llevadas de forma
inmediata al laboratorio de enfermedades infecciosas del Hospital Infantil de

México donde permanecieron en solucion fisioldgica refrigeradas a 4°C.

8. Obtenciéon de DNA total

* La extraccion de DNA gendmico total se realizd a partir de las muestras
refrigeradas en solucion.
* EI DNA gendmico total se aislo con TRIzol® Reagent (ambion RNA by Life

Technologies).
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10.

o Lisis y separacion de fases con empleo de RNAsa para eliminar al
RNA y quedarse con la fase acuosa que contiene el DNA.

* A cada tubo con la muestra de colesteatoma se adicioné 1mL de TRIzol y se
incubo por 5 minutos a temperatura ambiente.

* Se adicionaron perlas de vidrio para macerar el tejido durante la incubacion
de la muestra en TRIzol.

* Se empled el vértex en la muestra por 15 minutos.

* Se adicion6 400L de cloroformo por mL de TRIzol, y se mezcld con vortex 15

segundos.

Precipitacion de DNA

* Se centrifugd la muestra a 13000 rpm a 4°C; se almacend la fase acuosa a -
70°C, la cual contiene para continuar procesando la fase organica.

* Se adicion6é 1mL de etanol por mL de TRIzol para la obtencién de un pellet de
DNA por medio de centrifugacion a 3000 rpm a 4°C.

* El sobrenadante fenol-etanol que contiene proteinas se guardoé a -70°C.

Lavados de DNA

* Se resuspendio el pellet de DNA con solucion de citrato de sodio 0.1M en
etanol al 10%.

* Se adicioné 1mL de citrato de sodio por mL de TRIzol, incubando por 30
minutos a temperatura ambiente y mezclando ligeramente el contenido dentro
del tubo eppendorf.

* Alfinalizar el tiempo de incubacion, se procedié a centrifugar a 3000 rpm para
eliminar el sobrenadante y repetir el procedimiento una vez mas.

* Finalizado el segundo lavado, se procedié a eliminar el sobrenadante para
adicionar etanol al 75% para incubar 20 minutos a temperatura ambiente,
mezclando ocasionalmente por inversion.

* Se centrifugd la muestra a 3000 rpm por 5 minutos a 4°C y se descarto el

sobrenadante con micropipeta.
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11. Solubilizacion de DNA

El DNA obtenido se seco parcialmente y se resuspendié en 0.5mL de NaOH
8mM por pipeteo para centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C y
transferir el sobrenadante libre de particular y materiales insolubles a un tubo
nuevo y ajustar el pH con HEPES.

Se cuantifico el DNA gendmico total extraido y reviso la calidad del DNA en el
equipo EPOCH. Se comprobé la integridad del DNA obtenido en un gel de
agarosa.

Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

12. Creacion de librerias metagenémicas

Las muestras fueron enviadas a un prestador de servicios, Zymo Research, CA,

localizado en California para el analisis metagendmico de las regiones variables

V1 V3 a través de la tecnologia llumina.

El

protocolo de trabajo para la secuenciaciéon por lllumina consta de 4 pasos

basicos:

Preparacion de la muestra

Pese al numero creciente para preparacion de la muestra, todos los métodos
adicionan adaptadores a los extremos de los fragmentos de DNA. Por medio
de la reduccion de ciclos de amplificaciéon, se adicionan secuencias
adicionales, como el sitio de union para secuenciacién y las regiones

complementarias a los iniciadores que se encuentran en la celda de flujo.

Las muestras de DNA son fragmentadas aleatoriamente para generacion de
extremos romos 5’ fosforilados por medio de reparacion de extremos. El

fragmento Klenow de la DNA polimerasa es empleado para el anclaje de una
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base ‘A’ al extremo 3’ de los fragmentos de DNA, para la ligacion de los
adaptadores. Posterior a la ligacion de los adaptadores a ambos extremos, los
fragmentos de DNA son desnaturalizados, para que el DNA de cadena
sencilla sea anclado a camaras de reaccion localizadas en una superficie

solida y 6pticamente transparente, conocida como celda de flujo.

Il Generacion de agrupaciones (clusters)

El agrupamiento se define como el proceso en el que cada fragmento se
amplifica de manera isotérmica. La celda de trabajo es similar a un
portaobjetos con carriles. Cada uno de estos carriles es un canal cubierto por
césped, compuesto por dos tipos de oligonucleétidos para posterior

hibridacion y amplificacion por puente (amplificacion clonal).

Los fragmentos de DNA anclados son extendidos y amplificados por PCR en

puente, para obtener una sefial de luz suficiente para deteccion oportuna.

La amplificacion por PCR en puente puede crear un arreglo de secuenciacion
de ultra-alta densidad sobre la celda de flujo, conteniendo cientos de millones
de agrupaciones, donde cada una contiene aproximadamente 1000 copias de

la misma plantilla de DNA.

11l. Secuenciacion.

Para iniciar el proceso, la plantila de DNA es anclada a una secuencia
complementaria a la region del adaptador, la cual iniciara el anclaje de la DNA
polimerasa a la regiéon de DNA de doble cadena. Durante cada ciclo, se anade
una mezcla de dideoxinucleétidos individuales marcados con fluoréforos
especificos y bloqueados por el extremo 3’ (ANTPs). Se inicia con la extension
de la primera secuencia del iniciador para producir la primera lectura. En cada
ciclo, los dNTPs compiten por la adicién a la cadena creciente. Solo uno es
incorporado, basado en la secuencia de la plantilla de DNA. Posterior a la

incorporacion de un dNTP a cada cadena complementaria en elongacion, se
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procede a la remocién de los dNTPs que no se emplearon para fotografiar la
superficie e identificar el dNTP que fue incorporado en cada agrupacion. Tanto
el fluoréforo como el grupo bloqueado pueden ser removidos para iniciar un

nuevo ciclo.

Después del primer ciclo posterior a la adicion de cada nucledtido, las
agrupaciones son excitadas por una fuente de luz y hay emision de una senal
fluorescente caracteristica. La identificacion del dNTP que fue incorporado es
lograda a través de la microscopia de reflexion fluorescente interna total,
donde se emplean al menos dos canales laser. Cada dNTP es ligado a un

fluoroforo especifico para el tipo de base, requiriendo de cuatro canales de

imagen.
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Iv.

Analisis de datos

En la década pasada, la metagendmica basada en los datos obtenidos de
NGS se ha vuelto un campo rapidamente creciente en microbiomica.
Asimismo ha crecido la bioinformatica, ofreciendo de manera similar,
incontables algoritmos, herramientas y softwares para direccionar toda clase
de tareas relacionadas con la metagendmica basada en NGS, desde pre-

procesamiento, analisis, evaluacién y representacion grafica.

Cuando se analiza una comunidad ambiental, una de las preguntas
fundamentales concierne la composicion taxondémica de la comunidad y la
relacion filogenética de sus miembros. El estudio de los genes de marcadores
especificos puede ejemplificarse con el uso del gen de la subunidad pequefia
16S del rRNA, que ha permitido a los investigadores analizar habitats tan
diferentes y complejos[40]. El gen 16S rRNA es particularmente 0til ya que es
ubicuo en procariotes, y es una parte integral del ribosoma; evoluciona a un
indice constante, funcionando como un reloj filogenético que consiste de 9
regiones altamente conservadas intercaladas con 9 regiones hipervariables
que facilitan la alta especificidad para distinguir entre organismos, funcionando
en clasificaciones filogenéticas como una manera rapida y firme de obtener el
fingerprinting taxondmico de una comunidad. La distribucién taxondmica

resultante es asociada a datos ambientales derivados del sitio de muestreo.

La gran utilidad de la secuenciacién de nueva generacion ha sido demostrada
para aplicaciones que involucran la biologia de patégenos y epidemiologia
gendmica. Una de las mayores aplicaciones de esta tecnologia es la
caracterizacion comparativa de microbiomas en estados de salud vy
enfermedad; en el campo de la infectologia el reemplazo de los métodos
convencionales por métodos independientes de cultivo para la identificacion y
caracterizacion de microorganismos comensales y patégenos residentes en el

humano.
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Analisis Bioinformatico

Enormes cantidades de datos metagendmicos resultan del empleo de las
tecnologias de secuenciacién, como lllumina. Los retos para los estudios
metagenomicos incluyen el muestre directo del material genético de las

comunidades microbianas, almacenamiento y analisis de datos.

Sin embargo aclaramos que esto fue realizado por la empresa no por nosotros.

13. Anadlisis de secuencias

* Las secuencias en crudo se procesaran en el software Quantitative Insights
into Microbial Ecology (QIIME2)
* Como criterios de seleccion de secuencias:
* Se descartaran aquellas secuencias:
o Con una longitud <1000bp
* Se conservaran aquellas muestras que conserven el <75% de la longitud
original
* B. Muestras con numero de lecturas <1000
* C. Quimeras
* Deteccién de quimeras. Para revisar las secuencias quiméricas entre las
diferentes categorias de secuencias, se empleara UCHIME.
* Las lecturas restantes con al menos 97% de identidad seran agrupadas en
OTUs a nivel especie con ayuda de QIIME2.
* Se realizara la asignacion taxondmica empleando la base de datos
Greengenes.
* Criterios de exclusién posteriores a la asignacién taxondémica:
o OTUs con numero de lecturas = 1
o Muestras con nimero de lecturas <1,000

* Se realizara la determinacion de a, B y y diversidad
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11. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Analisis descriptivo con medidas de tendencia central para las variables que asi lo permitieron

mediante Excel version 14.4.3.

Consideraciones éticas

La Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, en su Titulo Segundo "De
los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos", capitulo |, articulo 14.V establece
que la investigacién que se realice en seres humanos deberd contar con consentimiento
informado del sujeto de investigacién o su representante legal, por lo cual se solicité dicho

documento a los pacientes y sus padres (Anexo).
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12. VARIABLES DEL ESTUDIO Y ESCALAS DE MEDICION

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION TIPO DE
OPERACIONAL VARIABLE
Microbiota Bacterias identificadas por Tipo de bacteria Cualitativa
identificada medio de secuenciacién del identificada nominal
(variable ADNr bacteriano S16.
dependiente)
Edad Anos del paciente desde el Anos del paciente | Cuantitativa
(variable nacimiento hasta el momento basado en fecha discreta
independiente) de la cirugia. de nacimiento y
fecha de cirugia.
Género Conjunto de seres que tienen Masculino o Cualitativa
(variable uno o varios caracteres femenino dicotémica
independiente) comunes
Mastoidectomia | Procedimiento quirdrgico que Primaria o de Cualitativa
(variable consiste en remover el hueso revision dicotémica

independiente)

cortical, asi como las celdillas
mastoideas.
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13. RESULTADOS

Se obtuvieron 26 muestras durante la cirugia de mastoides, tanto primaria como de revision,
por otitis media crénica con colesteatoma. Se incluyeron 13 nifios , 9 hombres y 4 mujeres , de

1 afo a 17 afos (edad media, 10.3 afos).

La presencia y abundancia relativas de diferentes bacterias se muestran en la Tabla
1.(ANEXOS)

Sin embargo, la negatividad de una bacteria en el perfil 16S no fue un indicador completamente
confiable de su verdadera ausencia: a menudo pequefias cantidades de bacterias

permanecieron sin ser descubiertas.

El ADN se aislé de las muestras recolectadas y se procedid a su analisis mediante
pirosecuenciacion basado en el gen 16SrRNA para caracterizar la microbiota bacteriano.
Durante la clasificacién taxondmica utilizando los datos del subconjunto, pudimos clasificar mas
del 98% de las secuencias a nivel de phyla, clase, orden y familia; sin embargo, esta tasa

disminuyd a menos del 92% a nivel de especie.

De las 26 muestras analizadas, pre y post aplicacion de MESNA, la mayoria correspondieron a:
Firmicutes 31.7%, Proteobacteria 29.8%, Actinobacteria 28.3%, Cyanobacteria 1.4%,

Bacteroidetes 6.8%.

El 31.9% pertenecian a bacterias gram postivas, mientras que 67.5%, eran bacterias gram

negativas.

En ninguna de las muestras se obtuvo un solo agente bacteriano. En las tablas podemos

observar la diversidad bacteriana de cada paciente.

De las bacterias Firmicutes se obtuvieron las clases Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia,
Negativicutes. De las proteobacterias recabamos alphaproteobacteria, betaproteobacterias,
deltaproteobacterias, epsilonproteobacterias, gammaproteobacterias. Actinobacterias, la clase
mas predominante fue la actinobacteria. De los Bacteroides se presentaron la clase bacteroidia,

Cythophagia, Flavobacteriia, Sphingobacteriia.
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Obtuvimos 4 especies del grupo de Actinomyces, los cuales estaban presentes en 2/13

muestras en la primera toma y en 5/13 muestras posterior al uso de MESNA.

Se obtuvieron 8 especies del grupo Corynebacteryum. En 8 muestras hubo mas 1 de especie

posterior al uso de MESNA.

De la familia Corynebacteriacea, de género y especie no identificada, se demostré su presencia
en el 3.70% del total, con 7/13 en la toma de muestra pre MESNA y en 5/13 post MESNA.
Turicella ofitidis fue hallada en 6.70% de las tomas; en 5/13 pre-aplicacién de MESNA (5/13) y
en 0/13 post MESNA.

Propionibacterium acnes se encontré en el 10.7 %; 11/13 pre MESNA, y en 12/13 post MESNA.

Cabe sefialar que en 6 muestras presentd un aumento en su concentracion.

S. capitis-caprae-epidermidis fue reportado en el 12.7% del total de muestras, sobre todo en el
paciente 99 A (92.70%) donde fue el patégeno dominante. En este caso logré concentrarse al
100% posterior a la colocacion de MESNA. Este agente se reportd en 5/13 de las muestras pre
MESNA y en 8/13 post MESNA.

Se identific6 Pelomonas saccharophila en 3%; con 3/13 de las muestras pre y en 8/13 post
MESNA.

Pseudomonas fluorescens-yamanorum en 4.6 %; en 6/13 de las muestras pre y en 6/13 post
aplicacion de MESNA mostrando aumento en su concentraciéon en 4 muestras, y disminucién o

desaparicién en 5.

Escherichia-Shigella coli se obtuvo en el 4.6% , correspondientes a 6/13 y 4/13 pre y post

MESNA respectivamente.

Streptococcus mitis-oralis-sanguinis se encontré en 2.4%. En la muestra 60A en un 26.7%, con

disminucion al 3.4 % posterior a la aplicacion de MESNA.
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14. DISCUSION

Aunqgue no observamos agentes causales dominantes novedosos, nuestros resultados pueden

contribuir al conocimiento de las especies que rara vez se ven en la OMC colesteatomatosa.

El desarrollo de nuevas tecnologias con enfoques moleculares ha permitido realizar una
investigacion detallada de la diversidad y complejidad de los microorganismos que pueden estar

presentes en las diversas muestras de tejidos. **

T. otitidis fue un patégeno claramente dominante en 5 muestras. Hasta ahora, al igual que en

335 |a discusion sobre el papel de este agente como colonizador del

otras investigaciones
conducto auditivo externo o como patégeno ha sido motivo de multiples debates; nuestros
resultados sugieren que, en algunos casos de OMC, podria ser un agente causal, como ha sido

reportado en otros estudios. >

La proporcion de A. otitidis en el total de nuestras muestras de OMC fue menor al reportado en

estudios previos, y solo fue el patdgeno dominante en un solo paciente.

Debido a la cuantificacion relativa que es una caracteristica del perfil del gen 16S, podemos
distinguir las patdégenas dominantes presentes en grandes cantidades de las sefales de las
bacterias presentes en pequefas cantidades, cuya participacion patdégena podria ser poco

probable.

Propionibacterium forma parte del microbiota normal de la piel, boca e intestino. Se cree que
desempefian un papel en la estabilizacién de la microbiota normal al ocupar sitios que luego no
pueden ser invadidos por patégenos.> Es posible que se produzcan perturbaciones en el
microbiota comun debido, por ejemplo, al uso excesivo de antibiéticos y / o la inmunidad
comprometida y que esto favorezca la aparicion de la enfermedad. En nuestra investigacién fue

hallado en 23/26 tomas, representando el 10.7% del total de las muestras.
Se cree que la OMC con colesteatoma es el resultado de bacterias que ascienden desde la

nasofaringe a través de la trompa de Eustaquio o que invaden el conducto auditivo externo a

través de una perforacién de la membrana timpanica. '®

32



En otros estudios se ha demostrado la deteccién de géneros bacterianos asociados con su
capacidad para la formacién de biopeliculas como sucede con especies de Pseudomonas °. En

este estudio, Pseudomona estuvo presente en el 4.6% de las muestras.

Los hallazgos preliminares de nuestro estudio deberan validarse en el futuro con tamafnos de

muestra mas grandes.

Como ya ha sido reportado por otros autores, confirmamos que la NGS nos permite obtener
mayor positividad del método y esto puede explicarse por su capacidad para detectar
microbiomas acumulativos en una muestra y su capacidad para detectar bacterias en baja
abundancia. ** Este método también permite la identificacion de organismos raros dentro de
una comunidad polimicrobiana que de otra manera serian enmascarados por bacterias

dominantes en un ensayo tradicional basado en cultivos.

Sin embargo, esto didé como resultado bacterias no tan relevantes para nuestro padecimiento.

Los estudios del oido medio relacionados con 16S rRNA comenzaron en los afos 80 y
principios de los 90. * En nuestra investigacién pudimos observar que con una pequefia
cantidad de muestra fue posible obtener aislamientos de microorganismos, que de otra forma, y

con el empleo de técnicas convencionales no hubiera sido posible.

P. aeruginosa, Proteus spp., S. aureus, Bacteroides spp., Clostridium spp. y Bifidobacterium
spp. son bacterias que se han reportado en los casos de colesteatoma extenso y asociado a

complicaciones. *"%

De acuerdo con nuestros resultados preliminares, la presencia de bacterias gramnegativas,
grampositivas, aerobias y anaerdbicas en muestras de colesteatoma esta acorde con diversas

publicaciones. '®
La colonizacion nasal con Staphylococcus, y eventos como la rinitis pueden alterar el

microbioma del oido medio, de tal forma que pudiéramos encontrarlo también dentro del oido

medio. ¥
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Un informe anterior mostré que las bacterias Actinobacteria y Firmicutes comprenden un gran
porcentaje de los microbiomas en oido medio y nariz. Estudios recientes también revelaron que
la mayoria de las bacterias aisladas de oido medio normal de individuos sanos eran especies
de Staphylococcus coagulasa negativas (63% —83%) y Corynebacterium diphtheriae (19% —
32%). Los estafilococos coagulasa negativos y Corynebacterium diphtheriae son generalmente
considerados como microorganismos comensales del oido medio que pueden contribuir o
incluso ser causa de enfermedad. ** En esta investigacién pudimos observar que los
estafilococos coagulasa negativo son microorganismos que se presentan en las muestras de

pacientes con patologia mas agresiva, con recurrencia.

Como se ha visto en otros trabajos sobre el uso de MESNA en OMC colesteatomatosa en
nifos, ademas de tener efecto en las laminas de queratina (rompiendo los enlaces disulfuro),
provoca alteraciones en la estructura del biofilm y su la separacion del tejido de colesteatoma.
En este trabajo pudimos observar que quiza el MESNA favorezca que los grupos de bacterias
se concentren mayormente y debido a que se han disminuido las proteinas de adhesion y
expresion de exopolisacaridos relacionados a la union y formacion de las biopeliculas,
perdiendo su proteccidén y cuestionandonos ;de que si las bacterias podrian quedar mas

susceptibles para su erradicacion con algun tratamiento ?

Debido a las hipoétesis que se han formulado en trabajos previamente publicados, el MESNA
pudiera ser un facilitador para otras opciones terapéuticas al alterar la estructura de biofilm. Los
efectos del MESNA en las biopeliculas no se ha estudiado exhaustivamente. Un estudio
reciente con E. coli mostr6 que el compuesto era capaz de inhibir las fases iniciales de
adhesion y formacion de biopeliculas, destruyendo las membranas maduras, reduciendo los
niveles de proteinas extracelulares y exopolisacaridos e inhibiendo la expresiéon de genes

asociados con proteinas de adhesion y la expresion de exopolisacaridos.

Finalmente, el papel del MESNA en la OMC colesteatomatosa pudiera ubicarse plenamente en
el manejo quirtrgico de esta entidad con resultados altamente satisfactorios. *° Los estudios
previos que mostraron disgregacion de la biopelicula ' en el motivaron a la busqueda de los
efectos del MESNA en los microorganismos presentes en esta patologia, sin embargo, los
resultados preliminares de esta investigacién no muestran efectos positivos en cuanto a lisis o

propiedades bactericidas en los gérmenes bacterianos. Sin embargo, si observamos cambios
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en la microbiota. La expresion y repercusion clinica de dichos cambios debera ser motivo de

otros estudios, con un tamafo de muestra mas representativo.
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15. CONCLUSION

En otras investigaciones se ha concluido que el MESNA no causa lisis bacteriana ni muestra
propiedades bactericidas. Sin embargo, en nuestro estudio se aprecid la desaparicién de
bacterias en algunas muestras previamente reportadas. Este hallazgo quiza pueda deberse a la
precision del método de secuenciacién que haya eliminado la presencia de gérmenes en las
muestras y no por el efecto del medicamento.

Desafortunadamente el tamafio de la muestra es muy pequefio para poder demostrar el efecto
del MESNA en la eliminaciéon bacteriana. No obstante, pudimos demostrar cambios en la
microbiota del colesteatoma posterior a su aplicacion que pudieron ser documentados mediante
técnicas de biologia molecular como es la secuenciacion del ADN ribosomal bacteriano S16.

La expresion y repercusion clinica de los cambios observados debera ser motivo de otros

estudios, con un tamafo de muestra mas representativo.

36



16. CRONOGRAMA

Octubr
e 2018

Julio
2018

Agosto
2018

Septie
mbre

Periodo/
Etapa

Eleccion de
tema

Busqueda de
bibliografia

Elaboracion de
Anteproyecto

Aprobacion de
Protocolo

Recoleccion de
Datos

Procesamiento y
analisis de los
datos

Redaccion de
tesis

Presentacion de
resultados.

Novie
mbre
2018

Dicm | Ener | Febr | Mar
ebre o ero Z0
2018 | 2019 | 2019 | 201

Abr
il
201

37

Mayo
2019




17. REFERENCIAS

1. Nevoux J, Lenoir M, Roger G et al. Childhood cholesteatoma. Eur Ann Otorhinolaryngol Head
Neck Dis. 2010; 127:143-150.

2. Morita Y, Yamamoto Y, Oshima S, Takahashi K, Takahashi S. Pediatric middle ear
cholesteatoma: the comparative study of congenital cholesteatoma and acquired cholesteatoma.
European Archives of Oto-Rhino-Laryngology. 2015;273(5):1155-1160.

3.Flint P, Cummings C, Chole, R. Cummings otolaryngology. 6th ed. Philadelphia, Pa: Elsevier,
Saunders; 2015. Chapter 139, Chronic Otitis Media, Mastoiditis, and Petrositis. Cummings
Otolaryngology Head and Neck Surgery

4. Bluestone C, Rosenfeld R. Surgical atlas of pediatric otolaryngology. 5th ed. Canada: BC
Dekker Inc; 2002. Chapter 5, Mastoidectomy and Cholesteatoma.

5. Morita Y, Yamamoto Y, Oshima S, Takahashi K, Takahashi S. Acquired cholesteatoma in

children: Clinical features and surgical outcome. Auris Nasus Larynx. 2014;41(5):417-421.

6. Bassiouny M, Badour N, Omran A, Osama H. Histopathological and immunohistochemical
characteristics of acquired cholesteatoma in children and adults. Egyptian Journal of Ear, Nose,
Throat and Allied Sciences. 2012;13(1):7-12.

7. Maniu A., Harabagiu O., Perde Schrepler M., Catana A., Fanuta B., Mogoanta C.A. Molecular
biology of cholesteatoma. Rom. J. Morphol. Embryol. 2014;55:7-13

8. Galli J, Calo L, Giuliani M, Sergi B, Lucidi D, Meucci D et al. Biofiim’s Role in Chronic
Cholesteatomatous Otitis Media. Otolaryngology—Head and Neck Surgery. 2016;154(5):914-

916.

9. Minami S, Mutai H, Suzuki T, Horii A, Oishi N, Wasano K et al. Microbiomes of the normal

middle ear and ears with chronic otitis media. The Laryngoscope. 2017;127(10):E371-E377.

38



10. De la Torre Gonzalez C, Huante-Guido M, Velazquez Guadarrama N, Preciado D, Patifio
Lopez G. Changes in biofilm in chronic cholesteatomatous otitis media in children following the
application of sodium 2-mercaptoethanesulfonate (MESNA). International Journal of Pediatric
Otorhinolaryngology. 2018;110:48-52.

11. Kalcioglu M, Guldemir D, Unaldi O, Egilmez O, Celebi B, Durmaz R. Metagenomics Analysis
of Bacterial Population of Tympanosclerotic Plaques and Cholesteatomas. Otolaryngology—
Head and Neck Surgery. 2018;159(4):724-732.

12. Frickmann H. Cholesteatoma ? A Potential Consequence of Chronic Middle Ear

Inflammation. Otolaryngology. 2012;02(03).

13.Kaya E, Dag |, Incesulu A, Gurbuz M, Acar M, Birdane L. Investigation of the Presence of
Biofilms in Chronic Suppurative Otitis Media, Nonsuppurative Otitis Media, and Chronic Otitis
Media with Cholesteatoma by Scanning Electron Microscopy. The Scientific World Journal.
2013;2013:1-6.

14. Post J, Hiller N, Nistico L, Stoodley P, Ehrlich G. The role of biofilms in otolaryngologic
infections: update 2007. Current Opinion in Otolaryngology & Head and Neck Surgery.
2007;15(5):347-351.

15. Post J. Direct evidence of bacterial biofilms in otitis media. The Laryngoscope.
2015;125(9):2003-2014.

16.- Chole R, Faddis B. Evidence for Microbial Biofiims in Cholesteatomas. Archives of
Otolaryngology—Head & Neck Surgery. 2002;128(10):1129.

17. Brook |. Bacteriology of chronic otitis media. JAMA: The Journal of the American Medical
Association. 1979;241(5):487-488.

18. Madana J, Yolmo D, Kalaiarasi R, Gopalakrishnan S, Sujatha S. Microbiological profile with

antibiotic sensitivity pattern of cholesteatomatous chronic suppurative otitis media among

children. International Journal of Pediatric Otorhinolaryngology. 2011;75(9):1104-1108.

39



19. Brook |. The role of anaerobic bacteria in chronic suppurative otitis media in children:
Implications for medical therapy. Anaerobe. 2008;14(6):297-300.

20. Minami S, Mutai H, Suzuki T, Horii A, Oishi N, Wasano K et al. Microbiomes of the normal
middle ear and ears with chronic otitis media. The Laryngoscope. 2017;127(10):E371-E377.

21. Yilmaz M, Goksu N, Bayramoglu |, Bayazit Y. Practical Use of MESNA in Atelectatic Ears
and Adhesive Otitis Media. ORL. 2006;68(4):195-198.

22. Kalcioglu M, Cicek M, Bayindir T, Ozdamar O. Effectiveness of MESNA on the success of
cholesteatoma surgery. American Journal of Otolaryngology. 2014;35(3):357-361.

23. Vincenti V, Magnan J, Saccardi M, Zini C. Chemically Assisted Dissection by Means of
Mesna in Cholesteatoma Surgery. Otology & Neurotology. 2014;35(10):1819-1824.

24. Mantilla E, De la Torre C, et al. Uso de MESNA en el tratamiento de colesteatoma adquirido
de oido medio en nifios. Evaluacion mediante microscopia de luz y electronica. “Tesis sub-

especialidad” Ciudad de México: Universidad Nacional Autonéma de México; 2016 39p.

25. Preciado D. Biology of cholesteatoma: Special considerations in pediatric patients.

International Journal of Pediatric Otorhinolaryngology. 2012;76(3):319-321.

26. Morita Y, Yamamoto Y, Oshima S, Takahashi K, Takahashi S. Pediatric middle ear
cholesteatoma: the comparative study of congenital cholesteatoma and acquired cholesteatoma.
European Archives of Oto-Rhino-Laryngology. 2015;273(5):1155-1160.

27. Prescott C. Cholesteatoma in children—the experience at The Red Cross War Memorial
Children’s Hospital in South Africa 1988-1996. International Journal of Pediatric

Otorhinolaryngology. 1999;49(1):15-19.

28. Ahn S, Oh S, Chang S, Kim C. Prognostic factors of recidivism in pediatric cholesteatoma

surgery. International Journal of Pediatric Otorhinolaryngology. 2003;67(12):1325-1330.

40



29. Saunders J, Murray M, Alleman A. Biofiims in chronic suppurative otitis media and
cholesteatoma: scanning electron microscopy findings. American Journal of Otolaryngology.
2011;32(1):32-37.

30. Casale M, Di Martino A, Salvinelli F, Trombetta M, Denaro V. MESNA for chemically
assisted tissue dissection. Expert Opinion on Investigational Drugs. 2010;19(6):699-707.

31. Vincenti V, Mondain M, Pasanisi E, Piazza F, Puel J, Baccius et al. Cochlear Effects of
Mesna Application into the Middle Ear. Annals of the New York Academy of Sciences.
1999;884(1):425-432.

32. Chen S, He N, Yu J, Li L, Sun F, Hu y et al. Inhibitory effect of 2-mercaptoethane sulfonate
on the formation of Escherichia coli biofilms in vitro. Molecular Medicine Reports.
2015;12(4):5223-5230.

33. Petti C, Polage C, Schreckenberger P. The Role of 16S rRNA Gene Sequencing in
Identification of Microorganisms Misidentified by Conventional Methods. Journal of Clinical
Microbiology. 2005;43(12):6123-6125.

34. Kalcioglu M, Guldemir D, Unaldi O, Egilmez O, Celebi B, Durmaz R. Metagenomics Analysis
of Bacterial Population of Tympanosclerotic Plaques and Cholesteatomas. Otolaryngology—

Head and Neck Surgery. 2018;159(4):724-732.

35. Ricciardiello F, Cavaliere M, Mesolella M, lengo M. Notes on the microbiology of

cholesteatoma: clinical findings and treatment. Acta Otorhinolaryngol Ital. 2009;29:197-202

36. Neeff M, Biswas K, Hoggard M, Taylor M, Douglas R. Molecular Microbiological Profile of
Chronic Suppurative Otitis Media. Journal of Clinical Microbiology. 2016;54(10):2538-2546.

37.Ju F, Zhang T. 16S rRNA gene high-throughput sequencing data mining of microbial diversity
and interactions. Applied Microbiology and Biotechnology. 2015;99(10):4119-4129.

41



38. Su Z, Ning B, Fang H, Hong H, Perkins R, Tong W et al. Next-generation sequencing and its
applications in molecular diagnostics. Expert Review of Molecular Diagnostics. 2011;11(3):333-
343.

39. Santos-Cortez R, Hutchinson D, Ajami N, Reyes-Quintos M, Tantoco M, Labra P et al.
Middle ear microbiome differences in indigenous Filipinos with chronic otitis media due to a

duplication in the A2ML1 gene. Infectious Diseases of Poverty. 2016;5(1).
40. De la Torre C, Vilamor P. Chemically Assisted Dissection With Sodium 2-

Mercaptoethanesulfonate (MESNA) in the Surgical Management of Pediatric Cholesteatoma.
Otology & Neurotology. 2019;40(5):645-650.

42



18. LIMITACION DEL ESTUDIO

Debido a lo costoso del procesamiento de las muestras, el tamafio de la muestra es muy
pequefo para poder demostrar el efecto del MESNA en la eliminacion bacteriana.
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19 . ANEXOS

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ Servicio de Otorrinolaringologia
Protocolo de investigacion: “Cambios en la microbiota en la otitis media cronica
colesteatomatosa en nifos posterior a la aplicacion de 2- mercaptoetanosulfonato de

sodio (MESNA) mediante estudio de biologia molecular gen 16S”.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Les invitamos a participar en un estudio experimental en el cual se evaluaran los cambios en la
biopelicula bacteriana del tejido de colesteatoma posterior a la aplicacion de un medicamento
llamado MESNA.La participacion en el estudio es totalmente voluntaria y no estan forzado a
participar si asf lo desean.Les solicitamos lean la siguiente informacién. Si existiera alguna duda

o pregunta inféormenlo a la persona que les proporcioné este documento.

Objetivo del estudio

El manejo del colesteatoma en nifios es dificil debido al comportamiento clinico agresivo y a las
elevadas tasas de recidiva del mismo. Estas caracteristicas han sido asociadas a la presencia
bacterianas en el colesteatoma, por lo cual este trabajo pretende evaluar si existen cambios en

las bacterias posterior a la aplicacion de un farmaco llamado MESNA.

Responsables del estudio
El protocolo se esta llevando a cabo en el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Infantil
de México Federico Gémez y cuenta con el apoyo del laboratorio de enfermedades infecciosas

del hospital, asi como especialistas en el area de labiologia molecular y gendémica.

44



Dentro del servicio de Otorrinolaringologia los responsables del estudio son el Jefe de Servicio
Dr. Carlos de la Torre Gonzalez y la Dra. Luz Elvira Hernandez Alcantara, residente de 6to afno

de la supraespecialidad. Puede contactarlos al teléfono 52289917 ext. 2033.

Toma de muestras

Durante la cirugia que se le realizara al paciente se tomara una primera muestra del tejido de
colesteatoma y posteriormente una segunda muestra después de la aplicacion del farmaco
MESNA, mismas que seran procesadas para su evaluacion.

La seguridad del farmaco aplicado dentro del oido ha sido comprobada en estudios
experimentales en seres humanos por lo cual no existen riesgos con su utilizacién.
Permanencia durante el estudio

Si usted decide retirarse del estudio puede hacerlo de forma libre en cualquier momento

durante el mismo y esto no afectara la atenciéon que seguira recibiendo en nuestra institucion.

Confidencialidad

La informacion obtenida se manejara de forma confidencial y no se compartird con ninguna
persona que no sea responsable de su cuidado médico o que no sea participante del protocolo
de investigacién. No se utilizaran nombres durante la generacién de resultados del estudio y
tampoco apareceran en los reportes derivados del mismo.

Es importante aclarar que no se ofrece ningun pago a los participantes del estudio.

Entiendo y acepto que mi hijo(a) participe en el protocolo de investigacion.

Nombre y firma de la persona legalmente responsable
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Testigo

Testigo

Testigo

Fecha
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TABLA 1
BACTERIAS POR GENERO Y ESPECIE REPORTADAS.

PREMESNA

POST MESNA
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1;c__Actinobacteria;o__Coryn . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
:bacteriales;f__Dietziaceae;g_ 0 0 0 [ [ [ [ [ 9 [ 0 [ [ [
_Dietzia;s__timorensis 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00
1;c__Actinobacteria;o__Coryn . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
:bacteriales;f__Mycobacteriac 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
2ae;g__Mycobacterium;s__ch 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iranicum %l %l % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Actinobacteria;o__Coryn . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
:bacteriales;f__Mycobacteriac 2 0 0 ] [ [ [ 9 [ [ 0 [ [ [
2ae;g__Mycobacterium;s__do 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
‘i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Actinobacteria;o__Coryn . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
:bacteriales;f__Mycobacteriac 2 0 0 [ 5 [ [ [ [ 8 0 [ [ [
2ae;g__Mycobacterium;s__go 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
‘donae %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.90 0.00 0.00
1;c__Actinobacteria;o__Frank . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Geodermatophilaceae 1 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
g__Blastococcus;s__sp6057 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Actinobacteria;o__Frank . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Geodermatophilaceae 0 3 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
dg__Modestobacter;s__marinu 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
s-versicolor %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Frank . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Nakamurellaceae;g__ 0 0 0 [ [ [ [ [] [ 1 0 [ [ [
Nakamurella;s__flavida [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 (0.00%
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Brevibacteriacea 1 [1] L] 0 L] 0 L] 0 9 0 L] 0 L] 0
2;g__Brevibacterium;s__NA 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Intrasporangiace 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ 5
1e;g__Phycicoccus;s__aerop 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1rilus-bigeumensis- %| % | % % % % % % % % % % % %
i idimutans
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Intrasporangiace 0 0 0 ] [ [ [ [ [ 5 0 [ [ [
1e;g__Phycicoccus;s__dokdo 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1ensis %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Microbacteriacea [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
2;g9__Curtobacterium;s__flacc 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
imfaciens- %S| %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.80 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Microbacteriacea 1 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
2;g__Microbacterium;s__flave 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
scens %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.20 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Microbacteriacea [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
2;g__Microbacterium;s__sacc 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1arophilum %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Micrococcaceae; [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Kocuria;s__aegyptia- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
dolaris %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Micrococcaceae; [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Kocuria;s__assamensis- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
2alustris %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Micrococcaceae; [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 9 0 L] 0 L] 0
3J__Kocuria;s__marina 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Micrococcaceae; 1 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Kocuria;s__polaris 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Micrococcaceae; [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Rothia;s__aeria 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%S| % | % % % % % % % % % % % %
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<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;¢c__Actinobacteria;o__Micro . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
soccales;f__Micrococcaceae; 2 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Rothia;s__endophytica 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Propi . . . . . . . 8 . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
>nibacteriales;f__Nocardioida 1 [1] L] 0 L] 0 L] . L] 0 L] 0 L] 0
seae;g__Nocardioides;s__alpi 0 0 0 [ [ [ [ 6 [ [ 0 [ [ [
us %| %| % % % % % 0 % % % % % %

%

<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Propi . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
>nibacteriales;f__Nocardioida [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 1 L] 0 L] 0
seae;g__Nocardioides;s__sp7 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
365 %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 6.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Propi . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
>nibacteriales;f__Propionibac 2 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
‘eriaceae;g__Brooklawnia;s__ 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
serclae-sp7821 %| % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Propi . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
>nibacteriales;f__Propionibac 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
‘eriaceae;g__Luteococcus;s_ 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
_japonicus %| % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 1 0 1 2 2 1 0 5 7 2 0 0 2 1 0.00 1.7 1.1 16.2 15.4 6.10 7.20 6.50 16.8 3.80 16.2 3.70 45.7

1;c__Actinobacteria;o__Propi 0 . 0 ] 4 . . . . . . . 3 9 % 0% 0% 0% 0% % % % 0% % 0% % 0%
>nibacteriales;f__Propionibac . 7 . . . [ [ 9 5 6 0 9 . .
‘eriaceae;g__Propionibacteriu 7 0 6 7 8 [ [ [ [ [ 0 [ 5 5
mn;s__acnes [1] % L] 0 L] % % % % % % % L] 0
% % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Propi . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
>nibacteriales;f__Propionibac 1 0 [ [ [ [ [ [ 1 [ 0 [ 2 [
‘eriaceae;g__Propionibacteriu 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
n;s__gr %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 14.6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Strept . . . . . . . . . . . . . . % % % 0% % % % % % % % % %
>mycetales;f__Streptomyceta 6 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
seae;g__Streptomyces;s__ha 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iiensi: %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Actinobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1;c__Actinobacteria;o__Strept . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
>mycetales;f__Streptomyceta 1 0 [ [ [ [ [ [ [ 3 0 [ [ [
seae;g__Streptomyces;s__sp 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
10042 %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.70 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Bacteroidaceae;g__Ba 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 7 [ [
steroides;s__fragilis 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 121 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % 0% % % % % %
ales;f__Bacteroidaceae;g__Ba 5 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
steroides;s__vulgatus 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . 9 . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Porphyromonadaceae 1 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 . [ [
g__Porphyromonas;s__benn 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 1 [ [
Jnis %| %| % % % % % % % % % 0 % %

%

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.80 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Porphyromonadaceae 5 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 4 [ [ [
g__Porphyromonas;s__cangi 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1givalis %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 5 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 13.4 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . 2 . . . % % % % % % % % % 0% % % %
ales;f__Porphyromonadaceae 2 0 0 [ [ [ [ [] [ 3 . [ 3 [
g__Porphyromonas;s__some 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 5 [ [ [
ae %| %| % % % % % % % % 0 % % %

%

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Prevotellaceae;g__All 1 0 0 [ [ [ [ [ 9 [ 0 [ [ [
sprevotella;s__sp13491 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Prevotellaceae;g__NA 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 2 [ [ [
s__sp13865 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 11.5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % 0% % % % % % % % % % %
ales;f__Prevotellaceae;g__Pre 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
rotella;s__disiens [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Prevotellaceae;g__Pre 1 0 6 [ [ [ [ [] [ [ 0 1 [ [
rotella;s__nanceiensis [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Prevotellaceae;g__Pre 1 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 7 [ [ [
rotella;s__oris [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Bacteroidia;o__Bacteroid . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Rikenellaceae;g__Alis 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iipes;s__finegoldii 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 14.5 0.00 0.00 0.00 0.00

c__Cytophagia;o__Cytophag . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % 0% % % % %
ales;f_Cy _ Dby | 6] o[ o]l o] o]o]o]o|o|oflo|]o]o]o
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adobacter;s__koreensis- [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
5p15138 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 231
c__Cytophagia;o__Cytophag . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % 0%
ales;f__Cytophagaceae;g__Hy 9 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
menobacter;s__metalli [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
c__Cytophagia;o__Cytophag . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
ales;f__Cytophagaceae;g__Ni 3 0 5 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
sribacter;s__sp15267 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
c__Flavobacteriia;o__Flavob . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
acteriales;f__Blattabacteriace 3 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 9
1e;g__Blattabacterium;s__sp1 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
3132 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
c__Flavobacteriia;o__Flavob . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
acteriales;f__Flavobacteriacea [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
2;g9__Flavobacterium;s__haue 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1se %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
c__Flavobacteriia;o__Flavob . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
acteriales;f__Flavobacteriacea [1] 3 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
2;g__Flavobacterium;s__sp16 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
80 %l %l % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Bacteroidetes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
c__Sphingobacteriia;o__Sphi . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
1gobacteriales;f__Sphingoba 0 2 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
steriaceae;g__Pedobacter;s__ 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
areilyticus %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Chloroflexi;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.10 0.00 0.00 0.00 0.00 1.60
_Thermomicrobia;o__NA;f__N . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
A;g_ NA;s_ sp21841 2|/ olo|o]o|o|o|o|o|lo|o]|]o]|]ofo
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Cyanobacteri 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Chloroplast;o__NA;f__N . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
A;g__Castanea;s__mollissima 1 0 0 [ [ [ [ 4 [ [ 0 [ [ [
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Cyanobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.10 0.00 0.00
1;c__Chloroplast;o__NA;f__N . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
A;g_ NA;s__NA 15|l 0| ofoflof|o|lo|o|]o]|o0o|of|o]fo
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Cyanobacteri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0.00 0.00 0.00 0.00 245 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Chloroplast;o__Pinus . . . . . . . . . . . . . . % % % % 0% % % % % % % % %
wallichiana;f__Pinus 2 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 2
wallichiana;g__Pinus;s__walli 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
shiana %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Deinococcus- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Thermus;c__Deinococci;o__D . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
sinococcales;f__Trueperacea 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
2;9__Truepera;s__radiovictrix 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Bacil . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
aceae;g__Bacillus;s__muralis 0 1 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
simplex-thuringiensis 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Fami . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
y 3 1 0 0 0 2 0 0 5 0 0 0 0 0
Kl;g__Gemella;s__haemolysa 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
ini iwanensis %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Liste . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
iaceae;g__Brochothrix;s__ca 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
npestris 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 16.4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Stap . . . . . . . . . . . . . . % 0% % % % % % % % % % % %
1ylococcaceae;g__Salinicocc 6 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
1s;s__gingdaonensis 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 1 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.10 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Stap . . . . . 3 . . . 1 . . . . % % % % % % % % % % % % %
1ylococcaceae;g__Staphyloc 9 0 0 ] [ . [ [ [ . 0 [ [ [
Jccus;s__argenteus-aureus- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ 5 0 [ [ [
simiae %| %| % % % 0 % % % 0 % % % %
% %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 2.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Stap . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
1ylococcaceae;g__Staphyloc 1 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>ccus;s__auricularis [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 1 9 0 0 8 0 0 9 2 0 0 0 0 0 100. 49.8 7.90 0.00 9.20 13.3 27.9 5.20 0.00 0.00 1.60 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Stap 2 2 . . . . . . . . . . . . 00% 0% % % % 0% 0% % % % % % %
1ylococcaceae;g__Staphyloc . . 0 [ 8 2 [ 8 8 [ 0 [ [ [
Jccus;s__capitis-caprae- 7 7 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
:pidermidis 0 0 % % % % % % % % % % % %
%| %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Stap . . . . . . . . . . . . 3 . % % % % % % % % % % % % %
1ylococcaceae;g__Staphyloc 6 1 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ . [
>ccus;s__epidermidis 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ 5 [
%| %| % % % % % % % % % % 0 %
%
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 38.5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Bacilli;o__Bacillales;f__Stap . . . . . . . . . . . . . . % % % 0% % % % % % % % % %
1ylococcaceae;g__Staphyloc 5 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>ccus;s__epidermidis- 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
10minis %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Zarnobacteriaceae;g__Alloioc 4 0 [ [ [ [ [ 4 [ [ 0 [ [ [
sccus;s__otitis [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Zarnobacteriaceae;g__Granuli 0 1 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
satella;s__adiacens [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.90 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Zarnobacteriaceae;g__Granuli 1 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
satella;s__elegans 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Znterococcaceae;g__Enteroc 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 1 [ [ [
sccus;s__NA [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 2 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0.00 13.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.30 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . 2 . . . . . % 0% % % % % % % % % % % %
Streptococcaceae;g__Strepto 0 0 [ [ [ [ [ [ . [ 0 [ [ [
soccus;s__NA [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 9 0 L] 0 L] 0
%| %| % % % % % % 0 % % % % %

%

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 11.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % 0% % % % % % % % %
Streptococcaceae;g__Strepto 4 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
soccus;s__australis [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 2 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.40 0.00 0.00 4.10 7.80 6.70

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . 2 . 6 . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Streptococcaceae;g__Strepto 4 1 0 [ [ [ . [ . 4 0 [ [ [
soccus;s__mitis-oralis- [1] [1] L] 0 L] 0 5 0 7 0 L] 0 L] 0
sanguinis %| % | % % % % [ % [ % % % % %

% %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Streptococcaceae;g__Strepto 0 0 0 [ [ [ [ [ 7 [ 0 [ [ [
soccus;s__mitis-pneumoniae 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Streptococcaceae;g__Strepto 3 0 0 ] 8 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
soccus;s__pneumoniae 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Streptococcaceae;g__Strepto 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
soccus;s__salivarius- [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
i is %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 1 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 10.1 1.4 0.00

_Bacilli;o__Lactobacillales;f__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % 0% 0% %
Streptococcaceae;g__Strepto 0 0 0 ] [ 1 [ [ 9 [ 0 [ [ [
soccus;s__sanguinis 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Kl;g__Anaerococcus;s__NA 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l %| % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Kl;g__Anaerococcus;s__hydr 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
li: %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0
Kl;g__Anaerococcus;s__prev 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
otii-tetradius %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 3 0 0 0.00 0.00 4.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.60 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 3 0 0
Kl;g__Anaerococcus;s__vagin 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
alis %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.00 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Kl;g__Ezakiella;s__sp31234 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Kl;g__Finegoldia;s__magna 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 12.8 0.00 0.00 0.00 0.00 5.80 0.00 0.00 1.80

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % 0% % % % % % % % %
_Family 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0
Kl;g__Murdochiella;s__sp312 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
4] %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0
Kl;g__Parvimonas;s__micra 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.10 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__duerd 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
2nii %l % | % % % % % % % % % % % %

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.30 0.00 0.00 0.00

_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 5 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__gross 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
:nsis %l % | % % % % % % % % % % % %
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<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__gross 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
nsis-harei %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.0 0.00 0.00 0.00 0.60 2.80 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % 0% % % % % % % %
_Family 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__harei 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__lacri 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
nalis %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__sp313 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
10-sp31313 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__sp313 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
" %l %l % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kl;g__Peptoniphilus;s__sp313 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
13 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Kl;g__Tissierella;s__praeacut 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
] %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Kl;g__Tissierella;s__sp31383 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . [ . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Family 4 0 . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kllil;g__NA;s__infirmum 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%| % | 0 % % % % % % % % % % %

%

<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Lachnospiraceae;g__Coproc 2 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jccus;s__comes-sp32193 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Lachnospiraceae;g__Fusicat 1 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
:nibacter;s__saccharivorans [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Lachnospiraceae;g__NA;s__ 2 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
5p33692 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%l %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Lachnospiraceae;g__Oribact 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
arium;s__sinus [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 1.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Peptostreptococcaceae;g__P 1 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
:ptostreptococcus;s__anaero 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
dius %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Ruminococcaceae;g__*Solea 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 1 [ [ [
‘errea;s__sp34502 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Ruminococcaceae;g__Faecal 3 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
bacterium;s__prausnitzii 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.80
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Ruminococcaceae;g__NA;s_ 2 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
_Sp34732 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Clostridia;o__Clostridiales;f_ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
_Ruminococcaceae;g__Subdo 3 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
igranulum;s__sp35582 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Erysipelotrichia;o__Erysipel . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
strichales;f__Erysipelotrichac 1 0 0 [ [ [ [ [] 3 [ 0 [ [ [
2ae;g__Holdemanella;s__sp36 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
738 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Negativicutes;o__Selenomon . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
adales;f__Veillonellaceae;g__ 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jdialister;s__propionicifaciens 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Firmicutes;c_ 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_Negativicutes;o__Selenomon . . . 1 . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
adales;f__Veillonellaceae;g__ 8 2 0 . 0 [ [ [ [ [ 1 [ [ [
Jeillonella;s__parvula 0 0 0 6 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%| %| % 0 % % % % % % % % % %

%
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<__Bacteria;p__Fusobacteria; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 4.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
:__Fusobacteriia;o__Fusobac . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
eriales;f__Fusobacteriaceae; 2 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Fusobacterium;s__nucleat 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
am %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Fusobacteria; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 1.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
:__Fusobacteriia;o__Fusobac . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
eriales;f__Fusobacteriaceae; [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Fusobacterium;s__period 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jnticum %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Fusobacteria; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.0 0.00 0.00 0.00
:__Fusobacteriia;o__Fusobac . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % 0% % % %
eriales;f__Fusobacteriaceae; 7 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 6 0 L] 0
3J__Fusobacterium;s__varium 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Gemmatimon 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
adetes;c__Gemmatimonadete . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
5;0__NA;f__NA;g__NA;s__sp3 0 1 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
7628 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Zaulobacterales;f__Caulobact [1] 6 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
sraceae;g__Brevundimonas;s [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
__staleyi %l %l % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
VAT__NA;g_ NA;s_ sp42943 o|l1| 0| ool o|o|o|o|lo|o]|]o]|]ofo

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 4.00 0.00 0.00 0.00 0.00 15.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % 0% % % % % % %
Rhizobiales;f__Bradyrhizobia 7 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
seae;g__Afipia;s__birgiae 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 9.70 0.00 0.00 0.00 0.00 1.10 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Bradyrhizobia 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
seae;g__Afip 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
3radyrhizobi __NA %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 10.2 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % 0% %
Rhizobiales;f__Bradyrhizobia 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
seae;g__Bradyrhizobium;s__ 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
NA %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.40 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . 5 . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Bradyrhizobia 7 0 0 . [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
seae;g__Bradyrhizobium;s__s 0 0 0 8 [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
243375 %| %| % 0 % % % % % % % % % %

%

<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.10 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Bradyrhizobia 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
seae;g__NA;s__sp43311 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Hyphomicrobi 2 0 0 [ 8 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iceae;g__Devosia;s__riboflav 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
na %l %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.20 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Hyphomicrobi 1 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
aceae;g__Pedomicrobium;s__ 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
5p43632 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Methylobacteri 2 0 0 ] [ [ [ [ [ 8 0 [ [ [
iceae;g__Methylobacterium;s 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
_NA %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . 1 . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Methylobacteri 4 0 0 ] [ [ . [ [ [ 0 [ [ [
iceae;g__Methylobacterium;s 0 0 0 [ [ [ 2 [ [ [ 0 [ [ [
__Sp43887-sp43894 %| %| % % % % 0 % % % % % % %

%
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Methylobacteri 1 0 0 [ [ [ [ [] [ 6 0 [ [ [
iceae;g__Methylobacterium;s 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
__Sp43893 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhizobiales;f__Rhizobiaceae; [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
3J__Agrobacterium- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Rhizobium;s__leguminosaru %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhodobacterales;f__Rhodoba [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
steraceae;g__Paracocccus- 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
2aracoccus;s__huijuniae- %| % | % % % % % % % % % % % %
5p44862
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . 1 . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhodobacterales;f__Rhodoba 5 [1] L] 0 L] 0 L] . L] 0 L] 0 L] 0
steraceae;g__Paracoccus;s__ 0 0 0 [ [ [ [ 7 [ [ 0 [ [ [
ibetensis %| %| % % % % % 0 % % % % % %
%

<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Rhodobacterales;f__Rhodoba 3 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 7 0
steraceae;g__Paracoccus;s__ 0 0 0 [ 0 [ [ [] [ [ 0 [ [ [
(eei %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ % % % % % % % % % % % % %




Rhodobacterales;f__Rhodoba [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
steraceae;g__Rubellimicrobiu 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
n;s__sp45104 %S| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.80 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Sphingomonadales;f__NA;g__ 1 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
NA;s__NA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.10 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Sphingomonadales;f__Sphing 2 1 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>monadaceae;g__Sphingobiu 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
n;s__yanoikuyae %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.80 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Sphingomonadales;f__Sphing 2 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>monadaceae;g__Sphingomo 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
1as;s__humi-kai i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.90 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Sphingomonadales;f__Sphing 3 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>monadaceae;g__Sphingomo 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1as;s__panni %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Alphaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
Sphingomonadales;f__Sphing 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>monadaceae;g__Sphingomo 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1as;s__sp47912 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Alcaligenac 2 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
2ae;g__Achromobacter;s__in 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
solitus %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.3 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % 0% % %
arkholderiales;f__Alcaligenac 6 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 7 [ [
2ae;g__Bordetella;s__hinzii 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

%l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.80 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Alcaligenac 2 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 4 [ [ [
2ae;g__Sutterella;s__wadswo 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
thensis %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 6.40 0.00 0.00 5.70 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Burkholderi 5 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
aceae;g__Burkholderia- 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
3urkholderia- %| %| % % % % % % % % % % % %
2araburkholderia;s__tropica
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Burkholderi [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
aceae;g__Cupriavidus;s__nec 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
ator %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.10 0.00 0.00 9.30 0.00 0.00 5.90 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Burkholderi 1 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 2 0
iceae;g__Ralstonia;s__insidi 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
)sa %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 3.70 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Burkholderi 1 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
iceae;g__Ralstonia;s__picket 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.10 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Comamona 1 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
laceae;g__Delftia;s__acidovo 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
‘ans %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Comamona [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
laceae;g__Delftia;s__lacustri 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
s-tsur i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Comamona [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
laceae;g__Methylibium;s__pe 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
roleiphilum-sp49304 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 3 0 0 0 0 0 5 2 0 0 0 0 9 0 0.00 0.00 15.0 121 0.00 0.70 211 2.20 0.00 0.10 1.60 10.1 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % 0% 0% % % 0% % % % % 0% %
arkholderiales;f__Comamona 1 [1] L] 0 L] 0 4 7 L] 0 L] 0 7 0
laceae;g__Pelomonas;s__sac 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
:harophila %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 15.2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % 0% % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Oxalobacter 6 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
aceae;g__Janthinobacterium; [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
5__agaricidamnosum-lividum %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Oxalobacter [1] 2 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
iceae;g__Massilia;s__oculi- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iimonae %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Oxalobacter [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
iceae;g__Massilia;s__sp4942 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1 %l %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__B . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
arkholderiales;f__Oxalobacter [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
iceae;g__Massilia;s__timona 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
H %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o_ N % % % % % % % % % % % % %
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sisseriales;f__Neisseriaceae;g [1] 1 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
__Neisseria;s__elongata 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
%S| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.10 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Betaproteobacteria;o__N . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
sisseriales;f__Neisseriaceae;g 2 [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
__Neisseria;s__macacae- 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
nucosa-sicca %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Deltaproteobacteria;o__ . . . . . . . . . . . . . 3 % % % % % % % % % % % % %
VAf__NA;g_ NA;s_ sp53395 s|olo|lo|]o|o|o]|]o|]ofo|]o]| oo R
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
%| %| % % % % % % % % % % % 0
%
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.80 0.00 0.00
1;c__Epsilonproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Campylobacterales;f__Cam 2 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
sylobacteraceae;g__Campylo 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jacter;s__rectus-showae % | % % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 5 0 0.00 0.00 9.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.70 0.00 0.00 0.00
1;c__Epsilonproteobacteria;o . . . . . . . . . . 1 . . . % % % % % % % % % % % % %
__Campylobacterales;f__Cam 3 0 [ [ [ [ [ [ [ [ . [ 8 [
sylobacteraceae;g__Campylo 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jacter;s__ureolyticus %| % | % % % % % % % % 0 % % %
%
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Epsilonproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Campylobacterales;f__Helic 0 0 0 ] [ [ [ [ 9 [ 0 [ [ [
>bacteraceae;g__Helicobacter 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
s_ pylori %l %] % | %] % | % | % | % | %] %] %] %] %] %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>acteriaceae;g__Enterobacter 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
s__NA %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.70 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 1 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
sacteriaceae;g__Escherichia- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Shigella;s__NA %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 4 0 6 0 0 0 0 5 9 0 0 5 5 0 0.00 0.00 0.00 0.40 0.00 0.00 0.00 1.70 0.00 0.00 0.00 143 14.2
1;c__Gammaproteobacteria;o . . 3 . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % 0% 0%
__Enterobacteriales;f__Entero 6 1 . [ [ [ [ 7 8 [ 0 8 9 [
sacteriaceae;g__Escherichia- 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Shigella;s__coli %| % | 0 % % % % % % % % % % %
%
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.30 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 2 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 7 3 [ [
Jacteriaceae;g__Proteus;s__h 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
auseri %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jacteriaceae;g__Proteus;s__h 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
auseri-vulgaris %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 9 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 19.3 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % 0% % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 2 0 0 [ [ [ [ [ [ 2 8 [ [ [
Jacteriaceae;g__Proteus;s__ 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
nirabilis %l %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 0 0 0 ] [ [ [ [ [ 3 2 3 [ [
Jacteriaceae;g__Proteus;s__v 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
lgaris %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 1 [ [ [
>acteriaceae;g__Providencia; [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
5__rettgeri-vermicola %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 1 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 3 [ [ [
>acteriaceae;g__Providencia; [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
s__stuartii %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Enterobacteriales;f__Entero 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Jacteriaceae;g__Tatumella;s_ 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
_terrea %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.00 0.00 2.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Oceanospirillales;f__Halom 3 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>nadaceae;g__Halomonas;s_ 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
_NA %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.50 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 4 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 6 [ [
iceae;g__Aggregatibacter;s__ 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
aphrophilus %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . 4 . . % % % % % % % % % % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 5 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 . [ [
iceae;g__Aggregatibacter;s__ 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 1 [ [
segnis %| %| % % % % % % % % % 0 % %
%
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 3 1 0 [ [ [ [ [] [ 3 0 [ [ [
iceae;g__Haemophilus;s__ha 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
:molyti i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 10.1 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . 9 . . . . % % % % % % % % 0% % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 9 0 0 [ 0 [ [ [ [ . 0 [ [ [
iceae;g__Haemophilus;s__inf 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ 7 0 [ [ [
uenzae %l %l % % % % % % % 0 % % % %

55




%

<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.70 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
aceae;g__Haemophilus;s__pa 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [

infl %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 1 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
aceae;g__Haemophilus;s__pit 0 0 0 [ 0 [ [ [ [ [ 0 [ [ [
‘maniae %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pasteurellales;f__Pasteurell 1 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
aceae;g__Haemophilus;s__sp 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
52189 %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.40 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Mora 3 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 9 [ [
cellaceae;g__Acinetobacter;s [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
_b i i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Mora 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 9 [ [
cellaceae;g__Acinetobacter;s [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
__cals i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Mora 1 3 [ [ [ [ 4 [ [ [ 0 [ [ [
cellaceae;g__Acinetobacter;s [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0

johnsonii %l %| % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Mora 0 1 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
cellaceae;g__Acinetobacter;s [1] [1] L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0 L] 0
__Iwoffii %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Mora 3 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
<ellaceae;g__Enhydrobacter- 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
Voraxella;s__aerosaccus- %| % % % % % % % % % % % % %
sloensis
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . 0 . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Mora 4 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 . [ [
cellaceae;g__Moraxella;s__ca 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 4 [ [
:arrhalis-nonliquefaciens %| % | % % % % % % % % % [ % %

%

<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Pseu 0 2 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iomonadaceae;g__Pseudomo 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1as;s__: i %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Pseu 0 1 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iomonadaceae;g__Pseudomo 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
1as;s__costantinii- %| % % % % % % % % % % % % %
‘luorescens-poae
<__Bacteria;p__Proteobacteri 4 0 5 0 1 0 0 3 0 0 0 0 0 2 0.00 0.00 0.00 0.00 253 3.30 26.0 0.00 0.00 2.90 4.50 17.8 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . L] . . . . . . . . 0 % % % % 0% % 0% % % % % 0% %
__Pseudomonadales;f__Pseu 6 1 3 [ . [ [ [] [ [ 0 3 [ .
iomonadaceae;g__Pseudomo 0 0 0 [ 9 [ [ [ [ [ 0 [ [ 4
1as;s__fluorescens- %| % % % L] % % % % % % % % 0
/amanorum % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.10 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Pseu 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iomonadaceae;g__Pseudomo 0 0 0 [ 0 [ [ [] [ [ 0 [ [ [
1as;s__japonica-putida %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.20 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Pseu 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iomonadaceae;g__Pseudomo 0 0 [ [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
1as;s__pseudoalcaligenes- %| % | % % % % % % % % % % % %
stutzeri
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Pseudomonadales;f__Pseu 0 0 0 [ [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
iomonadaceae;g__Pseudomo 0 0 0 [ [ [ [ [] [ [ 0 [ [ [
1as;s__putida-taetrolens %| % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Xanthomonadales;f__Xanth 0 0 0 [ [ [ [ [ [ 2 0 [ [ [
>monadaceae;g__Lysobacter; 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
s__br %l % | % % % % % % % % % % % %
<__Bacteria;p__Proteobacteri 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1;c__Gammaproteobacteria;o . . . . . . . . . . . . . . % % % % % % % % % % % % %
__Xanthomonadales;f__Xanth 2 0 0 [ [ [ [ 1 [ [ 0 [ [ [
>monadaceae;g__Stenotroph 0 0 0 ] [ [ [ [ [ [ 0 [ [ [
>monas;s__rhizophila %| % | % % % % % % % % % % % %
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