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RESUMO

Disturbios reprodutivos em bovinos podem ser causados por diversos patdgenos, que
poderiam j& estar presentes no trato reprodutivos. A comunidade microbiana dos aparelhos
reprodutivos, quando conhecida, pode fornecer informacGes a respeito da saude do
hospedeiro. A metagenémica tem sido utilizada para caracterizar e obter informacdes
genéticas a respeito de comunidades microbianas de diversos ambientes, podendo relacionar
determinadas doencas com alteragdes na composi¢do das comunidades. Nesse trabalho, foram
coletadas amostras de secre¢do de mucosa da superficie vaginal de 05 vacas sadias e 05 vacas
que apresentaram sintomas de distarbios reprodutivos. Amostras de DNA metagendmico
foram extraidas das amostras de secrecdo e amplificadas com primers para as regides V5-V6
do gene 16S rRNA e sequenciadas na plataforma “lon Torrent Personal Genome Machine —
PGM”. Os dados foram tratados para retirada de sequencias de baixa qualidade e quimeras,
com o programa Mothur; em seguida, os dados foram langados no Ribosomal Database
Project para classificacdo das OTU’s. Blastn local foi efetuado e seus resultados foram
carregados no programa MEGAN, para visualizagdo de perfis taxondmicos e atributos
microbianos. O perfil controle apresentou um total de 15 taxa, sendo os taxa Bacteroides,
Enterobacteriaceae e Victivallis, os de maior representacdo de OTU’s; o perfil com disturbios
apresentou 68 taxa, sendo Bacteroides, Enterobacteriaceae, Histophilus, Victivallis, Alistipes,
e Coriobacteriaceae, os taxa com maior representacdo de OTU’s. O género Histophilus
possui espécies patogénicas em trato reprodutivo de bovinos. Observou-se uma alteracdo na
composicdo das comunidades estudadas, bem como nos atributos microbianos dos perfis
podendo haver uma relacdo entre patdgenos e representantes de outros taxa, na producdo de

metabdlitos para progressao da doenca.

Palavras-chave: metagenémica, disturbios reprodutivos, 16S rRNA.
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ABSTRACT

Reproductive disorders in bovines can be caused by various pathogens, which might already
be present in the reproductive tract. The microbial community of the reproductive apparatus,
when known, can provide information about the health of the host. The metagenomics has
been used to characterize and obtain genetics information about microbial communities in
various environments and can relate certain diseases with changes in community composition.
In this study, samples were collected from the secretion of mucosa of vaginal surface of 05
healthy cows and 05 cows that showed symptoms of reproductive disorders. Metagenomics
DNA samples were extracted of secretion samples and amplified with primers for the V5-V6
regions of the 16S rRNA and sequenced on the platform "lon Torrent Personal Genome
Machine - PGM". The data were processed to remove low quality sequences and chimeras,
with the Mothur program, then the data were released in the Ribosomal Database Project for
classification of OTU's. Local blastn was performed and this results was loaded in MEGAN
program, for viewing profiles and taxonomic microbial attributes. The control profile showed
a total of 15 taxa, being the taxa Bacteroides, Enterobacteriaceae and Victivallis, with the
highest representation of OTU's; the positive profile showed 68 taxa, and Bacteroides,
Enterobacteriaceae, Histophilus, Victivallis, Alistipes and Coriobacteriaceae, the taxa with
more OTU's representation. The genus Histophilus have pathogenics species in reproductive
tract of cattle. There was a change in the community composition, well as in microbial
attributes of profiles there may be a relationship between the pathogen and of other

representatives taxa, in production of metabolites to disease progression.

Keywords: metagenomics, reprodutive disorders, 16S rRNA.
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1. Introducéo
1.1. Producéo bovina e doencas bacterianas

O crescimento demogréafico, devido principalmente a melhoria das condi¢des de vida,
bem como o aumento da sua expectativa, tem trazido consigo problemas intrinsecamente
ligados, como o aumento do consumo de certos produtos alimenticios, dentre eles, a carne
bovina, motivo este que for¢a um aumento da producgéo desse produto.

O Brasil tem se destacado com o aumento progressivo de sua producdo bovina a cada
ano; chegou a possuir o 2° maior rebanho de bovinos do mundo em 2009, sendo também o
segundo maior produtor de carne bovina, atras apenas dos Estados Unidos, e,
simultaneamente, maior exportador mundial deste produto (BRASIL, 2009; FAO, 2011). Em
2011 o Brasil passou a maior produtor de carne bovina do mundo (FAO, 2013).

Paises produtores de carne bovina [milhares de toneladas, 2010)

Bl sem dacos ] o-1 B 1-500 500 - 2000 2000 - 8000 8000 - 10000

Source: FAD, Statistics Division (FAOSTAT)
Metalink: P3.FEED.FAQ.ESSMT.QP, p. 273 ﬂ

Figura 1. Producéo de carne bovina mundial, ano 2010 (FAO, 2011).
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Figura 2. Top 5 de paises produtores de carne bovina, pelo nimero de cabecas, ano 2011
(FAO, 2013)

Cada grande regido do pais contribui de uma forma diferente dentro dessa totalidade.
Em 2012, a regido Centro-Oeste foi responsavel pela maior parte da producao de cada bovina
do pais (38,5%), seguida pelo Sudeste (20,2%), Norte (19,4%), Sul (11,9%) e Nordeste (10%)
(BRASIL, 2013).

Na regido Nordeste, o estado da Bahia possui a producdo mais expressiva, tendo esta,
crescido ao longo dos anos (Figura 03). No ano de 2012, com excecdo da regido Centro-
Oeste, todas as regides apresentaram queda na participacdo nacional na produgdo de carne
bovina; todavia, o estado da Bahia demonstrou um aumento na producdo, destaque dentro da
conjuntura produtiva. Também, dentre as Unidades de Federacdo, o estado da Bahia
apresentou uma variacdo anual (2011-2012), da quantidade de carne bovina in natura
exportada, de 278,2% (BRASIL, 2013).
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Figura 3. Ranking e variacdo anual do abate de bovinos - Unidades da Federacéo - 2011-
2012; *Variacdo 2012/2011. **Somatorio dos bovinos abatidos nas Unidades da
Federacdo onde a participagdo no abate nacional foi inferior a 1% (BRASIL, 2013).

A exportacdo de carne bovina brasileira faz jus ao tamanho do seu rebanho; o Brasil
exporta carne bovina para 92 paises (BRASIL, 2013), dentre os quais, 16 respondem por
92,4% das importacbGes — Russia (26,9%), Egito (14,1%), Japdo (10,5%), Venezuela (9,2%),
Ird (7,2%) Chile (6,9%), Arabia Saudita (3,5%), Italia (2,5%), Libia (2,0%) China (1,8%),
Holanda (1,7%), Israel (1,5%), Libano (1,3%), Argélia (1,2%), Jordania (1,1%), Emirados
Arabes Unidos (1,0%), demais paises (7,6%) (BRASIL, 2013).

Apesar desses numeros promissores, a intensificacdo da pecudria acarreta problemas
guanto a manutencdo da satde dos animais de producdo. Diversas doencas tém minado a
sanidade dos animais de produgéo, deixando em xeque a qualidade dos produtos no mercado
nacional e internacional. Estas doencas sdo causadas por diversos microrganismos, virus,
bactérias, fungos, protozoarios, entre outros, 0s quais, em alguns casos, uma Unica espécie
pode causar uma gama de doencas. Doencas causadas por bactérias sdo bem estudadas devido
sua alta incidéncia em rebanhos bovinos. Um grupo procariotico conhecido é a Classe
Mollicutes que é composta pelos géneros Mycoplasma, Ureaplasma, Entomoplasma,

Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma e Asteroleplasma (RAZIN et al.,
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1998). Destes, os géneros Mycoplasma e Ureaplasma sdo bem estudados e relacionados como
causa de doencas em bovinos.

Micoplasmas sdo considerados 0s menores organismos auto-replicantes, distinguidos
fenotipicamente de outras bactérias por seu tamanho diminuto e total falta de uma parede
celular (RAZIN et al., 1998). Apesar de muitas espécies de micoplasma ocorrerem como
parte da microbiota normal de vertebrados, plantas e insetos (TAYLOR-ROBINSON &
BEBEAR, 1997), organismos deste género podem causar conjuntivite, mastite, poliartrites,
ceratite, septicemia, agalactia, pleuropneumonia (Rosendal, 1981; Bashiruddin, Taylor e
Gould, 1994; Taylor-Robinson e Bébéar, 1997; Grand et al., 2004; Azevedo et al., 2006;
Santos et al., 2009), bem como distdrbios no sistema reprodutor de ruminantes, tais como
vulvites, vaginites, cervicites e endometrites (RI1ZZO et al., 2011).

Essas infecgBes sdo as responsaveis por aborto e morte de neonatais nos rebanhos
(RUHNKE et al., 1984), sendo em geral disseminadas durante a ordenha, aerossois e
secre¢Oes de animais com distdrbios respiratorios e genitais (PRETTO et al., 2001).

Espécies do género Leptospira também sdo patdgenos de grande relevancia em
bovinos; sdo responsaveis por causarem febre, insuficiéncia hepatica e renal, manifestacdes
pulmonares, abortos, natimortos, infertilidade e perdas ndo-reprodutivas devido a septicemia
(Levett, 2001; Grooms, 2006; Adler e De La Pefia Moctezuma, 2010).

Histophilus somni é uma bactéria Gram-negativa que pode causar diversas sindromes
em bovinos; meningoencefalite tromboembolica, pneumonia, sendo que patologias do trato
reprodutivo sdo as manifestacdes clinicas mais frequentes (CORBEIL, 2007).

Todas essas doencgas sao comumente disseminadas dentro do rebanho, por diversos
meios, desde o contato direto, até contaminacdo cruzada através de manejo humano. A
deteccdo desses microrganismos através de novas técnicas, em especial da reacdo de PCR
especifica, tem contribuido para a separacdo de animais infectados, interferindo, portanto, na
disseminacdo e infeccdo de outros animais no rebanho. Quando o rebanho ja esta
contaminado, em alguns casos, pouco se pode fazer e o custo do tratamento pode ser

relevante.

1.2. Diversidade de microrganismos e ambiente
Uma comunidade microbiana é formada por diversos organismos que compartilham, a

principio, uma caracteristica: o pequeno tamanho, sendo na maioria dos casos, organismos
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procarioticos. Atualmente, as formas de vida microbiana sdo encontradas em praticamente
todos 0s nichos ecolégicos existentes na Terra, desde os tropicos até o Artico e a Antartida, a
partir de minas subterraneas e campos de petréleo até o topo de grandes montanhas, dos
desertos até o Mar Morto, em fontes de &gua termais superficiais e submarinas (Van Trappen
et al., 2002; Chanal et al., 2006; Xu, 2006).

A capacidade de resposta as alteraces ambientais e a capacidade de rapida reproducao
permite alteracGes na composicdo microbiana em habitats especificos tanto qualitativamente
quanto quantitativamente, sendo assim, os indices de diversidade microbiana (nucleotidica,
funcional, genética, morfoldgica, estrutural, de espécies, metabdlica, filogenética, proteica e
evolutiva) sdo considerados excelentes parametros para realizacdo de uma avaliacdo do estado
do ambiente e da salde de um determinado habitat ou ecossistema (Xu, 2006; Kisand et al.,
2012).

A ecologia microbiana investiga a diversidade de microrganismos e como estes
interagem uns com 0s outros € com 0 ambiente para gerar e manter tais diversidades.
Consequentemente, os estudos que envolvem ecologia microbiana se concentram em duas
areas: (1) a diversidade microbiana, incluindo o isolamento, a identificagdo e quantificacdo
dos microrganismos de vérios habitats; e da atividade microbiana (lI), isto €, como o0s
microrganismos interagem com seus habitats e como suas atividades contribuem a diversidade
microbiana observada no ambiente (XU, 2006).

A diversidade microbiana pode variar entre locais separados por milimetros ou
milhares de quildmetros. O pequeno tamanho dos microrganismos pode facilitar sua disperséo
por longas distancias o que é fundamental para distribuicdo de organismos cosmopolitas que
normalmente sdo também os mais abundantes nas comunidades microbianas (NEMERGUT et
al., 2011).

O numero total de células microbianas na Terra é estimado em > 10%, das quais as
procariéticas representam a maior proporcao de organismos individuais, compreendendo 10°—
108 genoespécies separadas (AMANN et al., 1995). Esta enorme quantidade estimada de
individuos representa uma grande quantidade de material genético a ser analisado,
possibilitando assim um maior e melhor entendimento dos possiveis papéis desempenhados
pelos mesmos nas relages existentes em ambientes naturais, além de permitir a busca por
organismos ndo descritos, novos genes e seus papéis metabodlicos (SIMON & DANIEL,
2009).
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1.3. Microrganismos cultivaveis e ndo cultivaveis

As principais abordagens utilizadas no estudo da diversidade microbiana presente em
um determinado ambiente incluem as andlises dependentes e independentes de cultivo.
Estima-se que apenas cerca de 0,1% a 1% de toda a comunidade microbiana seja detectada
em placas com meio de cultura devido as condicGes seletivas, em funcdo da composicéo dos
meios utilizados (TORSVIK et al., 1990; TORSVIK et al., 2002). Os dados expostos estdo de
acordo com a proposta de que mais de 99% da diversidade fisioldgica, metabolica e genética
microbiana ndo esté disponivel para a pesquisa basica (XU, 2006).

A abordagem de analise independente de cultivo indica a predominancia de muitas
espécies ndo cultivadas (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2005). O isolamento e cultivo destes
organismos ndo sdo possiveis por razbes diversas, tais como: necessidade de simbiose,
auséncia de nutrientes, superficies inadequadas, excesso de compostos inibitérios,
combinagdes incorretas de temperatura e/ou pressdo, dentre outros (SIMU & HAGSTROM,
2004), o que leva, dentre outras coisas, a necessidade de desenvolvimento de novas condi¢bes
de cultivo especificas para tais tipos de organismos (Rappé e Giovannoni, 2003; Stevenson et
al., 2004).

No contexto de busca de técnicas que evitem as limitacGes da exploracdo genética
dependente de cultivo e que permitam o acesso a riqueza de informacdes contidas nos
genomas dos mais diversos organismos presentes em comunidades naturais, especialmente
microbianas (COWAN et al., 2005), a metagendmica tem ganhado relativo destaque devido
ao fato de ser uma técnica que permite 0 acesso aos genomas de amostras ambientais e esta
gerando uma grande quantidade de informacd@es bioldgicas (WARD, 2006).

N&o somente detectar esses microrganismos, mas caracterizar a comunidade
microbiana em que estes estdo inseridos € um passo importante para entender a relacdes
ecologicas e genéticas, como possivel transferéncia horizontal ou vertical de genes. No
intestino de vertebrados, a alteracdo na constituicdo de comunidades microbianas pode levar a
disturbios na saude de seu hospedeiro (VACHARAKSA & FINLAY, 2010).

Compreender como 0s microrganismos e/ou seus genes interagem em diversos nichos
ambientais representa um grande desafio para o microbiologista ambiental, ja que mais de

99% dos microrganismos ndo podem ser cultivados com as tecnologias disponiveis
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(SUENAGA, 2011). Este desafio gerou varias abordagens, incluindo a metagenémica, a
analise genémica de comunidades microbianas (HANDELSMAN, 2004).

1.4. Metagendmica

Entre os métodos que permitem o estudo da fisiologia e genética de organismos nao
cultivaveis, a metagendmica surgiu como uma abordagem eficiente de andlise devido a
possibilidade de obtencdo direta de DNA a partir de uma amostra ambiental
(HANDELSMAN, 2004), consistindo na andlise do DNA genbmico de toda uma
comunidade, fato que difere da anélise de DNA genémico de um organismo individual em
particular ou de uma célula. O termo metagendmica foi utilizado pela primeira vez por
Handelsman em 1998, onde meta vem do grego e significa "além", caracterizando assim a
expressao literal "estudo que vai além de um tnico genoma” (GILBERT & DUPONT, 2011).

A andlise metagendémica de uma comunidade microbiana consiste nas seguintes etapas
béasicas: (a) isolamento de DNA de qualquer amostra ambiental, (b) clonagem do DNA em
vetor apropriado, (c) transformacdo dos clones recombinantes em uma célula hospedeira,
normalmente uma estirpe de E. coli, (d) analise da biblioteca metagendmica, que pode ser
baseada na funcdo dos genes ou no sequenciamento de DNA (Figura 1) (HANDELSMAN,
2004).

Estudos visando encontrar genes envolvidos em reacdes de interesse biotecnoldgico,
como para degradacdo de compostos organicos (SUENAGA et al., 2007), degradacdo de
biomassa (HESS et al., 2011), lipases (GLOGAUER et al., 2011), proteases (Neveu, Regeard
e Dubow, 2011; Zhang, Zhao e Zeng, 2011), esterases (CHU et al., 2008), nitrilases (BAYER
et al., 2011), quitinases (HJORT et al., 2010), xilanases (HU et al., 2008), bem como diversas
outras enzimas e biosurfactantes (KENNEDY et al., 2011) utilizam a metagendmica para
alcancar tal objetivo.

Na microbiologia médica humana, estudos da microbiota digestiva (Hattori e Taylor,
2009; Manges et al., 2010; Vacharaksa e Finlay, 2010) e oral (Belda-Ferre et al., 2011; Heuer
et al., 2011), e sua relacdo com a modificacdo destas comunidades e determinadas doengas,
bem como a distribuicdo de genes de resisténcia bacteriana (SEVILLE et al., 2009) tém sido
possiveis por meio da analise metagendmica.

Estudos ecoldgicos utilizando a metagendmica caracterizam a diversidade bioldgica

em diversos ambientes (Beardsley, 2006; Piganeau e Moreau, 2007; Hugenholtz e Tyson,
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2008), incluindo a pele humana (GRICE et al., 2008); outros sdo concernentes a coevolucéo
de organismos (LEY et al., 2008), e paleogenémica (NOONAN et al., 2005). Inferéncias
ecologicas da metagendmica vado desde simbiose entre seres, a fonte de antibioticos,
biocatalisadores, e a influéncia dos microrganismos nos ciclos biogeoquimicos (SINGH et al.,
2009).

A metagendmica abriu novos caminhos de pesquisa, permitindo analises sem
precedentes de heterogeneidade do genoma e evolugcdo em contextos ambientais,
proporcionando o acesso a diversidade microbiana (HANDELSMAN, 2004); permitindo aos
cientistas investigar a ecologia procariota mais plenamente e destravar o vasto potencial
biotecnologico encontrado nas populagdes procarioticas (STEELE & STREIT, 2005).
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Figura 4. Metodologia basica da abordagem metagendmica (modificado de
HANDELSMAN, 2004).

A andlise metagendmica baseada na funcdo do gene oferece a possibilidade de
localizar e caracterizar uma ampla variedade de enzimas ou outros produtos a partir de
amostras ambientais. A deteccdo dessas moléculas requer uma triagem funcional que
necessita da expressdo heter6loga dos genes seguida do sequenciamento dos fragmentos
isolados (DANIEL, 2004).
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A grande vantagem desta metodologia é que apenas genes inteiros e produtos génicos
funcionais podem ser detectados, no entanto, uma limitacdo estd no fato da dependéncia da
expressao de genes em hospedeiros (DANIEL, 2005).

Quanto a andlise metagenémica baseada na sequencia do gene, um exemplo muito
utilizado € o do gene rRNA 16S uma vez que permite a identificagdo de células, mesmo que
em pequenas gquantidades. Com isso, sao obtidas importantes informacdes sobre a composicéo
taxondmica de uma comunidade microbiana de determinado ambiente, constituindo assim
uma importante ferramenta para a andlise da diversidade molecular de comunidades de
microrganismos (Nogales et al., 2001; Janssen, 2006), inclusive é capaz de identificar tdxons
presentes em baixa frequéncia, tanto em ambientes terrestres quanto aquaticos, que nao
apresentam relacdo filogenética com nenhum filo descrito (Schloss e Handelsman, 2005;
Sogin et al., 2006; Elshahed et al., 2008).

1.5. O gene 16S rRNA

O gene 16S de RNA ribossomal contem informacdes de uma molécula que apresenta
um elevado grau de conservacdo (WOESE et al., 1975). Sua variabilidade pode apresentar-se
em maior ou menor extensdo em diferentes regides da molécula que apresentam informac6es
Uteis para inferéncias filogenéticas.

As sequéncias de rRNA contém regides conservadas, intercaladas com regides
variaveis (Figura 2); tanto as regides varidveis, como as regides conservadas, sdo importantes
para identificacdo taxondOmicas dos organismos. Mesmo que ndo seja encontrada uma
sequéncia com similaridade satisfatoria, ela pode ser relacionada por implicacGes
filogenéticas ou comportamento fisioldgico provavel (AMANN et al., 1995). Sendo assim, o
sequenciamento do gene do 16S rRNA é o método mais eficiente para descricdo da
diversidade microbiana em amostras naturais (MUY ZER, 1999).

No entanto, a analise dos dados tornou-se o principal fator limitante dos estudos
metagenémicos. O sequenciamento do DNA ndo é mais o gargalo em estudos microbianos,
em vez disso, 0 aumento do volume de dados gerados a partir dos sequenciamentos esta se
constituindo em desafio significativo para as atuais ferramentas utilizadas na analise (DESAI
etal., 2012).

Este elevado volume de dados gerados pela abordagem metagendmica deve-se as

modernas plataformas de sequenciamento conhecidas como sequenciadores de nova geracéo



22

que permitem a exploracdo de comunidade complexas a custos relativamente baixos
(SCHOLZ et al., 2012). Por isso o sequenciamento consiste em uma ferramenta fundamental
nas analises metagenémicas e o desenvolvimento de tecnologias que permitam um
sequenciamento mais rapido e de excelente rendimento é de extrema importancia para o
estudo das comunidades bioldgicas (RONAGHI, 2001).
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Figura 5. Modelo da estrutura secundaria do rRNA 16S (linhas duplas indicam regido
variavel ou hipervariavel; linhas negras indicam altamente conservada; V1 a V9
indicam grandes regides variaveis) (modificado de TORTOLI, 2003).

1.6. Bionformética e metagenémica
Os desafios computacionais sdo novos e muito instigantes. O momento o qual vivemos
é semelhante ao da revolucdo genémica ocorrida a quase duas décadas. A gendmica de
organismos nos permite examinar a evolucdo ndo sé de um anico gene, mas de todas as
unidades de transcricdo, cromossomos, e das redes celulares. No entanto, mais recentemente,
a metagendmica nos deu a capacidade de estudar, em nivel gendbmico mais fundamental, a

relagcdo entre 0s microrganismos pertencentes as comunidades e os habitats em que vivem e
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assim compreendermos melhor como estdo adaptados em ambientes diferentes, ndo apenas
nos solos ou agua, mas incluindo suas relagdes com animais e vegetais, sejam elas positivas
ou negativas para os hospederios (WOOLEY et al., 2010).

A bioinformética baseia-se na utilizacdo de ferramentas computacionais para anélise e
interpretacdo de padrBes bioldgicos. Este ramo recente da biologia objetiva ndo apenas
direcionar objetivos de pesquisas experimentais, mas acima de tudo integrar informacdes
oriundas de diversas fontes e buscar padrdes existentes que normalmente ndo seriam
reconhecidos através da experimentacgdo isolada (XU, 2006).

A utilizacdo de ferramentas de bioinformética é fundamental para as mais diversas
analises relacionadas aos estudos metagendmicos, tais como: predicdo de genes,
caracterizacdo da diversidade microbiana tanto qualitativamente quanto quantitativamente,
predi¢do da fungdo da comunidade no ambiente, comparagdo entre comunidades de diferentes
ambientes para reconhecimento de padrdes que reflitam as caracteristicas proprias desses
ambientes; dentre outros (WOOLEY & YE, 2010).

Projetos microbioma, um termo analogo a bioma em ecologia, referindo-se a
comunidade microbiana de um ambiente particular, que também pode se referir a um local
especifico no corpo de um individuo, tém utilizado a abordagem metagendmica e o poder
computacional da bioinformatica, contribuindo para a identificacdo de microrganismos
responsavel pelo equilibrio da satde de hospedeiros (Mckenna et al., 2008; Qu et al., 2008;
Turnbaugh et al., 2008; Turnbaugh e Gordon, 2009; Turnbaugh et al., 2009; Brown et al.,
2011).

Sendo assim, a utilizacdo da abordagem metagendmica na caracterizacdo de
comunidade microbianas pela analise do gene 16S rRNA confere vantagens em relacdo aos
estudos de doencas e distirbios em varios organismos; em bovinos, estudos utilizando essas
abordagem ainda sdo poucos, mas a compreensdo dos varios quadros de infeccdo é necessaria

para o desenvolvimento de tratamentos eficazes (SANTOS et al., 2011).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Realizar uma abordagem metagenémica da diversidade bacteriana do trato reprodutivo de

bovinos sadios e com disturbios reprodutivos.

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar as comunidades bacterianas das amostras, quanto suas relacdes inter-
populacionais e interagdes com o meio ambiente;

e Estabelecer uma relacdo entre as comunidades bacterianas presentes nas amostras e as

patologias associadas.
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3. Resultados e discussao
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Reproductive disorders in cows can be caused by various pathogens, which might already be
present in the reproductive tract. The microbial community of the reproductive apparatus,
when known, can provide information about the health of the host. The metagenomics has
been used to characterize and obtain genetics information about microbial communities in
various environments and can relate certain diseases with changes in community composition.
In this study, DNA samples were collected from the vaginal surface of 05 healthy cows and
05 cows showed symptoms of reproductive disorders. The samples were amplified with
primers for the VV5-V6 regions of the 16S rRNA and sequenced on the platform "lon Torrent
Personal Genome Machine - PGM". The data were processed to remove low quality
sequences and chimeras, with the program Mothur, then the data were released in the
Ribosomal Database Project for classification of OTU's. Local blastn was performed and the
output was loaded in MEGAN, for viewing profiles and taxonomic microbial attributes. The
control profile showed a total of 15 rate, being the taxa Bacteroides, Enterobacteriaceae and
Victivallis the highest representation of OTU's; the positive profile showed 68 taxa, and
Bacteroides, Enterobacteriaceae, Histophilus, Victivallis, Alistipes and Coriobacteriaceae the
taxa more OTU's representation. The genus Histophilus is opportunistic pathogen of the
reproductive tract of cattle. There was a change in the microbial attributes of profiles and
there may be a relationship between the pathogen and of other representatives taxa, in

production of metabolites to disease progression.

Keywords: metagenomics, reprodutive disorders, 16S rRNA.

1. Introduction

Cattle are affected by several diseases related to genital tract caused by various pathogens, as
bacteria of the genus Bacteroides, Mycoplasma, Histophilus, Fusobacterium, Prevotella,
species as E. coli, Streptococcus spp., among other (Corbeil, 2007; LeBlanc, 2008; Pfutzner
and Sachse, 1996). These diseases have common aspects, but sometimes the symptoms are
more distinct. The diagnosis of infection is based on information specific to the evaluated
pathogen and this is the most common method for starting up the control of the disease. New

researches that demonstrate the setting clinical pictures have been highlighted by its focus on
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ecological interactions, based on the new data provided through a metagenomic approach.
Studies of the composition of microbial communities in diverse environments have revealed
the existent intricate ecological interactions (Baudoin et al., 2003; Kent and Triplett, 2002),
and how environmental degradation and other anthropogenic activities cause impacts in these
communities (Garbeva et al., 2004; Lynch et al., 2004); in hosts, studies show that the change
in the constitution of communities can lead to health disorders (Ott et al., 2004; Seksik et al.,
2003; Turnbaugh and Gordon, 2009). However, the identification of microbial community
requires cultivation of isolated strains in vitro, excluding several organisms which unique
physiology do not allow cultivation. A new era in microbial ecology was initiated with the
sequencing of genes of ribosomal RNAs (rRNAs) by metagenomics, allowing the description
of uncultured bacteria (Singh et al., 2009). The metagenomics has permitted to collect and
study biological information without the need to culture the organisms in the sample.
Microbiome projects, a term analogous to biome in ecology, refers to the microbial
community of a particular environment, it could be a specific location in the body of an
individual has contributed to the identification of microorganisms responsible for the balance
of the health of the host (Brown et al., 2011; Turnbaugh and Gordon, 2009). This study aimed
to characterize the cows microbiota with reproductive disorders symptoms and relate the

components of the microbial infection, comparing it with a normal microbiota.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection, DNA Isolation and Purification

Samples were collected of five (05) females who showed clinical signs of reproductive
disorders (whitish vagina, purulent vulvar discharge and inflamed hyperaemic vulvar mucosa
with granulomatous vulvovaginitis) (Nicholas et al., 2008) and five (05) who showed no
aspect of the disordes. After disinfection of vagina external surface of the animal, a vulvaginal
swab was performed on the site. The genital samples were collected from the vagina and care
was taken to avoid the vestibule and clitoral fossa in the animal. After insertion into the
vestibule, the swab was initially directed almost completely dorsally before redirecting
cranially, and then rolled over the cranial vaginal mucosa. The swabs were placed in 25 ml of

transport medium and stored at -20°C until further use. Bacterial genomic DNA was isolated
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and purified with the Invisorb® Spin Blood Midi Kit (Stratec Molecular, Berlin, Germany).
The protocol followed the manufacturer’s instructions with minor modifications, i.e., a
pretreatment step with the Buffer EL, was not performed. After isolation, the purified DNA
was eluted in 200 ml of elution buffer. Quality and purity of the isolated genomic DNA was
confirmed by agarose gelelectrophoresis and spectrophotometry on the NanoDrop 2000

device (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany).
2.2. 16S Primers and Amplicon Library Generation

PCR amplification of the hypervariable region of the 16s rRNA V5-V6 was performed using
degenerate forward (V5F-784: AACRGGATTAGATACCC) and reverse primers (V6R-1064:
CGACRRCCATGCANCACCT) for bacteria. The 5 'end of forward primers were fused to the
adapter-A followed by the key sequence; reverse primers were fused with a truncated
sequence of the adapter-Pi (TRP1). The primers were diluted in water to molecular biology
and mixed in equimolar manner. To prepare the library of amplicons, in 25uL reactions were
used 4ng of metagenomic DNA from each sample, 1U of Platinum Taq DNA polymerase
High Fidelity, 5mM dNTPs, 2 mM MgCI2 (all Life Technologies) and 10 pmol of primers
premixed. For PCR, the amplification conditions were 94°C for 3 min, followed by 30 cycles
of 94°C for 15 s, 55°C for 15 s, 68°C for 10s and a final step of elongation at 68°C for 30 s.
The PCR products were purified by 1.5% agarose gel.

2.3. Emulsion PCR and Sequencing

The emulsion PCR was performed using the "Express lon Template Kit V2.0" (Life
Technlologies) as its own instruction manual advises (User Guide Part No. 4469004 Rev. B
07/2011). The sequencing of amplicons were performed through libraries platform "lon
Torrent Personal Genome Machine - PGM" using reagents "Sequencing kit 200" (all from
Life Technologies) following the corresponding protocol (Part No. 4471999 Rev. B, 13. Oct.
2011 ) with some modifications: i) the chip was washed once more with isopropanol and after
annealing buffer, checked and calibrated to remove possible air bubbles resulting from these
procedures, ii) the beads were loaded two times the chip 314, each load was followed by 4
cycles of centrifugation at maximum speed for 15 sec (Mini Star, VWR International GmbH,
Darmstadt, Germany) and stirring at 3000 rpm for 10 sec in an IKA orbital shaker (IKA-
Werke GmbH & Co. KG , Staufen, Germany) equipped with a special adapter to the chip
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followed by centrifugation at the end of each load for 15 s. iii) the entire sample was loaded

on the chip.
2.4. Sequence Analysis

Raw sequencing reads were checked for different quality criteria using the Mothur program
(Schloss et al., 2009). Low quality reads were removed as follows: i) reads not matching the
PCR primers with at most two errors; ii) sequences containing ambiguously called bases (N);
and iii) reads with a length minor that 150pb. The sequences were screened for artificial
chimeric formations using the UCHIME algorithm in Mothur. Subsequently, operational
taxonomic unit (OTU) analysis was done on a clustering basis for each sample individually in
Ribosomal Database Project (Cole et al., 2009). Local blastn was used to assign 16S rRNA
gene sequences of each sample, using the database 16SMicrobial (version data, 16/02/2013).
The output text file of blastn was loaded in MEGAN (Huson and Mitra, 2012) that the data

used to create graphs of the profiles taxonomic tree comparative and microbial attributes.

3. Results

A total of 228.842 sequence reads were generated in sequencing process; after the initial
pipeline of RDP and mothur processing, been obtained a total of 32.185 high-quality
sequences. The majority of 16S rRNA amplicons sequenced belonged to the hypervariable
region V5-V6. Chimeric sequences were found in very small quantities (less than 1% per
profile). Clustering of reads defined by 3% sequence difference, at species-level, generated

594 and 1057 clusters, to Control and Positive profiles, respectively (Table 1).

Table 01. OTU counts (Clusters) in Positive and Control profiles.

Profile distance N1t clusters
Positive 0.03 31229 10754
Positive 0.05 31229 6645
Positive 0.10 31229 2246
Control 0.03 956 594
Control 0.05 956 442
Control 0.10 956 207

'Number of sequences
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Rarefaction curves showed that in the level of family (0.10), we obtained a satisfactory
coverage of OTU's analyzed, yet the species level (0.03) and genus (0.05) did not reach the
asymptote, being therefore not optimal curves, but still of considerable quality (Figure 01 and
02). Approximately 3.19% of total 15,310 OTU’s identified are common to profiles under
investigation in this study (Table 02).

Rarefaction of Control Samples
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Figure 01.Curves of rarefaction of control profile of OTU's obtained from RDP to three levels
distance (90, 95 and 97%).
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Rarefaction of Positive Samples
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Figure 02. Curves of rarefaction of positive profile of OTU's obtained from RDP to three
levels distance (90, 95 and 97%).

The taxonomic classification of OTU's revealed the constitution of the communities; the
profile of the control animals presented OTU's corresponding to 15 taxa: Corynebacterineae
(5 reads, 2,8%), Coriobacteriaceae (6 reads, 3,3%), Bacteroides (51 reads, 28,3%),
Porphyromonadaceae (9 reads, 5%), Alistipes (7 reads, 3,9%), Cytophagaceae (5 reads,
2,8%), Victivallis (13 reads, 7,2%), Streptococcus (11 reads, 6,1%), Clostridium (6 reads,
3,3%), Oscillibacter (5 reads, 2,8%), Selenomonadales (10 reads, 5,6%), Planctomycetaceae
(5 reads, 2,8%), Betaproteobacteria (5 reads, 2,8%), Enterobacteriaceae (32 reads, 17,8%),
Treponema (10 reads, 5,6%) (Figure 03); the profile of animals with reproductive disorders
presented correspondence to 68 taxa; the predominant taxa were: Coriobacteriaceae (153
reads, 2,44%), Bacteroides (2246 reads, 35,83%), Barnesiella (127 reads, 2,03%), Alistipes
(272 reads, 4,34%), Flavobacteriaceae (111 reads, 1,77%), Victivallis (532 reads, 8,49%),
Streptococcus (131 reads, 2,09%), Oscillibacter (78 reads, 1,24%), Enterobacteriaceae (1167
reads, 18,62%), Histophilus (551 reads, 8,79%) (Figure 04).
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Taxonomy profile for Control Samples
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Figure 03. Taxonomic groups in the control profile, generated in the MEGAN, through local

blastn, with 95% similarity.
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Figure 04. Taxonomic groups in the positive profile, generated in the MEGAN, through blastn

site, with 95% similarity.

In reads evaluated in the control profile (without reproductive disorders), all showed the same

microbial attributes: negative gram, no motility, optimal temperature at 37°C, anaerobic, host-



34

associated habitat, not pathogenic, coccus shaped (Figure 05). The positive profile (without
reproductive disorders) differed in several attributes; Gram stain — Positive: 14 reads,
Negative: 1554 reads; Motility — Yes: 15 reads, No: 589 reads; Optimal temperature: 35-
37°C: 551 reads, 37°C: 580 reads; Anaerobic: 623, Facultative: 551; Habitat — Host-
associated: 1150 reads, Aquatic: 38 reads; Disease — None: 71 reads, Pneumonia, arthritis,
myocarditis, and reproductive problems: 551 reads, Unknown: 634 reads; Pathogenic — No:
646 reads, In animal, human: 551 reads; Shaped — Coccus: 532 reads, Fusiform: 9 reads,
Helical: 6 reads, Oval: 11 reads, Pleomorphic Rod: 37 reads, Ring: 5 reads, Rod: 574 reads,
Unknow: 49 reads (Figure 06). A comparative phylogram with taxonomic classification of

the OTU's can be seen in Figure 07.

Table 02. OTU shared in Positive and Control profiles.

Distance! Shared OTU’s % of total OTU"s
0.03 489 3,19
0.05 388 4,49
0.10 217 6,78

ILevels distance

Microbial Attributes for Control Profile

14
12

10

MNumber of reads

4

2

0
Legend (Microbial Attributes):
.Arrangment:Singl:s [MIDiscase:Unknown .Endospor:s:UnknoWn MGram Stain:- Habitat:Host-associated DMoti]ity:No .Optimal temp.:37
.Oxygen Req:Anaerobic DPathogenic in:No .Sa]jnity:Unknown .Shape:Coccus DTemp. range:Mesophilic

Figure 05. Attributes microbial profile control, this figure is observed a balance in the morph

and physiological characteristics of the organisms in the community.
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Microbial Attributes for Positive Profile
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Legend r(]I\.'Iicrol:iia] Attributes):
.A.rrangment:Shlgles DA.rrangment:Sing]es, Pairs .A.rrangment:Unknown WiDiscase:None

DDisease:Pneumonia, Arthritis, Myoecarditis, and Reproductive Problems [MiDiscase:Unknown DEndospores:No DEndospores:Un.known .Endospores:Yes

[ Gram Stain+ MGram Stain:- [ Gram Stain:Unknown .Habitat:Aquatic Habitat:Host-associated [MHabitat:Unknown DMoti]ity:No DMoti]ity:Unknown
DMnti]ity:Yes .Optimal temp.35-37 .Optimal temp.:37 .Optimal temp.:Unknown DOxygen Req:Anaerobic .Oxygen Req:Facultative

.Oxygen Req:Unknown .Pathogenic in:Animal, Human DPathogenic in:Ne .Pathogenic in:Unknown .Sa]inity:Unknown .Shape:Coccus
DShape:Fusiform .Shape:He]ical .Shape:Oval DShape:Pleomorphic Rod .Shape:Ring .Shape:Rod .Shape:Un.known |:|Temp. range:Mesophilic
DTemp. range:Unknoswn

Figure 06. Microbial attributes of positive profile, observed the presence of microorganisms

morph and physiologically distinct of community profile control.
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4. Discussion

In this study, the community composition of each profile showed significant differences, not
only by the enrichment of taxa in the positive profile, but also by increasing reads in taxa
Bacteroides, Enterobacteriaceae, Victivallis, Streptococcus, Selenomonadales, Treponema,
Porphyromonadaceae, Alistipes, Clostridium, Coriobacteriaceae, Betaproteobacteria,
Corynebacterineae, Cytophagaceae, Oscillibacter, when compared to the control profile;
these taxa are part of the core of the vaginal microbiota bovine (Otero et al., 2000; Panangala
et al.,, 1978). In positive profile for reproductive disorders, 53 other taxa were found,
maintaining the presence of organisms of the core microbiota Bacteroides and
Enterobacteriaceae have been described as part of the rumen microbiota in cattle (Wexler,
2007) but also occasionally causing disease (Dohmen et al., 1995; Kraipowich et al., 2000).
Histophilus can be found in genital tracts of cattle as opportunist, but can cause various
disorders (van der Burgt et al., 2007); of all the pathogenic organisms this genus has the
largest representation, as well as correspondence to the clinical signs observed.
Mycoplasmataceae also commonly inhabit mucous in cattle and can become pathogens
(Nicholas et al., 2008), having an range sites of infection greater than Histophilus; their
representation was discreet not corresponding to a infecting pathogen. The other taxa was not
described as pathogens in cattle. Alterations in the composition of the microbial communities
related to diseases in various organisms have been described, both by suppression
(Manichanh et al., 2006; Ott et al., 2004) and colonization by new populations (Fredricks et
al.,, 2005). Because of the high co-evolutionary association between individuals and
microorganisms, a simple change in community composition can alter these interactions and
trigger a change of a commensal to a pathogenic interaction. Changes in abiotic factors in an
ecosystem can open new ecological niches, providing a change in the composition of the
community, by new emerging interactions. The microbial attributes evaluated in both profiles
show changes in the balance of the characteristics of the vaginal ecosystem; the increase of
populations of aerobic and facultative aerobic bacteria, for example Singulisphaera
(Kulichevskaya et al., 2008), Olivibacter (Wang et al., 2008), Comamonadaceae (Willems et
al., 1991), in the community, that before were almost totally anaerobic, this may be related to
formation of microecosystems; pH seems to change by the presence of taxa with
representatives that lives in acidic environments as Fibrobacter (Chow and Russell, 1992),

and Lactobacillus, a fact that may result from the release of acidic compounds from the own
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fermentation of these organisms and of anaerobic organisms such as Victivalles (Zoetendal et
al., 2003) and Bacteroides. The availability of nutrients may be increased indirectly by
organisms like Bdellovibrio, an intracellular parasite (Seidler and Starr, 1969), whose cycle
may partially or completely lyse their host, releasing ions and organic and inorganic
compounds utilized in metabolic pathways of other bacteria; Akkermansia muciniphila can
also contribute to the emergent cycle of elements by fermenting mucin it is able to release
sulfate in a free form, in addition to promoting a reduction in protection against pathogens,
wich is the function of the mucin (Derrien et al., 2004); Desulfovibrio can reduce this sulfate
(Voordouw, 1995), while Desulfobulbus oxidize the sulfide generated (Lien et al., 1998).
Methanocorpusculum was described as methanogenic which use H2/CO2 or formate as
substrates for methanogenesis, although some can also use alcohols as electron donors (Garcia
et al., 2006) and Succinivibrionaceae has been described capable of reducing methane
(Stackebrandt and Hespell, 2006). These compounds could also be used for Histophilus in its
methane, nitrogen and sulfur metabolism, contributing to the context of infection.
Comepetitions could occur by use of iron between Histophilus, Acinetobacter and
Corynebacterium, because they use iron in some metabolic processes and/or pathogens
(Follmann et al., 2009; Tremblay et al., 2006; Zimbler et al., 2009).

5. Conclusions

Our profiles showed that the composition of the microbiota is consistent with, but not
conclusively demonstrative, vaginal health. There may be variations in microbiota due host-
dependent and host-independent factors that were not contemplated. The evidence of the
relationship between reproductive disorders and changes in the composition of the vaginal
microbiota of cattle is multifactorial and future studies may contribute to a greater
understanding of this relationship. We propose that this knowledge may be used to modulate

the vaginal microbiota for therapeutic assistants to treat these diseases.
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4. Conclusoes
Neste trabalho verificamos que existe relacdo entre distarbios reprodutivos e alteragdes na

composicdo da microbiota vaginal. Também foi visto que o patdgeno do género Histophilus
aparenta apresentar-se como fator chave dos distarbios reprodutivos; desta forma a infeccéo
pode ter desencadeado alterac@es fisico-quimicas que interferiram na ecologia do ecossistema,
0 que pode ter permitido a coloniza¢do de microrganismos que contribuiram ainda mais a
infeccdo, ou, a mudanca da composicdo da microbiota, e suas consequentes alteracdes
ecologicas, pode ter contribuido para a instalacdo do processo infeccioso. Assim, propomos
que este conhecimento seja utilizado para modular a microbiota vaginal por meio de
recolonizacdo do trato genital, como tratamento adjunto aos tratamentos convencionais de tais

doencas, com fins de maior eficacia desses tratamentos.
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