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RESUMO

Antibioticos sdo frequentemente fornecidos como promotores de crescimento para
animais de producao. Entretanto, as consequéncias desta pratica sobre a microbiota
intestinal e as mudancas ao longo do tempo sdo pouco entendidas. O objetivo deste
estudo foi caracterizar as mudancas na microbiota intestinal de bovinos de corte
induzidas pelo confinamento e pelo uso da virginiamicina como antibiético promotor
de crescimento (APC). Dois grupos de bovinos em inicio de confinamento (G1 e G2)
foram divididos em dois lotes de tratamento: um deles com virginiamicina (ATB) e
outro como controle (CON) recebendo a mesma alimentacdo, sem o antibiotico. O
G1 era composto por 50 animais (machos e fémeas) e o G2 por 36 animais, todos
machos. Amostras fecais foram coletadas na chegada, no meio (apos periodo de
adaptacao de 25 dias) e na saida para o abate. Cento e quarenta e quatro amostras
foram utilizadas para a extracdo de DNA e sequenciamento da regido V4 do gene
16S bacteriano utilizando a plataforma lllumina MiSeq. Os animais foram pesados na
entrada e na saida do confinamento para o calculo de ganho médio diario (GMD),
usado para comparacao entre os animais CON e ATB de cada grupo. Uma aliquota
de cada amostra da chegada (36) e da saida (36) dos animais do G2 foi utilizada
para determinar a susceptibilidade da bactéria Escherichia coli a diferentes
antibioticos. As bactérias do filo Firmicutes foram as mais abundantes durante todo o
periodo experimental. O filo Verrucomicrobia apresentou alta abundancia relativa na
chegada ao confinamento, mas foi suprimido pelas mudacas da dieta.
Proteobactérias aumentaram estatisticamente até o momento da saida. Houve maior
abundéancia relativa de Spirochaetes no meio do confinamento nos animais que
recebiam virginiamicina no G1, enquanto no G2 Actinobacteria teve maior
abundéancia relativa no meio e na saida nos animais do CON. No G1, maior
abundéancia relativa no meio do confinamento dos generos Treponema spp.,
Clostridium sensu stricto spp. e Clostridium XI spp. foi presente nos animais do ATB.
Enquanto no G2, maior abundéancia relativa de Bifidobacterium spp. € menor de
Clostridium XlIVa spp. foi observada no meio do confinamento nos animais que
recebiam a dieta sem virginiamicina. Na saida, houve maior abundéancia relativa das
bactérias Clostridiales, Ruminococcaceae e Clostridium XIVa spp. e menor
abundéancia de Bifidobacterium spp. nos animais que recebiam virginiamicina. O
confinamento causou mudancas importantes na composicdo e na estrutura da
microbiota fecal, porém, a virginiamicina teve efeito mais evidente na composicao,
sugerindo que o antibiético afetou as espécies raras presentes no intestino dos
bovinos, mas nédo as espécies mais abundantes. O GMD e o peso final ndo diferiram
entre 0s animais suplementados com virginiamicina e os animais que nao recebiam
antibiotico. Apenas 2% das E. coli isoladas da chegada e 0,2% da saida
apresentaram resisténcia a algum antibiético, sendo que o uso de virginiamicina ndo
influenciou a taxa de resisténcia. As diferencas encontradas entre os grupos G1 e
G2 sugerem que as variacbes nas condi¢cdes do estudo sdo importantes e podem
afetar a microbiota intestinal. Portanto, deve-se ter cautela quando da interpretacéo
e da extrapolagéo dos resultados de diferentes estudos.

Palavras-chave: antibiético, gene 16S rRNA, confinamento, microbiota, resisténcia.
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ABSTRACT

Low doses of antibiotics are commonly given to food animals in some regions for
growth promotion. However, the consequences of this practice on the intestinal
microbiota and how these changes occur overtime are poorly understood. This study
aimed to investigate the effects of virginiamycin used as antibiotic growth promoter
(AGP) and the consequences of confinement on the fecal microbiota of feedlot cattle.
Two batches of beef cattle entering a feedlot operation (G1 and G2) were divided into
two pens: one receiving virginiamycin (ATB) and one control (CON) receiving the
same feeding without the antibiotic. Group 1 was composed by 50 animals (steers
and heifers) and G2 by 36 animals (only steers). Fecal samples were collected at
arrival, mid feedlot (25 days after arrival) and at exit to slaughter. One hundred forty-
four samples had DNA extracted and the V4 region of 16S rRNA gene was amplified
and sequenced with an Illlumina MiSeq platform. Body weight at arrival and exit was
meansured and used to calculate average daily gain (ADG). Final body weight and
ADG were used to compare CON with ATB within each group. Samples from arrival
(36) and exit (36) of G2 were used to address antimicrobial susceptibility of
Escherichia coli strains. The phylum Firmicutes was the most abundant at all
moments. Verrucomicrobia has higher relative abundance at the beginning of feedlot,
but decreased drasticaly with feedlot diet. Proteobacteria significantly increased until
the exit. Spirochaetes has higher relative abundance in ATB than CON at mid of G1,
while in G2 Actinobacteria has higher relative abundance at mid and exit feedlot in
animais receiving control diet. In G1, higher abundance relative at mid of genera
Treponema spp., Clostridium sensu stricto spp. and Clostridium XI spp. in animais
receiving virginiamycin than CON. While in G2, higher relative abundance of
Bifidobacterium spp. and smaller of Clostridium XIVa spp. at mid was observed in
animals fed control diet, at exit higher relative abundance of Clostridiales,
Ruminococcaceae and Clostridium XlIVa spp. and smaller of Bifidobacterium spp. in
animals receiving virginiamycin was observed. Marked changes in composition and
structure of fecal microbiota occurred following entrance into the feedlot, but
virginiamycin significantly affected only membership, suggesting that the antibiotic
has a stronger effect on the rare species present in the distal gut of feedlot cattle, but
not on the most abundant species. ADG and final body weight did not differ between
ATB and CON animals. Only 2% of E. coli strains at arrival and 0,2% at exit were
resistent to at least one antibiotic. The use of virginiamycin as AGP had no effect on
antibiotic resistance. The differences found between batches are suggestive that
variations in study conditions are important and can strongly affect the intestinal
microbiota. Therefore, caution should be taken when interpreting and extrapolating
results from different studies.

Key words: antibiotic, 16S rRNA, feedlot, microbiota, resistance.
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1 INTRODUCAO

O corpo humano alberga cerca de 10 vezes mais bactérias do que
células sométicas e germinativas (SAVAGE, 1977), possuindo capacidade genética
100 vezes maior que o genoma humano. Ao longo dos anos, a espécie humana tem
evoluido com a presenca das bactérias (HOOPER; GORDON, 2001). Existem mais
de 1000 espécies de bactérias presentes no intestino humano e mais de 150 destas
espécies podem ser compartilhadas entre os individuos (QIN et al., 2010). Dentre
estas, apenas 20% sdo conhecidamente cultivaveis em meios de cultura tradicionais
(ECKBURG et al., 2005).

Ha evidéncias de que as bactérias estejam relacionadas com o
desenvolvimento do sistema imune (HOOPER et al., 2001), com 0 processamento
de componentes indigeriveis da dieta (BACKHED et al., 2004), associadas ao
desenvolvimento de doencas entéricas (MORGAN et al., 2012; ROUSSEAU et al.,
2011), asma e alergias (KAARIO et al., 2016), além de estarem envolvidas com o
aumento de peso e aparecimento de obesidade em humanos (TURNBAUGH et al.,
2009a), evidenciando sua importancia na homeostase do hospedeiro.

O desenvolvimento e aprimoramento das tecnologias de
sequenciamento genético e da bioinformética permitiram a descoberta e o catalogo
de muitos micro-organismos ainda nédo conhecidos (CONSORTIUM, 2012). Essas
técnicas permitem o estudo de comunidades microbianas complexas (EDWARDS et
al., 2006) e a investigacdo de varias amostras de grande numero de individuos sem
a necessidade de meios de cultivo (QIN et al., 2010).

Os estudos com emprego dessas técnicas buscam identificar a
composi¢do da microbiota e entender quais sao as suas fung¢des; como as bactérias
se organizam e se interrelacionam, vivendo em mutualismo com o hospedeiro; quais
Sao as bases que sustentam a simbiose e a competicdo entre 0S micro-organismos;
guais sado as caracteristicas em cada nicho especifico; e quais sdo os impactos da
microbiota sobre a manutencéo da saude e sobre o desenvolvimento de doencas no
hospedeiro (WEINSTOCK, 2012).

Os bovinos, como as outras espécies ruminantes, mantem interacao
complexa com 0s micro-organismos, particularmente os que habitam os pré-

estbmagos, dependendo da degradacdo de polimeros complexos, realizada por
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bactérias, para a obtencéo de energia (MACKIE, 2002). Estudos usando tecnologias
de sequenciamento de nova geragcdo vem sendo, nos ultimos anos, realizados em
bovinos para aumentar o conhecimento sobre essa interacao entre a microbiota e o
hospedeiro. Algumas investigacdes demonstram que as bactérias estdo envolvidas
com o ganho de peso, a incidéncia de doencas (OIKONOMOU et al., 2013), a
composicéo do leite (JAMI et al., 2014) e a eficiéncia alimentar (MYER et al., 2015a,;
MYER et al.,, 2015b). Entretanto, as bactérias podem estar sujeitas a fatores
externos que alterem as comunidades microbianas, como o efeito de antibioticos
(OIKONOMOWU et al., 2013) e, principalmente, de diferentes substratos e nutrientes
que séo fornecidos por meio de composicoes diferentes da dieta (SHANKS et al.,
2011).

Antibioticos promotores de crescimento (APCs) séo utilizados para
melhorar os indices de desempenho em animais de producdo (BROWN et al., 1975;
FEIGHNER; DASHKEVICZ, 1987; ROGERS et al., 1995). Ha evidéncias de que os
antibioticos podem interferir com as populacdes bacterianas e acredita-se que a
selecdo de algumas bactérias auxiliem no ganho de peso e acumulo de gordura em
animais de laboratério (CHO et al., 2012). Bactérias mais eficientes na extracdo de
nutrientes ja foram descritas e acredita-se que o uso de antibiéticos nos animais de
producdo possa estar associado a maiores indices de obesidade em humanos
(MILLION et al., 2013). A descoberta de bactérias mais eficientes na extracdo de
energia dos alimentos e que contribuem para o ganho de peso em animais, pode
substituir os antibidticos na alimentagéo, como melhoradores de desempenho.

O aumento de bactérias resistentes a diversas classes de
antibioticos e causadoras de infec¢cdes hospitalares em humanos, tem sido
associado ao uso de APCs em animais de producdo (CHANG et al., 2015). Desta
forma, métodos alternativos visando diminuir o uso de antibioticos na alimentagao
animal sdo necessarios para reduzir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana a
antimicrobianos. Portanto, as pesquisas que gerem novos meios de incrementar o
ganho de peso dos animais sao fundamentais.

Esse estudo teve como objetivos caracterizar as mudancas na
microbiota intestinal de bovinos de corte induzidas pelo confinamento e pelo uso da
virginiamicina como promotor de crescimento, utilizando a tecnologia de

sequenciamento de nova geragao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONCEITOS E TERMINOLOGIA APLICADOS AO ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS

Para o entendimento adequado e a interpretagcdo de resultados
obtidos pelas analises que avaliam as comunidades bacterianas, € necessario que
se defina alguns conceitos basicos utilizados neste campo.

O termo “microbiota” refere-se aos micro-organismos que se
encontram em um ambiente. Enquanto, “microbioma” refere-se aos micro-
organismos e o seu conjunto de genes (MARCHESI; RAVEL, 2015).

Com a enorme quantidade de dados gerados através do
sequenciamento de nova geracdo (SNG), métodos e conceitos empregados em
ecologia foram agregados a esta tecnologia para descrever as comunidades
microbianas, com maior fidelidade. Dentre eles, os conceitos de riqgueza e de
diversidade que, respectivamente, determinam qual é o nUmero de espécies e qual a
distribuicdo de frequéncia (igualdade) de cada espécie presente em um ambiente.
Outro conceito utilizado é a operational taxonomic unit (OTU), que se trata da
unidade basica de classificacdo das bactérias e €é adotada nas analises
populacionais podendo ser utilizada nos diferentes niveis taxondmicos. Por exemplo,
considerando a similaridade de 97% da sequéncia genética analisada com o
genoma de referéncia, tem-se uma unidade taxonémica classificada no nivel de
espécie (WEINSTOCK, 2012).

A rigueza de um ambiente trata-se de uma contagem direta ou
estimativa da quantidade de espécies diferentes de bactérias presentes naquele
ambiente, ou em uma amostra. A maneira como estas espécies estao distribuidas no
ambiente determina a sua igualdade. Por exemplo, duas comunidades bacterianas
podem ser compostas pelas mesmas 100 espécies (rigueza), mas em uma delas,
uma Uunica espécie representa 90% das bactérias (igualdade). Para que esta
diferenca fosse levada em conta, foram criados varios indices matematicos,
chamados de diversidade. Um exemplo de estimador de riqgueza seria o indice de
Chao (CHAO et al., 2005). Varios indices podem ser empregados para a analise de
a-diversidade, a qual refere-se as caracteristicas individuais presentes em um

ambiente (riqueza e diversidade de cada amostra). Ao contrario, a B-diversidade &
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utilizada para comparar as caracteristicas das populacdes microbianas entre as
amostras. Dentre os indices de diversidade mais utilizados estdo os de Shannon e
de Simpson, que levam em conta a riqueza e a igualdade das espécies presentes
em uma amostra (LOZUPONE; KNIGHT, 2005).

Além da interpretacdo por meio dos indices de riqueza e de
diversidade que permitem a aplicacdo de métodos estatisticos para comparar uma
populacdo com outra, estes parametros podem ser representados graficamente por
meio das curvas de rarefacdo. Essas demonstram o niumero de OTUs das amostras
(rigueza) em funcdo do numero de sequéncias genéticas (esforco de amostragem) e
determinam se a quantidade de leituras extraidas de determinada amostra foi
suficiente para caracterizar a populacdo adequadamente.

Alguns coeficientes podem ser utilizados para gerar matrizes
matematicas que estimam a distancia da similaridade da riqueza ou diversidade
entre as comunidades das amostras, podendo ser representados graficamente por
meio de dendrogramas. Os indices de Jaccard e Yue & Clayton, sédo frequentemente
adotados para descrever respectivamente a composicdo e a estrutura de cada
amostra, ja que levam em conta a rigueza e a diversidade encontrada nas mesmas
(LOZUPONE; KNIGHT, 2005).

O temo abundancia relativa é o mais apropriado para se expressar a
proporcao em que os tipos bacterianos estéo distribuidas em uma comunidade, pois
ndo se trata de uma abundancia absoluta, ja que a contagem real das bactérias se
perde durante o processo de amplificagcdo na PCR convencional (RAJENDHRAN;
GUNASEKARAN, 2011). Por esse motivo, o termo abundancia relativa € comumente
empregado para expressar as porcentagens de cada nivel taxonédmico que se quer

detalhar, incluindo filo, classe, ordem, familia, género e espécie.

2.2 METODOS PARA A CARACTERIZACAO DE COMUNIDADES MICROBIANAS

Tradicionalmente o meétodo mais utilizado para o estudo das
bactérias é o cultivo em meios de crescimento enriquecidos com nutrientes. No
entanto, este método permite o crescimento de apenas uma porcentagem pequena
das bactérias presentes em uma amostra. Estima-se que apenas 20% das bactérias

crescam em meios de cultura tradicionais (ECKBURG et al., 2005), o que torna
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impossivel estimar a riqueza e a diversidade real das espécies bacterianas. A
principal vantagem do método, esta no uso de meios seletivos para o isolamento de
determinados organismos, que sao favorecidas pelos nutrientes e antibidticos
disponiveis no meio de cultura (LAGIER et al., 2015).

A culturas de bactérias fecais de bovinos tem recebido menos
importancia em comparagdo ao rumen. No entanto, ainda hoje, grande quantidade
de bactérias providas de amostras de fezes isoladas em meios de cultura
enriguecidos, ndo possuem o0 mapeamento genético nos bancos de dados (ZIEMER,
2014), demonstrando que os meios de cultura podem auxiliar na catalogacao de
bactérias desconhecidas ou raras, dificeis de serem detectadas com meétodos
moleculares.

A revolucédo do sequenciamento genético teve sua expansao com o
método de dideoxinucleotideo, no qual nucleotideos modificados adicionados a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) interrompem o alongamento quando sao
inseridos na sequéncia de nucleotideos. Assim, sequéncias de mesmo tamanho
formam bandas em gel, que indicam a base na qual a reacdo foi interrompida
conforme o tamanho do fragmento. Desta maneira, pode-se fazer a leitura das bases
e identificar a sequéncia do DNA (SANGER et al., 1977).

Métodos moleculares para caracterizar comunidades bacterianas,
como eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) e eletroforese em gel
com gradiente de temperatura (TGGE) podem ser empregados para estudar a
dindmica populacional das bactérias. Utilizando-se gel de poliacrilamida para separar
as sequéncias de acordo com o gradiente ou com a temperatura, as fitas de DNA
desnaturam parcialmente e param de acordo com as caracteristicas fisico quimicas,
permitindo a visualizagdo das bandas (MUYZER, 1999). Estas técnicas sao
conhecidas como fingerprinting, que auxiliam no acompanhamento da dinamica
populacional e na estimativa da diversidade (MUYZER, 1999). No entanto, a
sobreposicdo de bandas ou a baixa abundancia de algumas espécies podem
mascarar a diversidade real das amostras analisadas. Além disso, ndo possuem
especificidade para determinar quais espécies estdo presentes e sendo avaliadas
(VALLAEYS et al., 1997).
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O advento do sequenciamento de nova geracgdo, diminuiu o tempo
de sequenciamento e o custo tornou-se reduzido em compara¢do aos métodos que
utilizam a tecnologia da incorporacdo dos dideoxinucleotideos (EDWARDS et al.,
2006). A tecnologia utilizada na plataforma 454 da Roche, também conhecida como
pirosequenciamento, faz a leitura do sinal luminoso no momento da incorporagéo do
nucleotideo quando este € inserido na reacdo (MARGULIES et al., 2005).

A plataforma Illumina, utiliza o sequenciamento que consiste no
alongamento da sequéncia por sintese, na qual um sinal luminoso com coloracéo
diferente é emitido no momento da incorporagéo de cada base (ILLUMINA, 2014).

Com o lancamento da plataforma Illumina, o custo em relagédo ao
namero de bases utilizadas e a quantidade de sequéncias produzidas tornou-se
mais baixo em relacdo as outras plataformas (BENTLEY et al., 2008). No entanto,
cada tecnologia possui suas vantagens e desvantagens, sendo mais ou menos
apropriadas para delineamentos diferentes de estudos. Assim, deve-se considerar o
tamanho do fragmento a ser sequenciado, a complexidade da comunidade, bem
como o tipo de estudo (sequenciamento de fragmentos ou total).

O gene 16S rRNA tem sido o mais utilizado para a caracterizacéo de
bactérias. O numero de bases e a conservacdo de regides do gene, 0 tornam
preferivel em relacdo a outras subunidades, como a 5S ou 23S. A presenca das
regides conservadas permite a confeccdo de primers comuns a todas as bactérias e
as regides hipervariaveis permitem a diferenciacédo entre as espécies (LANE et al.,
1985; OLSEN; WOESE, 1993). S&do nove regides variaveis (V1-V9) do gene, com
diferentes numeros de bases entre elas. O fragmento da regido V4 possui
aproximadamente 250 pares de base, e 0 sequenciamento desta regido comparado
a outras, demonstra melhor relacdo custo beneficio com boa especificidade na
classificagdo dos organismos e estimavas satisfatorias de riqueza e diversidade
(MIZRAHI-MAN et al., 2013; YOUSSEF et al., 2009).

2.3 IMPORTANCIA DA MICROBIOTA INTESTINAL
A colonizacao do intestino ocorre a partir do primeiro contato com o

ambiente externo ao Utero e sofre interferéncia desde os primeiros momentos de

vida. Por exemplo, criangas que nascem de parto normal sdo colonizadas com
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bactérias diferentes daquelas que nascem por cesariana (AZAD et al., 2013a). As
primeiras sdo colonizadas por bactérias presentes na vagina da mée, adquiridas
durante o parto, enquanto as que nascem por cesariana sdo colonizadas com
bactérias comumente presentes na pele (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010).

A microbiota passa por um processo de modificacdo constante
durante o primeiro ano de vida. Embora algumas bactérias estejam sempre
presentes durante a fase de desenvolvimento, outras habitam o intestino somente
por determinados periodos (PALMER et al.,, 2007). A diversidade da microbiota
intestinal aumenta com a idade (MONIRA et al., 2011; YATSUNENKO et al., 2012).
Esses indices podem sofrer influéncia de fatores externos, como a presenca de
irmaos mais velhos ou animais de estimac¢éo no convivio diario (AZAD et al., 2013b).

A alimentacdo é o principal fator que influencia a composicédo e a
estrutura da microbiota intestinal. Criancas que recebem leite materno tem indices
menores de riqgueza e de diversidade do que aquelas que recebem leite em po
reconstituido (AZAD et al., 2013a). Entretanto, a colonizacdo por bactérias
patogénicas € menor (AZAD et al.,, 2013a) e a alimentacdo exclusiva com leite
materno esta associada a menores indices de obesidade na adolescéncia (AZAD et
al., 2014). Na infancia, a ingestdo de dieta variada, com diferentes fontes de
nutrientes, cria condicfes para que a diversidade seja maior, o que reduz a chance
de colonizacéo por bactérias que podem causar doencas entéricas. Em comparacao,
aquelas que néo tem acesso a dietas variadas e saudavel possuem chance maior de
ser colonizadas por bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella spp. e
Escherichia spp. (MONIRA et al., 2011).

Estudos demonstram, ainda, que a colonizacdo bacteriana esta
envolvida em expressdes comportamentais, como ansiedade (DIAZ HEIJTZ et al.,
2011) e autismo. Criangas autistas possuem alta riqueza e diversidade da microbiota
intestinal em comparagao aos controles e irméos (FINEGOLD et al., 2010). Um fator
gue esta envolvido na expressdo comportamental é a existéncia do eixo intestino-
cerebral, que conduz impulsos originarios do intestino até o encéfalo através no
nervo vago. O grupo de camundongos submetidos a vagotomia e que tinham o
intestino colonizado por bactérias demonstraram, menor ansiedade do que aqueles
animais que tinham o nervo vago intacto. Esse comportamento era semelhante ao

do grupo de camundongos ndo vagotomizados e sem microbiota intestinal (germ
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free) (BERCIK et al., 2011). O uso de antibidticos na infancia também interfere com a
colonizacédo intestinal (PALMER et al., 2007). A diminuicdo da diversidade da
microbiota, resultante da terapia com antimicrobianos pode predispor ao
desenvolvimento de doencas alérgicas, como asma (RUSSELL et al., 2013) e ainda
pode estar associado ao aparecimento da obesidade na adolescéncia (AZAD et al.,
2014).

A teoria da higiene propbe, que o0 excesso de cuidados com a
higiene na infancia pode afetar a colonizacéo intestinal diminuindo a diversidade, ja
que o contato com ambientes de maior diversidade de bactérias na infancia esta
relacionada ao amadurecimento do sistema imune (KUO et al., 2013). Camundongos
jovens expostos a lipopolissacarideos, que constituem a parede celular das
bactérias, tiveram menor resposta inflamatoria quando foram submetidos novamente
ao contato de lipopolissacarideos (SCHUIJS et al., 2015). Da mesma forma, criancas
expostas a ambientes rurais, que mantém contato direto com animais e consomem
leite integral de vaca tem resposta imune diferente daquelas criancas que vivem nas
cidades. A resposta imune também diminui quando as células sao estimuladas com
lipopolissacarideos, pois 0 organismo tem uma resposta que demonstra tolerancia
imunoldgica e chance menor de desenvolver asma e alergias (KAARIO et al., 2016).
Além disso, a alimentacdo com leite materno e a presenca de irmaos mais velhos
estdo associados a menor abundéancia relativa de bactérias especificas que
diminuem as chances da crianga desenvolver dermatite alérgica (PENDERS et al.,
2013).

Existem muitas diferencas interpessoais nha composicdo da
microbiota intestinal de adultos (LEY et al., 2006) e cada pessoa possui sua
microbiota especifica e que € relativamente estavel ao longo do tempo
(TURNBAUGH et al., 2009a). Individuos da mesma familia tem a composi¢cdo da
microbiota intestinal parecida (LEY et al., 2005), mas a estrutura sofre interferéncia
da dieta, da idade e da localizacdo geografica (YATSUNENKO et al., 2012).

Embora pessoas saudaveis possuam perfil bacteriano relativamente
parecido, algumas doencas, como a doenca do intestino irritado, podem alterar a
composi¢cdo da microbiota intestinal (QIN et al., 2010). Ha relatos da reducéo de
bactérias da familia Ruminococcaceae na doenca de Crohn e da reducdo e do

aumento de bactérias das familias Leuconostocaceae e Enterobacteriaceae,
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respectivamente, na colite ulcerativa (MORGAN et al., 2012). A presenca de C.
difficile, que pode causar colite pseudomembranosa, também modifica a composicao
e a estrutura da comunidade bacteriana (ROUSSEAU et al.,, 2011; SONG et al.,
2013). A infeccdo por esta bactéria € muitas vezes refrataria ao tratamento com
antibiéticos e uma alternativa é restabelecer a microbiota com o transplante de
microbiota fecal, utilizando amostras de um doador saudavel, para a coloniza¢do do
intestino do paciente. Esta técnica tem se tornado rotineira e contribui para a cura,
com até 95% de sucesso (SEEKATZ et al., 2014; SONG et al., 2013).

As bactérias estdo envolvidas com a modificacdo na expressado de
genes que podem interferir na fisiologia do hospedeiro (HOOPER et al., 2001).
Podem, por exemplo, modificar a microcirculacdo das vilosidades intestinais.por
meio de estimulo das células de Paneth, que aumenta o calibre dos vasos nos vilos
quando o intestino esta colonizado, melhorando a capacidade absortiva de
nutrientes (STAPPENBECK et al., 2002).

Alguns pesquisadores correlacionam o estilo de vida ocidental, com
alta disponibilidade e ingestdo de alimentos caléricos nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, e a utilizacdo de antibiéticos como promotores de crescimento
na criacao intensiva de animais de producdo como um dos fatores que contribui para
0 aumento dos indices de obesidade na populacdo (KAU et al., 2011; MILLION et
al., 2013). A evidéncia de que camundongos ingerindo doses baixas e continuas de
antibiéticos na fase inicial de desenvolvimento tiveram maior estoque de gordura
corpérea (CHO et al., 2012) reforca esta teoria.

O primeiro estudo que trouxe a suspeita de que a microbiota poderia
estar envolvida com a eficiéncia na extracdo de nutrientes foi realizado em
camundongos ndo colonizados (germ-free), no qual verificou-se que estes animais
ingeriam mais nutrientes e perdiam mais energia nas fezes do que os camundongos
gue possuiam o intestino colonizado (WOSTMANN et al., 1983). Mais tarde, foi
comprovado que a presenca das bactérias aumenta em até 40% o estoque de
gordura corpérea, mesmo que a ingestdo de alimentos seja inferior aos
camundongos n&o colonizados (BACKHED et al., 2004).

As evidéncias de que as bactérias auxiliam na extragdo de nutrientes
dos alimentos levantaram a suspeita de que individuos com capacidade superior de

extrair energia seriam, naturalmente, mais eficientes ou albergariam bactérias que



20

contribuem para o aumento do acimulo de gordura corpérea (BACKHED et al.,
2005). Esta hipotese foi testada por LEY et al. (2005), os quais encontraram, na
composicdo da microbiota intestinal de camundongos obesos, mais bactérias
pertencentes ao filo Firmicutes e menor abundancia de bactérias do filo
Bacteroidetes. Além disso, a caracteristica de maior capacidade de extracdo de
nutrientes nos alimentos pode ser transmitida por meio do transplante da microbiota
fecal de individuos obesos, que coloniza o intestino dos receptores e aumenta a
porcentagem de gordura corpdérea sem aumentar o consumo de alimento,
comparado a individuos que recebem bactérias de camundongos magros
(TURNBAUGH et al., 2006).

Camundongos colonizados com bactérias do intestino de humanos e
gue tiveram acesso a dieta ocidental modificaram a microbiota intestinal, diminuindo
a diversidade e aumentando a abundancia de bactérias das classes Erysipelotrichi e
Bacilli, pertencente ao filo Firmicutes, que contribuiram para o aumento do estoque
de tecido adiposo (TURNBAUGH et al., 2009b). Assim como o0 aumento da ingestéo
contribui para o0 aumento de peso, a reeducacao alimentar na reducédo da ingestao
de alimentos caldricos gerou perda de peso e modificou a proporcao de Firmicutes e
Bacteroidetes em humanos obesos (LEY et al., 2006).

Portanto, as pesquisas recentes na area da microbiologia trazem
novas perspectivas sobre a relacdo das bactérias com o0s seus hospedeiros,
destacando a importancia dos micro-organismos e a capacidade que eles possuem
de influenciar a fisiologia do hospedeiro e ressaltando a importancia da manutencéo

da microbiota saudavel e equilibrada.

2.4 MICROBIOTA DO SISTEMA DIGESTORIO DOS BOVINOS

As espécies ruminantes evoluiram com a presenca de micro-
organismos e sdo totalmente dependentes dessa relacdo simbidtica (HACKMANN;
SPAIN, 2010). As bactérias sdo 0s micro-organismos mais numerosos do rumen e
estdo associadas ao metabolismo de aminoacidos, proteinas e carboidratos. Elas
atuam na degradacao de componentes indigeriveis transformando-os em nutrientes
passiveis de absorcdo, além de ser fonte de proteina para o hospedeiro (CREEVEY
et al., 2014).
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As populagbes bacterianas presentes no trato gastrintestinal dos
bovinos variam de acordo com a localizagcdo anatdémica. Os pré-estbmagos possuem
microbiota com composicfes semelhantes, as quais se distinguem das presentes no
abomaso e intestinos. A microbiota do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e
grosso (ceco, colon e reto) também possuem composicdes distintas entre elas (MAO
et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2013).

2.4.1 Microbiota Ruminal

O rumen é o 6rgdo com maior capacidade de fermentacédo, dado ao
volume do contetdo que contém comparado a outros 6rgaos (aproximadamente 200
litros). A quantidade de bactérias presente no contetdo ruminal liquido é de cerca de
7,79x101° (MAO et al., 2015). A populacdo microbiana dos pré-estbmagos é muito
semelhante em relacdo a diversidade. Entretanto, o rimen possui 0 maior indice de
rigueza dentre eles (MAO et al, 2015), porém sao observadas diferencas
significativas das abundancias relativas quando comparadas as fracées liquida e
solida do contetdo ruminal (HENDERSON et al., 2013).

A composi¢cdo da microbiota ruminal modifica-se ao longo do
desenvolvimento. Os bezerros ndo tém a populacdo estavel e a partir dos seis
meses de idade até a maturidade comeca a existir maior estabilidade e semelhanca
a animais adultos. A microbiota ruminal dos bezerros possui alta abundancia relativa
de Bacteroidetes, caracterizando-se como o primeiro filo a colonizar o rimen de
bezerros ainda lactentes. Com o avanco da idade e a desmama, bactérias
pertencentes ao filo Firmicutes tornam-se as mais abundantes no interior do ramen
(JAMI et al., 2013; LI et al., 2012).

Em um estudo amplo envolvendo varios centros de pesquisa em
todo o mundo, foram coletadas mais de 700 amostras de contetdo ruminal, incluindo
bovinos, caprinos e outros ruminantes. A microbiota compartilhada entre as espécies
foi determinada, sendo composta por bactérias da ordem Clostridiales, das familias
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Bacteroidales, e dos géneros Prevotella,
Butyrivibrio e Ruminococcus (HENDERSON et al., 2015). Comprovou-se, ainda, que
existe composicao distinta da microbiota entre bovinos e pequenos ruminantes e que

a mesma sofre influéncia do tipo de dieta. Dentre as bactérias, foram observadas
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correlagcbes inversas entre Fibrobacter spp. e Veillonellaceae, que sé&o
respectivamente mais abundantes na microbiota ruminal de bovinos e de pequenos
ruminantes (HENDERSON et al, 2015). Isso demonstra que existem
particularidades interespecificas na colonizacéo ruminal.

Além disso, trabalhos tem demonstrado que bactérias pertencentes
ao filo Firmicutes, como Lachnospiraceae, Eubacterium spp., e Dialister spp, foram
correlacionadas com maior teor de gordura no leite de vacas (JAMI et al., 2014) e
Veillonellaceae, Lachnospiraceae, Dialister spp. e Acidaminococcus spp com maior
ganho de peso médio diario (GMD) em novilhas confinadas (MYER et al., 2015a).
Outras bactérias, como Atopobium spp. e Adlercreutzia spp. (ambas pertencentes ao
filo Actinobacteria), foram associadas com o maior volume de leite produzido (JAMI
et al., 2014) e Prevotella spp., do filo Bacteroidetes, com a maior ingestdo de matéria
seca (IMS) (MYER et al.,, 2015a), evidenciando o papel que algumas espécies
podem exercer sobre caracteristicas produtivas desejaveis em animais de producao.

2.4.2 Microbiota Intestinal

A colonizagdo do intestino do bezerro ocorre desde as primeiras
horas de vida, e os indices de riqueza e de diversidade aumentam durante os meses
seguintes de acordo com o desenvolvimento do animal e a ingestdo de alimentos
sélidos, como feno e concentrados (KLEIN-JOBSTL et al., 2014).

As bactérias presentes nas fezes de bezerros lactentes séo
pertencentes principalmente aos filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria
(EDRINGTON et al., 2012; OIKONOMOU et al., 2013). As primeiras bactérias a
colonizar o intestino sao do filo Proteobacteria, que no primeiro dia apresentam-se
como mais abundantes (KLEIN-JOBSTL et al., 2014). Ao longo do desenvolvimento
ocorre aumento da abundancia de espécies pertencentes aos filos Bacteroidetes e
Firmicutes, independente da dieta liquida que recebem (EDRINGTON et al., 2012,
OIKONOMOWU et al., 2013; XIE et al., 2013).

A transicdo alimentar, altera a populacdo microbiana, a partir da
dieta exclusivamente liquida para o consumo de outros alimentos (UYENO et al.,
2010). Além disso, outros fatores como, doencas, antibioticos e antibioticos

promotores de crescimento também podem alterar a microbiota (OIKONOMOU et
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al., 2013; XIE et al., 2013). Ap6s o desmame os bezerros tendem a estabilizar a
microbiota, que torna-se parecida entre eles (KLEIN-JOBSTL et al., 2014).

A capacidade do intestino do ruminante adulto é de 14% comparado
ao rumen, em relacédo ao volume da digesta (GRESSLEY et al., 2011). A densidade
da microbiota colénica é a maior dentre todo o trato gastrintestinal, incluindo aquela
presente no rimen, sendo 7,62x10'! e 7,35x10%° o total da populacdo microbiana
encontrada nas amostras de conteudo do célon e do reto, respectivamente (MAO et
al., 2015). Além disso, a concentracdo de acidos graxos volateis como acetato,
propionato e butirato, presentes no intestino grosso (ceco e célon) e no reto é
semelhante aquela presente nos pré-estbmagos, e superior a encontrada no
abomaso e no intestino delgado (MAO et al., 2015), evidenciando a importancia do
intestino grosso em ruminantes.

Estudos demonstram que os indices de riqueza e de diversidade sédo
semelhantes entre o ceco, 0 cOlon e o reto e as abundéancias relativas
correspondentes a cada filo, também (MAO et al.,, 2015; OLIVEIRA et al., 2013),
reforcando que o uso das amostras fecais para caracterizar a microbiota intestinal é
representativo de todo o intestino grosso.

Embora, os bovinos sejam animais altamente eficientes em
processar diversos tipos de alimentos, e transforma-los em carne e leite, a busca por
melhores indices de producdo, desenvolvimento e ganho de peso ainda continua
sendo foco de interesse cientifico. Existem evidéncias de que as bactérias intestinais
estdo envolvidas com a eficiéncia da extracdo de nutrientes, aumentando o ganho
de peso e maior deposicdo de gordura em humanos e camundongos (BACKHED et
al., 2004; TURNBAUGH et al., 2009b). Dessa forma, deu-se inicio a busca por
bactérias que tenham esta caracteristica e exercam esse efeito em animais de
producdo (DANZEISEN et al., 2011; HOLMAN; CHENIER, 2014; SINGH et al.,
2012). Bezerros com maior peso ao desmame tiveram maiores indices de riqueza e
maior abundancia relativa de Faecalibacterium na primeira semana de vida
(OIKONOMOWU et al., 2013). Semelhante, MYER et al. (2015b) tentaram encontrar
diferencas na diversidade bacteriana nas fezes dos animais com diferentes indices
de GMD e IMS. Os indices de riqueza e de diversidade nao diferiram entre os
grupos, entretanto existe correlagdo entre maiores indices de GMD e IMS com a

presenca de bactérias das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, ambas
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pertencentes ao filo Firmicutes.

As alteracdes nas dietas dos ruminantes, como o aumento do
volume de concentrado fornecido, modificam o transito intestinal, as condicbes de
pH e alteram o0s nutrientes que chegam ao intestino. Cabras adaptadas a
alimentacdo com pequenas quantidades de grédos de cevada moida na dieta e
submetidas ao aumento da quantidade deste alimento demonstraram que algumas
bactérias eram desfavorecidas no ambiente ruminal, mas foram favorecidas no
intestino, além disso, observou-se aumento da producédo de AGV e reducéo do pH
(METZLER-ZEBELI et al, 2013). De maneira semelhante, vacas leiteiras
aumentaram a producédo de propionato e de butirato, com queda do pH no contetdo
fecal quando submetidas a acidose ruminal subaguda experimental (MAO et al.,
2012), demonstrando que os alimentos ndao utilizados pelas bactérias ruminais e
ndo absorvidos no intestino delgado sao utilizados pelas bactérias no intestino
grosso e demonstram ser importantes na extragao de nutrientes para o hospedeiro e
contribuem para o aproveitamento mais eficiente dos componentes da dieta.

A maior inclusdo de amido na dieta aumentou a abundancia relativa
de bactérias do filo Bacteroidetes em relacdo aos Firmicutes nas fezes de bovinos
confinados (SHANKS et al., 2011). Embora pertencam a filos diferentes, Prevotella
spp. e Succinivibrio spp. (Bacteroidetes e Proteobactéria, respectivamente), outros
trabalhos relataram o aumento da abundancia relativa destas bactérias nas fezes
(KIM et al., 2014; MYER et al., 2015b) e no ramen (HENDERSON et al., 2015) de
bovinos quando a dieta tem grdos na sua composicdo. Ambos os géneros foram
relacionados com maior ingestdo de matéria seca, mas apenas o0 género Prevotella
spp. teve relacdo com maior GMD (MYER et al., 2015b).

Bovinos alimentados exclusivamente com forragem demonstram
maior quantidade de bactérias pertencentes ao filo Verrucomicrobia, do que os
animais recebendo carboidratos na dieta (KIM et al., 2014). Acredita-se que algumas
substancias produzidas no intestino podem auxiliar na manutencao destas bactérias.
Por exemplo, a barreira mucosa € rica em mucina, produzida pelas células
intestinais, que torna-se substrato para a producdo de acetato e de propionato por
bactérias deste filo (DERRIEN et al., 2004).

Embora existam individualidades na microbiota de bovinos

submetidos as mesmas condi¢fes de dieta e de manejo (DURSO et al., 2010), o
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ambiente em que esses animais estdo inseridos (fazenda) pode exercer grande
influéncia sobre a microbiota (SHANKS et al., 2011). No entanto, a dieta parece ser
o fator mais importante na inducdo de mudancas na composicdo das populacoes
microbianas, independente de fatores externos (KIM et al., 2014).

As diferencas que o tipo de dieta provoca na microbiota intestinal
dos bovinos esta descrita na literatura (KIM et al., 2014; SHANKS et al., 2011) e as
mudancas na concentracdo de amido em um curto periodo de tempo, também
demonstraram interferéncia nas populacbes bacterianas (MAO et al.,, 2012;
METZLER-ZEBELI et al., 2013). Entretanto, estudos longitudinais demonstrando
como as populacdes microbianas se adaptam a novas dietas e qual é o tempo
necessario para que estas populacdes se estabilizem séo raros na literatura.

Animais confinados recebendo dietas ricas em gréaos geralmente sao
alimentados com APCs com o intuito de melhorar os indices de performance, como
o ganho de peso e a converséao alimentar, além de auxiliar na prevencao de doencas
(MEYER et al.,, 2013; MEYER et al., 2009; ROGERS et al., 1995; SALINAS-
CHAVIRA et al., 2009). No entanto, estudos demonstram diferentes resultados para
as avaliacdes dos indices de performance de bovinos que recebem APCs na
alimentagao.

A adicdo de virginiamicina em doses baixas ndo afetou a IMS, ao
contrario, doses mais altas (25 e 50 mg/kg/MS) diminuiram a IMS, mas néo o
suficiente para melhorar a conversao alimentar ou o GMD. Ainda, 0 mesmo trabalho
relata o fornecimento de 27 mg/kg/MS para outro grupo de animais que néo teve o
mesmo efeito. Porém, os autores relatam que os resultados unidos demonstram
resposta dose-dependente na melhoria do GMD e na eficiéncia alimentar (ROGERS
et al., 1995).

O fornecimento de monensina associada a tilosina reduziu a
ingestdo de matéria seca pelos animais em relacdo a dieta controle. Embora
diferencas no GMD n&o tenham sido observadas entre os grupos, a conversao
alimentar foi melhor para os animais que recebiam os antibidticos (MEYER et al.,
2013; MEYER et al.,, 2009). Contrariamente, SALINAS-CHAVIRA et al. (2009)
relatam que a utilizacdo de virginiamicina ou monensina, nao influénciou no GMD ou
a IMS. Somente a virginiamicina demonstrou melhorar a converséao alimentar. Ainda,

GOLDER et al. (2014) relatam que a virginiamicina ndo apresentou diferenga no
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GMD, apesar deste grupo de animais apresentar o maior indice de IMS.

O efeito da virginiamicina no pds-parto imediato de vacas leiteiras
nao apresentou resultados satisfatérios. Um aumento significativo da producdo de
leite em associacdo com o fornecimento de monensina foi observado, entretanto, o
grupo suplementado somente com virginiamicina teve a menor producédo entre os
tratamentos testados (ERASMUS et al., 2008).

A inclusédo de clortetraciclina e sulfametazina nos primeiros 50 dias
de confinamento teve efeito no GMD durante todo o periodo de confinamento (200
dias) antes de serem encaminhados ao abate e na conversao alimentar somente no
periodo que recebiam os antibidticos (GALLO; BERG, 1995).

Os promotores de crescimento também sé&o utilizados na prevencao
de doencas. Menor incidéncia de abscessos de figado foram observados com a
suplementacgdo com tilosina (MEYER et al., 2009) e virginiamicina (ROGERS et al.,
1995) e menor incidéncia de doencas respiratérias no uso de clortetraciclina e
sulfametazina (GALLO; BERG, 1995).

Na literatura brasileira ha somente um trabalho que avalia os efeitos
da adicdo de virginiamicina na alimentacéo de bovinos confinados (NUNEZ et al.,
2013). Os resultados apontam reducao na IMS, porém néo interfere com o GMD e
na conversao alimentar comparados ao grupo controle.

O efeito dos APCs em inibir o crescimento de bactérias produtoras
de acido lactico e evitar a queda no pH em auxilio ao controle da acidose é desejado
em dietas com alta inclusdo de carboidratos. A virginiamicina tem demonstrado
controlar a rapida producédo de lactato no rimen (CLAYTON et al., 1999; COE et al.,
1999; GOLDER et al., 2014) e a diminuicdo do pH na acidose (COE et al., 1999).
Porém, o pH nao apresentou diferengca comparando-se 0 grupo suplementado com
virginiamicina e o controle de novilhas recebendo dietas altamente energéticas
(GOLDER et al., 2014) e em vacas leiteiras a pasto que recebem alta quantidade de
concentrados (CLAYTON et al., 1999). Porém, vacas leiteiras suplementadas com
virginiamicina demonstraram pH das fezes menor do que as vacas que nao
recebiam o antibidtico (CLAYTON et al., 1999).

Apesar de resultados contraditorios estarem presentes na literatura,
o aparente efeito de alguns APCs, ainda tornam a utilizagdo dos antibiéticos como

pratica comum na criacdo de bovinos. Entretanto, ainda ndo esta claro como as
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doses utilizadas podem exercer efeito nas populagbes microbianas. Algumas
hipoteses foram formuladas a partir do conceito de que APCs podem melhorar a
absorcdo dos nutrientes por diminuirem a camada de muco que recobre a mucosa
intestinal, reduzirem a competicdo de bactérias por nutrientes, diminuirem as
infeccbdes subclinicas ou restringirem a producdo de toxinas pelas bactérias
(FEIGHNER; DASHKEVICZ, 1987). As baixas dosagens em que os APCs sao
incluidos na racéo e a baixa absorcéo intestinal de alguns antibiéticos, ndo permitem
mensuracfes das concentracdes sanguineas, impossibilitando avaliacbes. A
compreensao dos mecanismos envolvidos com os efeitos dos APCs pode ser obtida
estudando as mudangas induzidas nas comunidades microbianas (BUTAYE et al.,
2003).

Somente dois trabalhos avaliaram o efeito de APCs na microbiota
intestinal de bovinos, RETI et al. (2013) ndo observaram diferenca na microbiota
intestinal de animais suplementados ou ndo com clortetraciclina e sulfametazina no
periodo de confinamento. No entanto, a coleta das fezes para analise foi realizada
somente 28 dias apos a retirada da suplementacdo com os antibiéticos, o que pode
ter proporcionado tempo suficiente para que as populacdes de bactérias fossem
restabelecidas. Da mesma forma, MCGARVEY et al. (2010) ndo encontraram
diferencas significativas apds a inclusdo de monensina na dieta de vacas leiteiras.
Vale ressaltar que estes estudos utilizaram métodos moleculares que fornecem
pequeno numero de sequéncias para andlise e podendo ndo detectar as mudancas
ocorridas em ecossistemas complexos.

Diferentemente dos bovinos, que possuem 0s pré-estomagos como
camaras de fermentacdo e podem metabolizar os componentes ingeridos antes de
chegarem aos intestinos, a microbiota intestinal dos animais monogastricos pode
estar susceptivel a maior concentracao dos antibioticos incluidos na alimentacdo. Da
mesma forma, os resultados de estudos avaliando os efeitos de APCs em outras
espécies de animais produtores de carne também sdo contraditérios. Nao foram
observadas mudancas na composicdo ou estrutura das comunidades microbianas
do ceco de frangos de corte com a inclusdo de virginiamicina associada ou nédo a
monensina (DANZEISEN et al., 2011; POURABEDIN et al., 2015). Ao contrario,
observou-se redugcdo dos indices de diversidade nas aves que recebiam

virginiamicia, quando varios lotes de frango foram sequencialmente alojados no
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mesmo galpdo (NEUMANN; SUEN, 2015). Alguns géneros de bactérias apresentam
maior abundancia relativa na microbiota das aves que recebiam virginiamicina, como
por exemplo a familia Ruminococaceae (DANZEISEN et al, 2011);
Propionibacterium e Corinebacterium (POURABEDIN et al., 2015); e Lactobacillus e
Faecalibacterium (NEUMANN; SUEN, 2015).

Em suinos alimentados com tilosina ou virginiamicina ndo foram
encontradas mudancas na composi¢cdo ou diversidade das bactérias ao longo do
tempo ou em relacdo ao grupo controle (KALMOKOFF et al., 2011). Este achado foi
atribuido a alta abundéncia de genes de resisténcia a antibiéticos encontrados
naquelas amostras.

Apesar dos beneficios observados com o uso de APCs no sistema
de producédo de proteinas de origem animal, existe pressao cada vez maior para que
essa pratica seja proibida, principalmente devido a selecédo de bactérias resistentes
aos antibidticos levando ao aumento de infec¢des hospitalares de dificil controle
(MARSHALL; LEVY, 2011; WEESE et al., 2015). Com excecado da Unido Européia, o
uso destas substancias na maioria dos paises ainda € permitido. No Brasil, a
virginiamicina esta disponivel comercialmente para o uso em animais. A legislacédo
brasileira permite o fornecimento a bovinos de engorda na dose maxima de 340 mg
por animal por dia (MAPA, 2003).

A virginiamicina € um antibiético da familia das estreptograminas,
proveniente de cepas de Streptomyces virginiae. Este antibidtico possui dois
componentes, estreptogramina A e B. Cada um dos componentes possui
propriedades bacteriostaticas, porém quando utilizados em conjunto, agem em
sinergismo tornando a droga bactericida e diminui a concentracao inibitéria minima
necessaria para exercer o efeito (VAZQUEZ, 1966).

O mecanismo de acdo dos componentes A e B da virginiamicina,
interferem com a sintese proteica no ribossomo 70S, impedindo o inicio e o
alongamento da sequéncia de peptideos (NOESKE et al., 2014). A virginiamicina
age principalmente sobre as bactérias gram-positivas, que no rumen sdo as
responsaveis pela producdo de acido latico em dietas ricas em carboidratos
(NAGARAJA et al., 1987).

As estreptograminas atualmente tem se tornado importantes

moléculas no tratamento de infecgfes hospitalares graves que foram resistentes a
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outros antibidticos. No entanto, a utilizagéo da virginiamicina na alimentagdo animal
pode aumentar o aparecimento de resisténcia bacteriana a esta classe de
antibioticos (MAST; WOHLLEBEN, 2014; YU et al., 2014).

A inclusdo de virginiamicina na alimentacdo de bovinos de corte
confinados, ndo foi associada ao aparecimento de resisténcia de E. coli nas fezes
dos animais (EDRINGTON et al.,, 2014). Semelhantemente, 0 uso continuo de
virginiamicina em varios lotes de frangos de corte sobre a mesma cama nao
aumentou a resisténcia dos isolados de E. coli, mas aumentou o nimero de cepas
de Enterococcus spp. resistentes a estas drogas (MCDERMOTT et al., 2005).

Por outro lado, existe a preocupacdo de que a troca de material
genético entre as bactérias possa aumentar a incidéncia de cepas resistentes. Além
disso, mecanismos de resisténcia podem ser comuns para um grupo de drogas que
possuem o mesmo mecanismo de agao (WILSON, 2014). Assim, bovinos confinados
e suinos apresentaram aumento na abundancia de genes de resisténcia as
estreptograminas quando alimentados com tilosina (CHEN et al., 2008;
KALMOKOFF et al., 2011). Este padrdo de resisténcia ocorre devido aos
macrolideos, lincosaminas e as estreptograminas B, compartilharem o mesmo sitio
de ligacdo na estrutura do ribossomo 50S. O gene erm (erithromycin ribosomal
methylation) confere este tipo de resisténcia a superfamilia destes antibidticos
macrolideos-lincosamina-estreptogramina B (MLSb) (WEISBLUM, 1995).

Portanto, alternativas em substituicdo aos APCs, para aumentar a
eficiéncia produtiva, com melhores indices de performance em animais destinados
ao consumo e reduzir o aparecimento de resisténcia aos antibioticos utilizados na

medicina, sdo necessarias e fortemente justificadas.
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3 HIPOTESES

A mudanca na dieta ocorrida na entrada de bovinos de corte no
confinamento altera as comunidades bacterianas fecais.

A virginiamicina utilizada como promotor de crescimento causa
mudancgas na microbiota intestinal de bovinos de corte.

Animais com maior ganho de peso albergam géneros de bactérias
diferentes dos animais com menor ganho de peso durante o confinamento.

O uso de virginiamicina como promotor de crescimento aumenta a

prevaléncia de bactérias Escherichia coli resistentes a diferentes antibioticos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as mudancas na microbiota intestinal de bovinos de
corte induzidas pelo confinamento e pelo uso da virginiamicina como promotor de

crescimento, utilizando a tecnologia de sequenciamento genético de nova geracéo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar as populacdes bacterianas presentes nas fezes de
bovinos na entrada, apds o periodo de adaptacéo e ao término do
confinamento.

e Avaliar os efeitos do uso de virginiamicina como antimicrobiano
promotor de crescimento na microbiota fecal de bovinos.

e Determinar géneros de bactérias que possam estar relacionadas
com maior ganho de peso.

e Investigar o efeito do fornecimento de virginiamicina sobre a
prevaléncia de resisténcia da bactéria Escherichia coli a diferentes

antibioticos.
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4 ARTIGO:
Changes in the Fecal Microbiota of Beef Cattle Caused by Confinement and the Use of

Virginiamycin as Growth Promoter?!

ABSTRACT

Low doses of antibiotics are commonly given to food animals in some regions for growth promotion.
However, the consequences of this practice on the intestinal microbiota and how these changes occur
overtime are poorly understood. This study aimed to investigate the effects of virginiamycin used as
antibiotic growth promoter (AGP) and the consequences of confinement on the fecal microbiota of
feedlot cattle. Two batches of beef cattle entering a feedlot operation (G1 and G2) were divided into
two pens: one receiving virginiamycin (ATB) and one control (CON) receiving the same feeding
without the antibiotic. Group 1 was composed by 50 animals (steers and heifers) and G2 by 36 animals
(only steers). Fecal samples were collected at arrival, mid feedlot (25 days after arrival) and at exit to
slaughter. One hundred forty-four samples had DNA extracted and the V4 region of 16S rRNA gene
was amplified and sequenced. Samples from arrival (36) and exit (36) of G2 were used to address
antimicrobial susceptibility of Escherichia coli strains. The phylum Firmicutes was the most abundant
at all moments. Verrucomicrobia has higher relative abundance at the beginning of feedlot, but
decreased drasticaly with feedlot diet. Proteobacteria significantly increased until the exit. The relative
abundance of Bifidobacterium spp. was statisticaly lower in animals treated with virginiamicyn.
Marked changes in composition and structure of fecal microbiota occurred following entrance into the
feedlot, but virginiamycin significantly affected only membership, suggesting that the antibiotic has a
stronger effect on the rare species present in the distal gut of feedlot cattle, but not on the most
abundant species. Only 2% of E. coli strains at arrival and 0,2% at exit were resistant to at least one
antibiotic. The use of virginiamycin as AGP had no effect on antibiotic resistance. The differences
found between batches are suggestive that variations in study conditions are important and can

strongly affect the intestinal microbiota. Therefore, caution should be taken when interpreting and

1 Artigo formatado de acordo com as normas da revista PLOS ONE.
Disponivel em: http://journals.plos.org/plosone/s/submission-guidelines
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extrapolating results from different studies.

KEY WORDS: antibiotic, 16S rRNA gene, feedlot, microbiota, E. coli, resistance.

INTRODUCTION

Over the last few years, high throughput sequencing has been used to characterize complex
bacterial communities, especially the intestinal microbiota. These methods have revealed several new
interactions between host and bacteria and have established important novel roles of the intestinal
microbiota in maintenance of health (1). Indeed, specific bacterial profiles have been related with
chronic inflammation (2), obesity (3), diabetes (4) and behavioral changes (5).

For food animals, there is special interest in the efficiency of these bacteria in extract energy
from food. There are evidences that individuals colonized by certain species of bacteria are likely to
gain more weight (6), which can be reproduced in laboratory animals (7). Different bacterial profiles
have been reported in broilers with low and high alimentary conversion (8), in beef cattle with low and
high residual feed intake (9), and with better health status and fast growing in dairy calves (10).

Many factors can modify the intestinal microbiota, especially diet (6, 11), inflammation (12),
pathogens (13) and certain drugs, like antimicrobials (14). The effect of different diets over the fecal
communities of cattle has been investigated (15-17). However, interpretation of results is limited,
since either, a small number of animals or a small number of reads per sample was employed in those
studies. Therefore, changes occurring in a real setting of a feedlot operation, from arrival to slaughter
remain to be investigated.

In some regions, antimicrobial drugs are commonly given to food animals in low doses to
enhance growth and improve performance. Antibiotics growth promoters (AGPs) can influence in
average daily gain (ADG), dry matter intake (DMI) and gain to feed ratio (G:F) (18-20).
Virginiamycin is one of the main AGPs given to cattle (18, 21). However, increasing concerns related
to the development of multidrug resistant bacteria has increased pressure to decrease the use of
antibiotics for growth promotion (22).

Studies evaluating the effects of AGPs are conflicting and are suggestive of a dose effect or
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little effect in the microbiota of feedlot cattle (23-25). Furthermore, no longitudinal studies have been
performed to evaluate the short term changes induced by antibiotic growth promoters (AGPS) in this
species. A better understanding of the consequences of these drugs and the understanding of microbial
population dynamics in this scenario is essential on the search for alternatives to antibiotic use in
animal feeding.

The objectives of this study were to investigate the consequences of virginiamycin used as
AGP and changes induced by feedlot in the intestinal microbiota of beef cattle.

MATERIAL AND METHODS
Animals, diet and sampling

The study was approved by the Animal Care Committee of the “Universidade Estadual de
Londrina” (# 10482014.57).

Eighty-six crossbreed cattle (Bos taurus taurus X Bos taurus indicus) entering a feedlot facility
located in the north region of Parana State, Brazil were studied. Animals were approximately 18
months old and originated from two farms located in the same region and adopting the same
management: before arriving to the facility, all individuals were kept at range, in pasture composed by
Brachiaria spp. and supplemented with a commercial mineral salt. Animals from two batches were
enrolled: Group 1 (G1) entering feedlot on May 5" 2014 and Group 2 (G2) entering feedlot on January
19" 2015. At arrival, animals from both batches were divided securing an even distribution of gender
into two different pens: a treatment pen (ATB) that received virginiamycin as growth promoter and a
control pen (CON) that received the same feeding without the antibiotic.

Diet consisted of ratio composed by concentrate (58.00%), corn silage (29.80%) and orange
pulp (12.20%) on dry matter. Wet orange pulp was offered to G1 and silage to G2. Concentrate was
formulated with fat corn germ (42.90%), ground corn (49.00%), soybean meal (3.40%), urea (1.10%),
slow release urea (0.80%, Optigen® Alltech, PR, Brazil), and mineral mix (2.80%, Beephos 40,
NutriStar, PR, Brazil). Virginiamycin was added to mineral mix for an estimated intake of 0.94
mg/kg/day, according to the Brazilian legislation for AGPs usage.

Samples from the two groups were collect at three moments: arrival (DO), mid feedlot period
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(26 and 24 days after arrival for G1 and G2, respectively) and exit. Samples from feedlot exit were
collected at the moment animals were shipped for slaughtering, varying according to the animal’s
body condition score (BCS), which was determined visually by the veterinarian in charge. Animals
from G1 were shipped at three different moments: 66 days of feedlot (six heifers from CON and six
heifers from ATB), 88 days (four heifers and three steers from CON and three steers from ATB), and
116 days (two steers from CON and two heifers and four steers from ATB). All animals from G2 were
slaughtered after 100 days in the feedlot. Fecal samples were collected directly from the rectum and
maintained refrigerated until frozen at -80°C. Samples were thawed at room temperature just before
processing.

Body weight was measured at arrival and exit of feedlot.

Isolation and antimicrobial susceptibility testing of E. coli strains

An aliquot from all samples collected from G2 animals at arrival (n=36) and exit (n=36) was
used to test for antimicrobial resistance. Each sample was plated on MacConkey agar (Oxoid®,
Basingstoke, Hants, UK) and incubated at 37°C for 24h for isolation of Escherichia coli. Two to three
colonies from each plate were selected and confirmed by the EPM, MILi and Simmons Citrate agar
biochemical assays (26-28). Confirmed E. coli isolates were stored in Brain Heart Infusion (BHI)
(Difco ®, Sparks, MD) with 25% glycerol (Sigma ®, St. Louis, MO) media at -80 °C.

Antimicrobial susceptibility was determined using the disk-diffusion method, as recommended
by the Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines (29, 30). The following antimicrobial
agents were tested: amoxicillin-clavulanic acid (30 pg), ampicillin (10 pg), aztreonam (30 ug),
cefoxitin (30 pg), chloramphenicol (30 ug), ciprofloxacin (5 ug), enrofloxacin (5 pg), gentamicin (10
pg), nalidixic acid (30 pg), streptomycin (10 pg), tetracycline (30 pg) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (25 pg) (Oxoid, Ltd., Basingstoke, Hampshire, England). Escherichia coli ATCC
25922 was used as a quality control strain.

DNA Extraction and sequencing
Thirty out of the 50 samples collected from G1 were randomly selected for sequencing (nine

heifers and six steers from CON and eight heifers and seven steers from ATB). Eighteen out of the 36
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samples collected from G2 (all steers) were randomly selected for sequencing (nine from CON and
nine from ATB). A commercial kit (E.Z.N.A. Stool DNA Kit, Omega Bio-Tek) was used for DNA
extraction according to the manufacturer’s instructions. The V4 region of the 16S rRNA gene was
amplified by PCR using the forward primer S-D-Bact-0564-a-S-15 and the reverse primer S-D-Bact-
0785-b-A-18 (31) containing an overlapping region of the Illlumina sequencing primers. PCR was
carried in two steps: first, 2.5uL of DNA template were added to a mixture containing 9uL of water,
12.5uL of Kapa 2X ReadMix (Kapa Biosystems. MA) and 0.5pL of each 16S primer (10 pmol/uL).
The mixture was subjected to the following PCR conditions: 3 min at 94°C for denaturing, and 26
cycles of 45s at 94°C for denaturing, 60s at 53°C for annealing and 90s at 72°C for elongation
followed by a final period of 10 min at 72°C and kept at 4°C. PCR products were purified with 20 pL
of Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) magnetic beads and eluted in 52.5 pl Tris buffer
(10mM, pH 8.5). The second PCR was carried by adding 4uL of the purified product to a mixture
containing 9.6pL of water, 20pL of 2X Ready Mix and 3.2puL of each Illumina index primer
(2.5pmol/uL). PCR conditions consisted of 3 min at 94°C, and 7 cycles of 45s at 94°C, 60s at 50°C
and 90s at 72°C and a final period of 10 min at 72°C and kept at 4°C. A second purification was
performed by using 40uL of AMPure beads and eluting samples with 32uL of Tris buffer (10mM, pH
8.5). Amplicons were evaluated by electrophoresis in 1.5% agarose gel and submitted to the Genomics
Facility of the University of Guelph to be sequenced with an lllumina MiSeq platform with the V2
reagents kit for 250 cycles from each end.

Data were made publicly available at the NCBI Sequence Read Archive under accession
number PRINA301926.
Statistical analysis

Bioinformatic analysis was performed using the software mothur (v.1.36.1) according to (32).
Taxonomic classification was obtained from the Ribosomal Database Project (March 2012) (33).
Sequences were assigned into phylotypes at the genus level for analysis. Relative abundances were
calculated and the main phyla and genera (abundance >1%) found in each group at the different

moments were presented by column charts.
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A subsample from the main dataset was used for alpha and beta diversity analyses in an
attempt to decrease bias caused by non-uniform sequence numbers. Good’s coverage after sub-
sampling was calculated in order to ensure representative sub-samples. Richness was estimated by
Chaol, and diversity by the inverse of the Simpson’s index. Rarefaction curves were generated by
plotting the mean of the number of genera found in each group at the different moments by the number
of reads.

The dissimilarity between community membership and structure found in each sample was
measured respectively by the classic Jaccard index, that takes into account community richness, and
by the Yue and Clayton index, that takes into account community diversity (richness and evenness of
phylotypes present in each sample) (34). The similarity between community membership and structure
present in each sample was represented by dendrograms visualized with FigTree (v1.4.2), and by two
dimensional principal coordinate analysis (PCoA).

Comparison of community membership (Jaccard) and structure (Yue and Clayton) between
time periods and treatment groups was performed using the Parsimony test and the analysis of
molecular variance (AMOVA). In addition, the comparison between animals from G1 that achieved an
adequate BCS by day 66 was compared with animals that delayed (day 116) using the same analyses.

Further beta diversity analyses consisted of classification of microbial profiles into enterotypes
(or community types), investigation of the core microbiota (genera with relative abundance higher
than 1% that were present in all samples from a specific group) and a random forest based algorithm
(classify.rf command) in order to differentiate communities.

Comparison of relative abundances of all phyla and genera greater than 1% was performed by
the two way repeated measures ANOVA considering the sampling time and treatment (CON vs. ATB)
as variables. The Bonferroni test was adopted for multiple comparisons correction considering a p
value <0.010 as statistically significant. The same approach was adopted for the comparison of results
of Chao and Simpson’s indexes, but considering a p value <0.050 as statistically significant.

Body weight and average daily gain (ADG) from all animals at exit (G1: 50 and G2: 36) were

compared between treatments (CON vs. ATB) using a t test.
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The prevalence of antibiotic resistance found in feces from treated and control animals was
compared at each timepoint by the Fisher exact test considering a p value of <0.05 as significantly
different.

RESULTS

Data processing and cleaning yielded 7,969,628 sequences from 144 fecal samples (mean
55.731; SD: 22.75). A sub-sample of 18,058 sequences per sample was used in order to control for
non-uniform sample sizes and therefore one sample (G2 at mid feedlot) was excluded from the
analysis due to low number of reads (n=153). Mean of the Good’s coverage was 99.85% (min-max:
99.79 — 99.93%) demonstrating an adequate sampling effort at the chosen sub-sampling size.
Phylotype based analysis revealed average of 139 genera per sample (SD: 10.8; min-max: 96.6 —
160.8). A total of 620 different genera identified among all samples, from 25 phyla. Rarefaction
curves representing the average number of genera per number of reads obtained in each group, are
shown in Figure 1.

Taxonomy

The most abundant phyla found in G1 and G2 are represented respectively in Figures 2A and
2B. At the phylum level, the comparison between arrival and mid feedlot revealed that in both, G1 and
G2, there was an increase of Proteobacteria (P=0.010 and P<0.001, respectively) and Spirochetes
(P<0.001 and P=0.003) and a decrease of Bacteroidetes and Verrucomicrobia (P<0.001 for all
comparisons). An increase of Actinobacteria (P<0.001) and Firmicutes (P=0.002) was observed only
in G1 between arrival and mid feedlot. Considering treatments individually, the same comparison
revealed an increase of Actinobacteria (P<0.001) in CON of G1 and a decrease of Bacteroidetes
(P<0.001) in CON of G2. No difference in phyla was identified in the groups receiving virginiamycin.

From mid feedlot to exit, there was an increase of Proteobacteria and a decrease of
Spirochaetes and Verrucomicrobia in G1 (P<0.001 for all phyla). Considering treatments individually,
there was an increase of Actinobacteria (P=0.005) in ATB and a decrease of Spirochaetes in ATB and
CON (P=0.005 and P<0.001, respectively) of G1, with no differences in G2.

The comparison between CON and ATB at mid feedlot (in each group) revealed that
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Spirochaetes in ATB were greater than in CON (P<0.001) in G1, and that Actinobacteria in CON were
greater than in ATB (P=0.002) in G2. At exit, Actinobacteria in CON were still greater than in ATB
(P<0.001) in G2.

The relative abundances of the main genera comprising the fecal microbiota found in G1 and
G2 at the different moments are shown respectively in Figures 2C and 2D. At the genus level, changes
that were common in both groups (G1 and G2) comparing arrival with mid feedlot, included an
increase of unclassified Lachnospiraceae, Clostridium sensu stricto spp., Clostridium X1Va, Roseburia
spp., Succinivibrio spp. (P<0.001 for all comparisons), Treponema spp. (P<0.001 and P=0.003 for G1
and G2, respectively). Also, there was a decrease of Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,
Verrucomicrobiaceae, Persicirhabdus spp. (P<0.001 for all comparisons), Ruminococcaceae (P=0.003
and P<0.001 for G1 and G2, respectively) and Akkermansia spp. (P=0.003 and P<0.001). An increase
of Peptostreptococcaceae (P<0.001), Anaerovibrio spp. (P=0.007), Bifidobacterium spp. (P<0.001)
and Clostridium X1 spp. (P<0.001) was observed only in animals from GL1.

Changes that occurred from mid feedlot to exit in both G1 and G2 included a decrease of
unclassified Clostridiales (P<0.001 and P=0.001, respectively), Clostridium XI (P<0.001 and P=0.001)
and Clostridium XIVa (P=0.004 and P<0.001). There was also an increase of Succinivibrio spp.
(P<0.001) and a decrease of unclassified Verrucomicrobiaceae (P=0.002), Akkermansia spp.
(P=0.005), unclassified Clostridia, Persicirhabdus spp. and Treponema spp. (P<0.001 for all) only in
G1, and an increase of Clostridium sensu stricto spp. (P<0.001) and a decrease of unclassified
Firmicutes (P=0.005) only in G2.

The comparison between mid feedlot to exit, considering ATB and CON individually,
revealed an increase of Bifidobacterium spp. (P<0.006) and a decrease of Clostridium XI spp.
(P<0.001) in ATB only in G1, and an increase of Anaerovibrio spp. and Clostridiales (P<0.001 for
both) in CON and Clostridium XIVa (P=0.007) in ATB only in G2.

The comparison between CON with ATB at mid feedlot, revealed greater relative abundance
of Clostridium XI spp., Clostridium sensu stricto spp., and Treponema spp. (P<0.001 for all) in ATB

than in CON of G1 and Clostridium XIVa (P=0.001) only in G2, and lower abundance of
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Bifidobacterium spp. (P=0.003) in G2. At exit, changes were present only in G2, and consisted of
greater abundance of unclassified Clostridiales, Ruminococcaceae, Clostridium XIVa (P=0.006,
P=0.002 and P=0.008, respectively) and lower abundance of Anaerovibrio spp. and Bifidobacterium
spp. (P<0.001 for both) in ATB than in CON.

Population analysis

The average number of genera found in each group at the different moments, as well as the
average of the Chao and Simpson’s indexes, estimating respectively richness and diversity are
presented in Table 1.

In comparison to arrival, statistical analysis revealed a decrease in richness at mid feedlot and
at exit in G1 (P<0.001) and a decrease at exit compared to mid feedlot in G2 (P=0.024). Interestingly,
animals from G2 that received virginiamycin did not differ in richness throughout the study, but CON
had a less rich community at exit compared to mid feedlot (P<0.001). On the other hand, there was an
increase in diversity in both groups (G1 and G2) and treatments (ATB and CON) comparing arrival to
mid feedlot (P<0.001 and P=0.002 for G1 and G2, respectively), but a decrease was observed at exit
only of G1 (P<0.001). Comparison between CON and ATB at the different moments revealed no
differences in richness or diversity.

The similarity between the bacterial community membership and structure, as calculated by
the Jaccard and Yue & Clayton indexes are represented in Figures 3 and 4. It is evident from the
figures that there was a strong effect of feedlot entry on both, membership and structure, which was
further confirmed by statistical comparison (Table 2). As expected, the fecal microbiota was similar
between ATB and CON at arrival, but there were significant changes overtime (arrival vs. mid
feedlot). There was no statistical difference between mid feedlot and exit in ATB, or in structure in
CON of G2. However, membership and structure changed from mid feedlot to exit in ATB and CON
of G1.

Interestingly, the effect of virginiamycin administration was evident only in membership at
mid feedlot, but not in structure and that finding was consistent among groups (G1 and G2). No effect

of treatment with virginiamycin was observed at the time of slaughter.



41

The microbial membership and structure present in animals with faster weight gain (D66) and
in animals that required a longer period of confinement (D116) within G1 revealed no statistical
differences when compared by the Parsimony or the AMOVA tests (P=0.47 and P=0.041 for
membership and P=0.452 and P=0.433 for structure, respectively).

Classification of samples into enterotypes yielded three distinct clusters among the 143
samples used in this study. “Enterotype I” was comprised predominantly by samples from animals
exiting feedlot (32/33), plus one sample from mid feedlot. “Enterotype II” was characteristic of
samples collected at mid feedlot, irrespectively to treatment or group (G1: 15 ATB and 14 CON; G2: 9
ATB and 8 CON) along with 16 samples from exit that did not cluster in enterotype 1 (G1: 3 ATB and
3 CON; G2: 8 ATB and 2 CON). “Enterotype III” was comprised of all samples collected at arrival to
the feedlot. The taxonomy of the genera characteristic of each enterotype is presented in Table 3.

The most common genera shared between all animals at arrival (core microbiota) were
unclassified Clostridiales, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Firmicutes, Clostridia and
Persicirhabdus spp. at the phylum level. At mid feedlot, considering both groups, eight main genera
were shared between CON and ATB, five of which were also present at arrival (unclassified
Clostridiales, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Firmicutes, and unclassified bacteria) plus
Clostridium sensu stricto, Roseburia spp., and Clostridium XI. Clostridium XIVa was shared only
between ATB G1, Succinivibrio spp. only between samples from ATB G2, and Succinivibrio spp.,
Treponema spp. and Clostridium XIVa were shared only between samples from CON G2. Only an
unclassified genus of the Lachnospiraceae family was shared between all samples.

Random forest analysis was used to point the most characteristic genera, that would describe
changes observed at the different moments of feedlot, but also between treatments. Detailed results are
presented in Table 4. Noteworthy was an increase of unclassified Proteobacteria, Clostridium sensu
stricto spp., Prevotella spp., Succinivibrio spp., Lachnospiraceae, Cellulosilyticum spp.,
Bifidobacterium spp., and Faecalibacterium spp. after entrance to the feedlot. On the other hand,
Persicirhabdus spp., Verrucomicrobiaceae, Firmicutes, Chitinophagaceae, and Akkermansia spp.

decreased during this period of adaptation.
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Performance

Statistical analysis revealed no significant differences in body weight at exit from feedlot
between CON and ATB animals (P>0.05) (Table 1). The ADG in CON and ATB was respectively
1.02 and 1.16 kg/day for G1 and 1.32 and 1.44 kg/day for G2. No statistical differences were observed
between CON and ATB in G1 and G2 (P=0.296 and P=0.065, respectively).

Antimicrobial resistance

Culture of fecal samples yielded growth of 206 E. coli colonies, of which 98 were from
samples collected at arrival (CON=50 and ATB=48) and 108 collected at exit (CON=54 and
ATB=54). Overall an average of only 2% of isolates from arrival and 0.2% from exit were resistant to
one of the antimicrobial agent tested. At arrival, one isolate from ATB and two from CON were
resistant to nalidixic acid; four from CON had intermediate resistance to amoxicillin/clavulanic acid;
four from CON and one from ATB had intermediate resistance and two from CON and one from ATB
were resistant to ampicillin; one from CON was resistant to enrofloxacin; six from CON had
intermediate resistance to streptomycin; and two from CON and one from ATB were resistant to
tetracycline. Four isolates, three collected at arrival (two from CON and one from ATB) and one at
exit (CON), were resistant for both, ampicilin and tetracycline. All isolates were sensitive to
aztreonam,  cefoxitin, ciprofloxacin, chloramphenicol, gentamicin and trimethoprim/
sulfamethoxazole.

At exit, only one isolate had intermediate resistance and one was resistant against ampicillin,
and one was resistant to tetracycline, all isolated from the CON group. There was no significant
difference in antimicrobial resistance between animals treated with virginiamycin and the control
group at exit, neither was a difference between arrival versus exit (P>0.05).

DISCUSSION

The change in management characterized by entrance into a feedlot caused profound changes
in membership (the different genera present in an environment) and in structure (the different genera
and their evenness) of bacterial communities present in feces of cattle. The changes observed in this

study were most likely caused by the change in diet, as the studied animals were moved from a pasture
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exclusive diet into a carbohydrate rich diet. Those changes were consistent with other reports in the
literature (16, 17). The addition of carbohydrates to the diet of ruminants have been shown to cause
changes in ruminal bacteria with consequences in the hindgut, probably due to different byproducts
originated by the ruminal microbiota, and to physiological changes, like pH reduction and transit time
of the ingesta (17, 35).

Firmicutes, constituted mainly by unclassified Ruminococcaceae and Lachnospiraceae,
comprised a large part of the fecal microbiota of studied cattle. Relative abundances found in this
study were very similar to the ones reported by Kim et al. (16). The most evident changes in relative
abundances caused by feedlot entry were observed in members of the Verrucomicrobia phylum, since
this was the second most abundant phylum at arrival, but only the sixth at mid feedlot, largely caused
by a decrease in Akkermansia spp., Persisirhabdus spp., and unclassified Verrucomicrobia and
Verrucomicrobiaceae. While it is important to note that the methods used here are more likely to
detect members of this phylum, these bacteria have also been reported in forage fed heifers (16). In
humans, Akkermansia muciniphila was shown to be involved in acetate and propionate production by
carbon and nitrogen degradation (36), and it has been associated with health and a higher
responsiveness from tissue to insulin (37). In contrast, the increase in relative abundance of
Proteobacteria, represented by the Succinivibrio genus is consistent with other reports evaluating high
levels of carbohydrates in the diet of cattle (17, 38, 39).

The use of virginiamycin in this study was associated with limited change in the fecal
microbiota. A lower abundance of Bifidobacterium spp. and greater abundance of Treponema spp. in
ATB were identified at mid feedlot. The former genus has been anecdotally used as a probiotic in pre-
weaning calves (40) and its presence in the rumen was correlated with higher milk-fat content (41).
Treponema spp. have been associated with valerate production in the hindgut (17), and with pectin
degradation during ingestion of orange pulp (42). Therefore, the role of those genera in adult cattle
deserves further investigation.

Confinement led to an increase in diversity at mid feedlot. Greater richness and diversity have

been reported in cattle receiving carbohydrate when compared to forage only diets (15, 16). Although
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CON animals from G2 had lower richness at exit, the lack of differences in richness and diversity
between CON and ATB is suggestive that this drug, when used as AGP, may not reach sufficient
levels to strongly affect richness and diversity of the hindgut microbiota of cattle.

The consequences of virginiamycin used as AGP on the bacterial communities were also
investigated. Virginiamycin is one of the most commonly used antibiotics to enhance weight gain in
cattle (23, 43). The mechanisms by which those drugs decrease food intake and increase food
conversion are still under investigation. In humans, it has been shown that the gut microbiota of obese
people follow specific patterns that differ from the ones found in lean individuals (6) and this can be
reproduced in laboratory animals by colonizing them with bacteria from obese people (7), suggesting
that their bacteria are more eficient in harvesting energy from food. Weight gain and increased fat
store have been shown in mice after continuous exposure to low doses of antibiotics, without
increasing food intake (44). However, the concept that AGPs increase weight gain has been questioned
and it has been suggested that a decrease in dry matter intake (DMI) is actually the main consequence
of the use of AGPs, consequently increasesing the gain-to-feed ratio (G:F) (23, 24, 43). In fact, there
was no difference in weight gain between treated and control animals in this study.

As expected, there were no differences in bacterial membership and structure between
treatments (ATB vs. CON) at arrival to the feedlot, since those samples were collected before
antimicrobial was started. Interestingly, the effect of virginiamycin administration was evident only in
membership, but not in structure of both groups, G1 and G2 at mid feedlot. This is suggestive that the
drug had a greater impact on low abundant members of the microbiota (rare species), but not in the
more abundant species that comprise the bulk of the microbiota. Also, there was no difference in
bacterial community structure from mid feedlot and exit in G2, suggesting that there was full
adaptation of the microbiota of that group by 25 days of confinement. The reasons for that are
uncertain at this point.

No effect of treatment with virginiamycin was observed at the time of slaughter. Among
factors that can change the intestinal microbiota, the use of antimicrobial drugs is one of the most

important, as it has been shown in other species (44-46). However, doses used for growth promotion
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are lower than therapeutic doses and therefore, the effects of this practice over the distal gut
microbiota may not be as evident. Furthermore, the hindgut of bovine has nearly 14% of rumen
fermentation capacity (47). After ruminal microbial fermentation, chemical digestion in the abomasum
and absorption in the small intestine, less substrate is available to the hindgut microbiota, turning the
rumen into an important factor in the modulation of the antimicrobial activity in the distal gut due to
degradation of drugs by the ruminal bacteria. Therefore, the consequences of the use of AGPs in the
ruminal bacteria deserves further investigation and might reveal changes that are not detectable in
feces. While decreased diversity has been reported in chickens (48) no changes were observed after
the use of virginiamycin in chicken and pigs (49-51).

In an attempt to identify bacterial genera with potential to increase alimentary performance in
the bovine species, the microbiota of animals with a faster weight gain was investigated. Differences
in the microbiota of animals with different performance have been reported in chicken (52) and cattle
(53). However, no differences in community membership or structure could be identified between the
studied animals. That might be due to several factors that can impact weight gain, including dominant
behaviour during feeding, gender, different body condition at entrance, and, in this case, due to a small
subset of samples and to the subjective assessment adopted to classify body score of animals that were
ready to be slaughtered.

The comparison between groups (G1 vs. G2) revealed statistical differences at the different
moments (but at arrival) that might be related not only to the diet composition, since G2 received
orange pulp as silage, but also to the different time of the year, and therefore, differences in
temperature, humidity and rain volume must be considered. This data provides evidences that several
factors can impact the intestinal microbiota and caution should be taken when extrapolating results
from different studies.

The analysis of the core microbiota revealed that members of the Lachnospiraceae family were
the only bacteria shared between all samples. Organisms of this family have been related with health
in other species (54, 55), but its importance in the bovine hindgut remains to be investigated. Kim et

al. (16) have also found high abundance of unclassified members of this family, and Henderson et al.
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(39) observed the presence of Lachnospiraceae as core members in the rumen of cattle worldwide,
suggesting that those organisms might be also of importance in the bovine species.

It was surprising the fact the samples collected for this study were classified only into three
different enterotypes, as it would be expected that samples would group by time of collection and/or
by treatment. Instead, only three enterotypes were evident, with samples from animals receiving
antibiotic in G2 at exit being clustered along with animals from mid feedlot. This finding was also
evidenced by the Yue and Clayton analysis (Figure 3) and by the statistical comparisons (Table 2),
suggesting that their fecal microbiota remained more stable overtime. However, it is difficult to
attribute this “stability” to the use of antibiotics since the same trend was not observed in G1.
Therefore, the reasons for this find remain uncertain at this point.

Finally, the lack of resistance to several antibiotics tested in the samples collected for this
study is suggestive that at these conditions, the use of this drug may not be of public health concern for
the development of multidrug resistant bacteria.

CONCLUSIONS

Confinement caused marked changes in composition and structure of fecal microbiota of
feedlot cattle. The use of virginiamycin as AGP significantly affected membership of the fecal bacteria
of beef cattle suggesting that the antibiotic has a stronger effect on the rare species present in that
environment, but not on the most abundant species. The use of virginiamycin as AGP had no effect on
antibiotic resistance at the time of slaughtering. Differences between batches are suggestive that
variations in study conditions are important, strongly affecting the intestinal microbiota. Therefore,

caution should be taken when interpreting and extrapolating results from different studies.
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Figure 1 - Rarefaction curves representing the mean number of genera per number of reads found in
feces of cattle receiving virginiamycin (ATB) or not (CON) at arrival, mid period and exit from a

feedlot operation at two different groups (G1 and G2).
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Figure 2 - Relative abundances of bacterial communities found in feces of two groups of cattle (G1

and G2) receiving virginiamycin (ATB) or not (CON) at arrival, mid feedlot and exit. A and B: G1

and G2 at the phylum level, respectively; C and D: G1 and G2 at the genus level, respectively.
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Figure 3 - Dendrograms representing the similarity between membership (Jaccard) and structure (Yue
& Clayton) of bacterial communities found in feces of cattle receiving virginiamycin (ATB) or not
(CON) at arrival, mid feedlot and exit in two groups (G1 and G2). A and B: membership in samples
from G1 and G2, respectively; C and D: structure in samples from G1 and G2, respectively. Colors

identify the moment of sampling and treatment, CON Arrival: light green; ATB Arrival: green; CON

Mid: light blue; ATB Mid: blue; CON Exit: red and ATB Exit: purple.
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Figure 4 — Principal cCoordinate Aanalysis (PCoA) representing the dissimilarity between
membership (Jaccard) and structure (Yue & Clayton) of microbial communities in feces of feedlot
cattle fed with ratio containing virginiamycin (ATB) or not (CON) at arrival, mid feedlot and exit in
two groups (G1 and G2). A and B: bacterial membership in samples from G1 and G2, respectively; C

and D: community structure in samples from G1 and G2, respectively.
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Table 1. Mean number of different genera, richness (Chao) and diversity (Simpson) indexes and

average body weight (kg) with standard deviations (SD) found in beef cattle receiving virginiamycin

(ATB) or not (CON) at arrival, mid feedlot and exit.

) Body weight
Sample # Genera (SD) Chao (SD) Simpson (SD) (sD)
Group 1
CON — Arrival 146.76 (5.95) 168.79 (9.73) 11.54 (0.70) 338.00 (35.70)
ATB — Arrival 146.86 (7.84) 171.75 (10.09) 12.07 (1.00) 335.67 (27.64)
CON - Mid 135.82 (8.01) 160.19 (15.07) 13.60 (2.16)
ATB — Mid 134.29 (6.16) 153.15 (11.00) 14.67 (1.27)
CON - Exit 136.31 (7.81) 153.98 (12.59) 12.83 (1.79 426.00 (64.34)
ATB — Exit 126.96 (17.78)  149.08 (23.64) 11.80 (2.69) 441.33 (58.51)
Group 2
CON - Arrival 147.29 (5.57) 174.68 (6.66) 10.68 (1.04) 347.22 (13.72)
ATB - Arrival 147.15 (7.00) 175.03 (9.16) 10.34 (0.64) 337.78 (14.60)
CON - Mid 143.65 (8.92) 179.32 (13.66) 12.26 (0.54)
ATB - Mid 137.97 (4.45) 173.12 (9.38) 12.59 (1.05)
CON — Exit 131.55 (4.23) 164.42 (9.72) 12.67 (2.35) 481.67 (24.49)
ATB — Exit 136.78 (7.42) 174.10 (12.62) 12.64 (1.19) 479.78 (17.01)
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Table 2. Results of P values obtained from statistical comparison of bacterial membership (Jaccard)

and structure (Yue & Clayton) present in feces of beef cattle receiving virginiamycin (ATB) or not

(CON) at arrival, mid feedlot and exit.

ATB - Arrival x Middle
ATB - Arrival x Exit
ATB - Middle x Exit
CON - Arrival x Middle
CON - Arrival x Exit
CON - Middle x Exit
ARRIVAL - ATB x CON
MID - ATB x CON
EXIT - ATB x CON

ATB - Arrival x Middle
ATB - Arrival x Exit
ATB - Middle x Exit
CON - Arrival x Middle
CON - Arrival x Exit
CON - Middle x Exit
ARRIVAL - ATB x CON
MID - ATB x CON

EXIT - ATB x CON

Group 1

Yue & Clayton
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.029
0.256
0.122
0.289

Yue & Clayton
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.002
0.123
<0.001
0.246

Jaccard
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.282
<0.001
0.265

Jaccard
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.515
<0.001
0.012

Group 2

Parsimony
Yue & Clayton
<0.001
<0.001
0.561
<0.001
<0.001
0.322
0.858
0.691
0.557
AMOVA
Yue & Clayton
<0.001
<0.001
0.203
<0.001
<0.001
0.099
0.242
0.209
0.007

Jaccard
<0.001
<0.001
0.054
<0.001
<0.001
<0.001
0.864
<0.001
0.220

Jaccard
<0.001
<0.001
0.018
<0.001
<0.001
<0.001
0.932
<0.001
0.029




Table 3. Main genera constituting each enterotype found in feedlot cattle.

COMMUNITY TYPE

Enterotype | %
Succinivibrio spp. 14,71
Lachnospiraceae 11,23
Clostridiales 6,88
Ruminococcaceae 6,73
Clostridium sensu stricto spp. 6,32
Clostridium X1 spp. 5,36
Bifidobacterium spp. 4,73
Roseburia 4,09
Enterotype 11

Clostridiales 12,8
Ruminococcaceae 11,28
Lachnospiraceae 9,87
Clostridium X1 spp. 8,85
Succinivibrio spp. 6,3
Clostridium sensu stricto spp. 5,24
Roseburia spp. 3,45
Unclassified phylum 3,2
Enterotype 111

Clostridiales 21,12
Ruminococcaceae 13,96
Unclassified phylum 6,62
Clostridium XI spp. 4,84
Lachnospiraceae 4,45
Persicirhabdus spp. 4,42
Akkermansia spp. 4,39
Firmicutes 3,94

Verrucomicrobiaceae 3,39
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Table 4. Mean decrease accuracy (MDA) of the main genera responsible for differences in fecal

samples from feedlot cattle.

CLASSIFY
Taxonomy MDA
Proteobacteria 0,55
Clostridium sensu stricto spp. 0,54
Prevotella spp. 0,5
Succinivibrio spp. 0,49
Persicirhabdus spp. 0,42
Lachnospiraceae 0,42
Cellulosilyticum spp. 0,41
Bifidobacterium spp. 0,37
Verrucomicrobiaceae 0,35
Faecalibacterium spp. 0,35
Firmicutes 0,34
Chitinophagaceae 0,32

Akkermansia spp. 0,3
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5 CONCLUSOES

Houve mudancas significativas na composicao e na diversidade da
microbiota fecal de bovinos ao longo do confinamento, provavelmente causadas pela
introducao de carboidratos na dieta.

A virginiamicina utilizada como antimicrobiano promotor de
crescimento afetou a composicdo, mas ndo a estrutura da microbiota intestinal,
sugerindo que o efeito do antibidtico € mais evidente nas espécies menos
abundantes.

A virginiamicina utilizada como antimicrobiano promotor de
crescimento ndo alterou a incidéncia de resisténcia a antibiéticos em Escherichia coli
isoladas das fezes de bovinos.

Diferencas entre os grupos G1 e G2 demonstram que as condi¢des
no desenvolvimento do estudo sdo importantes e podem afetar a microbiota
intestinal. Portanto, a interpretacdo e extrapolacdo de resultados de diferentes

estudos, devem ser realizadas com cautela.
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6 PERSPECTIVAS

As importantes contribuicdes do presente trabalho no entendimento
da dinamica das comunidades microbianas presentes no intestino de bovinos de
corte abrem um novo horizonte de estudos.

Novas pesquisas sado necessérias para identificar as alteracdes que
a mudanca da dieta provoca no ambiente ruminal em curto periodo.

Existe a necessidade de estudos sobre o uso de antibioticos
promotores de crescimento na alimentacdo dos bovinos e de como eles podem
modificar as comunidades microbianas ruminais.

Além disso, o impacto das alterac6es que ocorrem nas comunidades
microbianas do rumen sobre a microbiota presente nas por¢cées mais distais do trato

gastrointestinal dos bovinos ainda merece maiores esclarecimentos.
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