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CANDOTTI, Anne Kemmer Souza. Microbiota vaginal avaliada por
sequenciamento de DNA de nova geracédo e aspectos reprodutivos de vacas
leiteiras. 2021. 110 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A microbiota vaginal tem demonstrado relevancia no ambito da reproducdo de
bovinos pois alteragbes em sua composicdo podem influenciar a fertilidade. A
tecnologia de sequenciamento de nova geracédo (SNG), lllumina, tem sido utilizada
como padrdo, contudo, para uma maior precisdo nas analises, a tecnologia de
leituras longas, PacBio, vem sendo utilizada para melhorar a sensibilidade e
especificidade do perfil taxonémico, além de reduzir o risco de falsos positivos. Com
0 objetivo de caracterizar a microbiota vaginal de vacas leiteiras por SNG e
relacionar com aspectos reprodutivos, dois estudos foram desenvolvidos. Em
ambos, apos o SNG, foi analisado a abundancia relativa das bactérias, e calculado
os indices de Alfa e Beta diversidade. O primeiro estudo identificou a microbiota
vaginal de vacas da raca holandés preto e branco (HPB; n = 13) por meio do
sequenciamento de leituras longas de DNA (PacBio sequencing) e comparou 0s
dados com a técnica convencional de leituras curtas (lllumina sequencing). Este é
um dos primeiros estudos a buscar leituras em nivel de espécie nas bactérias do
ambiente vaginal de vacas. Por meio da plataforma PacBio foram obtidas 366.509
leituras e 631.586 leituras pela lllumina. Foi possivel a identificacdo de 27 versus 28
filos e 677 versus 662 géneros, no sequenciamento por PacBio e Illumina,
respectivamente. Ainda, foram identificadas 677 espécies pelo PacBio. A alfa
diversidade demonstrou uma forte correlacdo (r= 0,758), de maneira significativa
(p=0,003), entre o numero de espécies (PacBio) e géneros (lllumina) considerando
as diferentes técnicas. O segundo estudo teve como objetivo investigar a microbiota
vaginal em vacas gestantes e nao gestantes por meio da plataforma de
sequenciamento PacBio. Para esse estudo foram colhidos swabs vaginais de vacas
leiteiras (n=13), das quais 5 ficaram gestantes (GE) e 8 permaneceram n&o
gestantes (NG) apds a inseminacéo artificial realizada posterior a identificacdo de cio
natural nessas fémeas. Foram obtidas 366.509 leituras bacterianas, sendo
agrupadas em 27 filos e 677 géneros. Os filos mais abundantes em todas as
amostras avaliadas foram Firmicutes (58%) e Bacterioidetes (32%). Na analise de
beta diversidade foi observado diferenca comparando as comunidades bacterianas
dos grupos GE (p = 0,004) e NG (p = 0,011). Além disso, houve um agrupamento
evidente das vacas que permaneceram nao gestantes, demostrando que suas
comunidades bacterianas sdo mais semelhantes quando comparado com aquelas
presentes em vacas gestantes.

Palavras-chave: bactérias; HPB; SNG; PacBio; illumina.
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Londrina, 2021.

ABSTRACT

The vaginal microbiota has been shown to be relevant in the field of bovine
reproduction, as changes in its composition can influence fertility. The next
generation sequencing technology (NGS), Illumina, has been used as a standard,
however, for greater accuracy in the analysis, the long-read technology, PacBio, has
been used to improve the sensitivity and specificity of the taxonomic profile, in
addition to reduce the risk of false positives. To characterize the vaginal microbiota of
dairy cows by NGS and relate it to reproductive aspects, two studies were developed.
In both, after NGS, the relative abundance of bacteria was analyzed, and the Alpha
and Beta diversity indices were calculated. The first study identified the vaginal
microbiota of black and white Dutch cows (HPB; n = 13) by sequencing long DNA
reads (PacBio sequencing) and compared the data with the conventional technique
of short readings (lllumina sequencing). This is one of the first studies to look for
species-level readings on bacteria in the vaginal environment of cows. Through the
PacBio platform, 366,509 readings and 631,586 readings were obtained by lllumina.
It was possible to identify 27 versus 28 phyla and 677 versus 662 genera, in
sequencing by PacBio and lllumina, respectively. Furthermore, 677 species were
identified by PacBio. Alpha diversity showed a strong correlation (r= 0.758),
significantly (p=0.003), between the number of species (PacBio) and genera
(lumina) considering the different techniques. The second study aimed to investigate
the vaginal microbiota in pregnant and non-pregnant cows using the PacBio
sequencing platform. For this study, vaginal swabs were collected from dairy cows
(n=13), of which 5 became pregnant (PG) and 8 remained non-pregnant (NP) after
artificial insemination performed after the identification of natural heat in these
females. 366,509 bacterial readings were obtained, being grouped into 27 phyla and
677 genera. The most abundant phyla in all samples evaluated were Firmicutes
(58%) and Bacterioidetes (32%). In the beta diversity analysis, a difference was
observed comparing the bacterial communities of the PG (p = 0.004) and NG (p =
0.011) groups. Furthermore, there was a clear grouping of cows that remained NP,
demonstrating that their bacterial communities are more similar when compared to
those present in PG cows.

Keywords: bacteria, holstein, NGS, pacbio, illumina.



ARTIGO A
Figural -

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura4 -

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

ARTIGO B
Figural -
Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Abundéancia relativa das 15 espécies de bactérias
predominantes na microbiota vaginal de vacas HPB,
identificadas pela plataforma PacBio .............ccccccciiiiiiiiiiins
Diagrama de Venn representando numero de filos Gnicos e
compartilhados entre as tecnologias de SNG PacBio e lllumina.......
Diagrama de Venn representando nimero de géneros unicos e
compartilhados entre as tecnologias de SNG PacBio e lllumina.......
Abundancia relativa comparando os cinco filos de bactérias
predominantes identificadas na microbiota vaginal vacas HPB,
pela plataforma PacBio € umina...............eeeveeiiiiiiiiiiiiiienes
Abundancia relativa dos 15 géneros mais predominantes
presentes na microbiota vaginal de vacas leiteiras identificadas
pela plataforma PacBio ...........cooevuviiiiiiiii e
Abundancia relativa dos 15 géneros mais predominantes
presentes na microbiota vaginal de vacas leiteiras identificadas
pela plataforma Humina ...
Esquema representando um exemplo de classificacdo
taxondmica comparando dados obtidos pela plataforma PacBio

L 11810 0110 = SRR

Linha do tempo demonstrando a metodologia utilizada ....................
Comparacdo dos filos mais abundantes entre vacas leiteiras
gestantes e ndo gestantes presentes na microbiota vaginal.............
Comparacdo dos géneros mais abundantes entre vacas
leiteiras gestantes e ndo gestantes presentes na microbiota
VAGINAL ... ————
PCoA Brady-Curtis comparando a estrutura de cada
comunidade presente na vagina de vacas gestantes (azul) e

nao gestantes (vermelho); (p=0,004) .........ccoiiiiiiiiiiiiiieiie e,



Figura 5 —

PCoA Jaccard comparando a composi¢cdo das comunidades
bacterianas presente na vagina de vacas gestantes (azul) e
nao gestantes (vermelho); (P=0,011) ........cccooummmmmmmmmiiiiiiiiiiinnnes



ARTIGO A
Tabela 1 -

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

ARTIGO B

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS

Taxonomia das 15 espécies de bactérias mais abundantes na
microbiota vaginal de vacas leiteiras da alta producéo
identificadas pela plataforma PacBio ..............ccceeiviiiiiiiiieiiiiieee e, 63
Comparacdo das meédias dos cinco filos mais abundantes
encontrados na vagina de vacas leiteiras pelas plataformas
PacBio € HIUMING...........uiiiiiiieiiee e 68
Porcentagem de taxons nao classificados pelas plataformas
PacBio € HIUMING..........uuiiiiieieiiie e 71
indice de alfa diversidade calculado por animal para a
metodologia dO PACBIO .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 72
indice de alfa diversidade calculado por animal para a
metodologia do HUMING ..........euuiiiiiiiiiiii e 73
Correlacdo e valor de p (<0,005) dos indices de alfa
diversidade presentes na microbiota vaginal de vacas leiteiras
comparando as técnicas de sequenciamento PacBio e lllumina....... 73
Médias, Desvio Padrédo e p-valor (<0,005; teste igualdade de
variancia) dos indices de alfa diversidade presentes na
microbiota vaginal de vacas leiteiras comparando as técnicas

de sequenciamento PacBio e Hllumina ...........ccccevvvviiiiiie e, 74

Comparacdo da abundancia relativa dos filos presentes na
microbiota vaginal de vacas leiteiras gestantes e ndo gestantes...... 95
indice de alfa diversidade presente na microbiota vaginal de
vacas leiteiras que ficaram gestantes ou permaneceram nao
gestantes apés a inseminacao artificial..............ccccceeeeeii i, 96
Média + Desvio Padrédo do indice de alfa diversidade presente
na microbiota vaginal de vacas leiteiras que ficaram gestantes

ou permaneceram nao gestantes apds a inseminacao artificial......... 97



ANCOM
ASV
CBT
CCS
CEUA
DADA?2
DNA
DP

GE
H202
HPB
IATF

IBGE
NG

OoTuU
PacBio
PCoA
PCR
REPROA
RNA
rRNA

SNG
UEL
USDA
VB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Andlise de Composic¢des de Microbiomas
Variantes de Sequéncia de Amplicon

Carga Bacteriana Total

Leituras de Consenso Circular (Técnica do PacBio)
Comiss&o de Etica no Uso de Animais Institucional
Divisive Amplicon Denoising Algorithm

Acido Desoxirribonucleico

Desvio Padrao

Grupo vacas Gestantes

Peréxido de hidrogénio

Vacas da raca Holandés Preto e Branco
Inseminacao Artificial Em Tempo Fixo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Grupo de vacas Nao Gestantes

Unidades Taxondmicas Operacionais

Pacific Biosciences

Andlise de Coordenadas Principais

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Laboratorio de Biotecnologia da Reproducdo Animal
Acido Ribonucleico

Acido ribonucleico Ribossémico

Sequenciamento de Nova Geracao
Universidade Estadual de Londrina
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos

Vaginose Bacteriana



2.1
2.2
2.3
2.4
24.1
2.4.2
2.4.3

4.1
4.2

SUMARIO

INTRODUGAO .....coooiiieieeeeeeee e, 14
REVISAO DE LITERATURA ..ot 17
COMPREENDENDO A MICROBIOTA ....uiiiiitieeeeeiiia e e eeiin e e eeeineeeeeeineeaeees 17
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO E ESTUDO DO MICROBIOMA......... 18
IMPORTANCIA DA MICROBIOTA ....iiteitieee e et e e eeeta e e et e e eetan e e eean s 23
MICROBIOTA VAGINAL DE BOVINOS ... cvuiiiiiiiieiieeeie et 26
Microbiota NOrMal ..........oiiiiiiii e 26
Microbiota € HOMMONIOS .......ccovvviiiiiiiiieee et e e e e e e e 29
Microbiota e Disturbios Reprodutivos..............uuueeuiiiiiiiiiiiiiiinennns 30
REFERENCIAS. ...ccttiie ettt e ettt e e et e e e e et s e e e e et e e e e et e e e e eaann s 34
HIPOTESE ...ttt 51
OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e nnneees 52
OBUIETIVO GERAL...ceiiiiiiiiiiititieeeeaeeeesaanistteeeeeaaaeassasnsnbeseneeaaaesesaannnnsens 52
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....uvtiiiiiiieeeeiiiiiiiiieieeeee e e e s sssiitineeeeaae e e e e snnneees 52

ARTIGO A — INVESTIGACAO DA MICROBIOTA VAGINAL
DE VACAS LEITEIRAS COM IDENTIFICACAO EM NIVEL DE
ESPECIE E COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE
SEQUENCIAMENTO GENETICO DE LEITURAS CURTAS

(lMumina) E LONGAS (PacCBi0) .....ccoeviieiiiiiee i, 53
RESUMO ...ttt ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e s e nneeaeeas 53
ABSTRACT ..ttt ettt ittt et e e e e e s s st bt e e et e e e e eesaasb b be et e eeaeeeesaannsstaeeneaaaeeeaaans 54
INTRODUGAO ...t i iieittteeite e e e e e e ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e s e s nnsbbnneeeaaeeeeans 55
MATERIAL E METODOS ....utviiiiieeeeeiiiitieeeeeeaeeeassssssteseeeeeseessssnnsssnnneeneens 56
Declaracio COMItE dE ELICA.........cveeeeieeeeeeee e e e e 56
ANIMAIS ettt eeees 57
Manejo reProdULIVO..........ciiie e e 57
Colheita de amostras e extragado do DNA ..........coooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiis 57

Amplificacdo de DNA POr PCR......cooiiiiiiiiiieeee e 58



Sequenciamento de Nova GeragGaio ..........ccccceeummmmmmmmniiianns 58

BiOINfOIMALICAL ... .uueeiiiiiiiiiiiiii e 59
ANalise EStatiStiCa.........ccevviviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60
RESULTADOS ..euiieie ettt ettt et e et e et e e et e e et e een e ees 61
DISCUSSAOD ...ttt e et e et e e 74
CONGCLUSAOD . ...ttt ettt ettt ettt e ettt e e et e e e e et e e e e et e e e eetaneeaenes 77
REFERENCIAS. ...cctt ittt ettt ettt e et e e et e e e e et e e e e et e e e eeaa s 79

ARTIGO B — COMPARAR A MICROBIOTA VAGINAL DE
VACAS LEITEIRAS DE ALTA PRODUCAO QUE SE
TORNARAM GESTANTES OU NAO, APOS A INSEMINACAO
ARTIFICIAL, PARA ESTABELECER POSSIVEIS
ASSOCIACOES ENTRE COMUNIDADES BACTERIANAS E

O STATUS GESTACIONAL ..ot 85
RESUMO ..ottt ettt e e e e 85
AABSTRACT ..ttt et ittt et e e e e e e s ettt et e eeaaeeeesaansbbbeeeeeaeaeeasaaanssbaneeeeaaeeeaaans 86
INTRODUGAO ... .iitieiteii et tee et e e e e e et e et e et e e s e e s e et e eaeeaneeeaerrneans 87
MATERIAL E METODOS ....ttttitiieeeeesiiiitiieeeeeeeesassannsteseeeeesessssannnssnnseeeeens 88
Animais e Colheita de amoStras........cccccvvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee 89
Processamento dO DNA .. .....uuuuuuiiiiiiiiiiiii e 91
Sequenciamento de Nova Geracao e Bioinformatica........................ 91
ANAlise EStatiStiCa........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 92
RESULTADOS ..etiiieeeiiiiittitteee e e e e e e e s sttt e e e e e e e s s st e e e e e e e e s s annnssanneeeeens 92
DISCUSSAOD ...ttt ettt e b e e 100
CONCLUSAD ...t ttttettet e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e s snnsbbba e e e aaeeeeeannsnenes 103
REFERENCIAS. ...ttt ittt ittt et e e e e e s e sttt et e ee e e e e s ssb e et e e e e e s s annsbenneeeeeas 104
PERSPECTIVAS FUTURAS. ...t 109
ANEXOS ...t a e e e e e 110

ANEXO A - Certificado Emitido pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL)...... 110



© 00 N O o~ WDN

W W W W NN N DN NN NN DD DNMNDNDMDNPEP P PP PP PP
Ww N P O © 00N OO O A W N P O O OO NO O b W N O

14

1 INTRODUCAO

A pecuaria leiteira representa uma das atividades mais tradicionais do
agronegocio nacional e internacional, apresentando importdncia no cenario
socioeconémico. A cadeia produtiva do leite no Brasil é responsavel por movimentar
mais de R$ 80 bilhdes por ano (RENTERO, 2020), além de englobar uma fungéo
social ao gerar milhares de empregos diretos e indiretos. Segundo o IBGE, em 2018
foram produzidos 33,8 bilhGes de litros de leite no Brasil e por este produto ser um
dos alimentos mais completos, foi registrado o crescimento de 139% na producao
brasileira entre 1990 e 2019.

O leite é considerado um dos produtos mais importantes da dieta humana e
esta presente na alimentacdo de aproximadamente 80% da populacéo. Além disso, o
leite € um dos 13 itens que compdem a cesta basica brasileira, beneficiando 91,6%
dos lares (SIQUEIRA e RAMALHO, 2020).

Apesar do significativo crescimento na producéao leiteira, o mercado consumidor
esta cada vez mais exigente. As plataformas de tendéncias de mercado (Innova
Consumer Survey) afirmam que seis de cada 10 consumidores no mundo buscam
alimentos e bebidas cuja finalidade é aumentar a imunidade, visto que a preocupacéo
com a saude se intensificou na pandemia da Covid 19. O fortalecimento do sistema
imunologico e a perda de peso sdo cada vez mais determinantes na hora do
consumidor escolher produtos lacteos (SIQUEIRA, 2020). Ademais, a busca por
informagdes quanto a seguranca alimentar e rastreabilidade de todas as etapas da
cadeia de producéao do leite séo corriqueiras (NEIVA, 2021).

Neste sentido, os produtores enfrentam o desafio de trabalhar para atender a
demanda de producédo, bem como, suprir as exigéncias de qualidade impostas pelo
consumidor e conciliar com as reivindicacdes por bem-estar animal e sustentabilidade
ambiental. Além de todos os aspectos citados anteriormente, a prevenc¢ao de doencgas
em bovinos é essencial para melhorar a produtividade do rebanho, pois os distarbios
reprodutivos podem levar a repeticdo de cio, retencdo de placenta, metrite e
endometrite, acarretando importantes perdas econémicas no sistema de producédo de
gado leiteiro incluindo o aumento da taxa de mortalidade do rebanho (NADER-
MACIAS et al., 2008).
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O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) projeta que o
mundo deve aumentar a producdo de alimentos para atender a crescente demanda
até 2026/2027. Atualmente o Brasil assume o papel de quarto maior produtor
comercial de leite, e ainda tem a capacidade de expandir em 41% a produgao neste
periodo (USDA, 2017). Contudo apesar da cadeia produtiva do leite ter passado por
importantes transformacdes nas Ultimas décadas, a alta producéo no Brasil ainda &
reflexo da grande quantidade de animais em ordenha e nao determinada pela
produtividade do rebanho.

Para que o Brasil aumente a producéo de leite por animal, ha uma expectativa
de tornar as matrizes cada vez mais eficientes. A vista disso, o desempenho
reprodutivo € essencial para a producdo do leite, uma vez que, para bovinos, cada
ciclo de lactacdo comeca a partir da prenhez. Assim, € necessario a incorporacao de
biotécnicas reprodutivas que permitam potencializar os recursos existentes, ou seja,
criar mecanismos para aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho.

Neste contexto, a microbiota vaginal tem demonstrado relevancia no ambito da
reproducdo de bovinos pois alteracbes em sua composicao podem influenciar a
fertilidade (GREEN; ZAREK; CATHERINO, 2015). Os microrganismos Sao capazes
de colonizar quase todos os componentes do corpo em uma relacdo simbidtica,
composta principalmente por populacbes bacterianas especificas de acordo com
ambiente, idade, sexo, alimentacéo, escore de condi¢éo corporal e fase do ciclo estral
(MOR et al., 2015). Quando ocorre o desequilibrio dessas comunidades, infertilidade,
infeccbes, alteracbes funcionais e outros transtornos debilitantes podem ser
desencadeados (BICALHO et al., 2017).

Embora varios disturbios reprodutivos comuns em animais envolvam infec¢ao
bacteriana, a caracterizacdo da microbiota vaginal saudavel de bovinos ainda esta em
processo de estudo. E importante considerar que o rastreamento das comunidades
bacterianas especificas permite a identificacdo de perfis de doencas que podem ser
utilizados como biomarcadores ou ferramentas de diagnostico para previsao e
prevencdo de doencas influenciadas pelo desequilibrio dessas comunidades
(PUTIGNANI et al., 2016).

Mesmo quando os mecanismos das doengas parecem incompreendidos 0s
microrganismos tém sido vistos como um importante fator de influéncia e/ou causa.
Desta forma, a compreensao da microbiota vaginal é benéfica principalmente para a

saude reprodutiva de matrizes que vem apresentando problemas com causas
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desconhecidas, em especial a subfertilidade e a infertilidade que ndo é facilmente
quantificada (HAFEZ, 2013). Assim, o desafio atual é garantir a manutencédo de
comunidades bacterianas benéficas para potencializar a reproducdo e controlar as
interagdes dindmicas entre todos os fatores envolvidos, sejam internos ou externos
ao animal.

As técnicas de sequenciamento de nova geracdo (SNG) tém sido utilizadas
para a identificagdo e caracterizagdo de uma microbiota mais diversificada.
Tecnologias de curtas leituras do gene 16S rRNA, como o lllumina, e longas leituras
do gene, como o PacBio estdo cada vez mais acessiveis, possibilitando um
entendimento mais profundo quanto as fun¢des e interacdo de novos microrganismos
com o animal e o ambiente.

As informagdes de comunidades bacterianas do trato vaginal de bovinos pelo
SNG ainda séo pouco exploradas e para compreender melhor o potencial microbiano
na reproducédo animal, primeiro é necessario conhecer as caracteristicas das bactérias
que estdo presentes nas fémeas higidas e férteis. Ao identificar a comunidade
bacteriana relevante para a fertilidade, se torna possivel melhorar a reproducédo de
vacas com dificuldade em se reproduzir, assim como prevenir e tratar distarbios
reprodutivos mesmo antes do aparecimento de sinais clinicos.

A modulacdo do ecossistema microbiano vaginal além de reduzir os
indicadores de infeccao no trato genital (GENIS et al., 2017), pode otimizar a eficiéncia
reprodutiva e se tornar cada vez mais essencial para a lucratividade econémica e
sustentabilidade do rebanho leiteiro. Portanto, compreender o papel dela sinaliza uma
perspectiva de aumento na producéo de leite a partir do mesmo nimero de animais.

Este estudo tem como objetivo caracterizar a microbiota vaginal de vacas
leiteiras por SNG comparando as técnicas PacBio e Illlumina, bem como investigar em
nivel de espécie a microbiota vaginal de femeas que se tornaram ou ndo gestantes

apos IA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPREENDENDO A MICROBIOTA

O conjunto de microrganismos que compde um ecossistema é denominado
microbiota, enquanto 0s microrganismos, seus metabdlitos e o seu material genético
associado a um ambiente especifico podem ser definidos como microbioma. Ambos
apresentam uma caracteristica dinamica, mutavel e adaptavel (MORGAN;
HUTTENHOWER, 2012; WEINSTOCK, 2012; HADRICH, 2018). E embora a
microbiota seja predominantemente representada por bactérias, ela & também
composta por protozodrios, virus e fungos.

Os microrganismos, em especifico as bactérias, precisam se manter em
equilibrio com o hospedeiro e as demais popula¢cbes, favorecendo a simbiose
(RODRIGUES et al.,, 2015). Bactérias comensais tem como funcdo manter a
integridade da mucosa e controlar a proliferacdo de microrganismos patogénicos, seja
pela competicdo por territorio e alimento, quanto pela producédo de enzimas toxicas a
esses patégenos (MORGAN; HUTTENHOWER, 2012).

Uma pequena mudanca na composicdo da comunidade bacteriana pode
desencadear o desequilibrio entre a microbiota e o hospedeiro, quando ha a
proliferacdo desproporcional de agentes patogénicos, tal evento pode ser chamado
de disbiose (FECTEAU et al.,, 2016). De modo geral, fatores como o uso de
antibioticos, enfermidades, ambiente e alimentacao, podem influenciar na dinamica da
populacao bacteriana e, consequentemente, no funcionamento do microbioma.

Estudos sugerem que o corpo humano possui 10 vezes mais microrganismos
do que células em sua composi¢éo, ou seja, enquanto o0 genoma humano é composto
por 20 mil genes, ao reunir todos 0s genes presentes em seu microbioma ha cerca de
2 a 20 milhdes destes, indicando uma rica microbiota (SAVAGE, 1977). A
determinacao do perfil do da microbiota se inicia ao nascimento, logo no primeiro
contato do neonato com a microbiota vaginal materna (DOMINGUEZ-BELLO et al.,
2010). E embora esta se distribua por todas as areas do organismo, a maior parte da
colonizagdo ocorre no trato gastrointestinal, abrigando mais de 100 trilhdes de
bactérias (AMERICAN ACADEMY OF MICROBIOLOGY, 2013).
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Assim, a identificacdo da microbiota e a influéncia que esta exerce sobre a
fisiologia humana e animal sdo objetos de pesquisa ha muitos anos, sendo que
inicialmente o reconhecimento das bactérias era realizado somente por meio do
cultivo. Contudo, esta técnica permite o crescimento de aproximadamente apenas 1%
das bactérias existentes e subestimam a diversidade da microbiota analisada
(RAJENDHRAN e GUNASEKARAN, 2011).

Para superar esta limitacdo, um recurso tecnoldgico passou a ser utilizado
como uma ferramenta promissora para compreender o microbioma de uma forma
mais profunda. Atualmente, por meio do SNG é possivel identificar e quantificar os
microrganismos de forma precisa e rapida, bem como, avaliar as dinamicas

bacterianas e suas interagdes com o ambiente (CONSORTIUM, 2012).
2.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO E ESTUDO DO MICROBIOMA

No SNG a analise é realizada pela determinacdo da sequéncia de DNA ou RNA
sendo capaz de processar grandes quantidades de dados pelo desenvolvimento de
softwares especializados, na area da bioinformatica. Somado a isso, essa tecnologia
levou a um aumento no nimero e diversidade de genes e genomas sequenciados
(GOODWIN et al., 2016; MARTINEZ-PORCHAS et al., 2016), adquirindo fundamental
importancia para aquelas espécies que ainda ndo foram descritas (ECKBURG, 2005).

Vérias plataformas, como Roche GS20, Roche 454, Nanopore, Applied
Biosystems lon Torrent, lllumina e PacBio, entre outras, foram desenvolvidas e
aprimoradas durante a Ultima década (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2016). Ademais,
0 gene 16S rRNA é utilizado em sequenciamento bacteriano porque € altamente
conservado e disp6e de uma maior quantidade de pares de bases, além de estar
presente em todas as bactérias. Logo, este gene permite realizar a diferenciacdo em
escalas taxondmicas com as regides variaveis ou hiper variaveis (V1 a V9; WOESE;
OLSEN, 1993; JOHNSON et al., 2019), assim como, estimar a quantidade de cada
bactéria e acompanhar as alteracdes das mesmas (MORGAN; HUTTENHOWER,
2012).

Desta forma, cada regido ou até primer favorece certos tipos de bactérias,
estudos mostram que para estimar com maior confiabilidade a riqueza e a diversidade
da amostra, as regidbes V4 a V6 sao mais recomendadas para a identificacao

filogenética bacteriana, permitindo também uma melhor resolucdo nas sequéncias
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avaliadas para reconhecer espécies que estdo em menor abundancia (CAPORASO
et al., 2012; YANG; WANG; QIAN, 2016).

Neste contexto, a tecnologia Illlumina tem sido a mais utilizada em todo mundo
por obter alta confiabilidade, sendo responsével por gerar mais de 90% dos dados de
sequenciamento conhecidos (ILLUMINA, 2017). Esta tecnologia minimiza o tempo e o
custo do sequenciamento por realizar leituras curtas do genoma (75-250 pares de bases
por vez) considerando apenas por¢des menores e especificas do genel6S rRNA. O
lllumina permite alta acuracia na avaliacdo daquela porcdo do gene, além de também
oferecer suporte a bibliotecas de leitura Unica e emparelhadas (MORGAN;
HUTTENHOWER, 2012; LAMONT 2015; ILLUMINA, 2017). Sua metodologia permite
a identificacdo de bases Unicas a medida que s&o introduzidas nas fitas de DNA, por
meio de sequenciamento por sintese e terminadores de corante fluorescentes
reversiveis (ILLUMINA, 2012; BURK e DARLING, 2016; HEATHER e CHAIN, 2016).

Por outro lado, as plataformas de SNG que utilizam sequéncias de leituras curtas
tem baixa sensibilidade e especificidade taxondmica comparada a tecnologias que
sequenciam o comprimento total do DNA. Ou seja, o sequenciamento de amplicon curto
€ incapaz de fornecer identificacédo precisa em nivel de género ou espécie (MARTINEZ-
PORCHAS et al., 2016). Apesar do uso de leituras curtas ainda ser a estratégia mais
viavel economicamente, as plataformas de SNG destinadas a geracéo de comprimentos
de leitura longas tem contribuido para o estudo da diversidade microbiana de uma
perspectiva mais significativa (HE et al., 2020). Desta forma, € de extrema relevancia
avaliar a concordancia entre os resultados do sequenciamento de curta e longa leitura e
a quantidade de informacdes que sdo subestimadas ao utilizar sequéncias curtas em
vez do gene 16S rRNA completo (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2016; QUAN et al.,
2019; OBERLE et al., 2021).

A plataforma PacBio é uma tecnologia que produz leituras longas e, portanto, de
alta fidelidade de genes 16S rRNA completos (15000pb), melhorando a sensibilidade e
especificidade do perfil taxonémico, além de reduzir o risco de falsos positivos em
leituras classificadas de forma errada (LI et al., 2018; HE et al., 2020). Somado a isso, 0
sequenciamento de leitura longa foi potencialmente favoravel na reducéo do risco de
contaminagéao para perfis metagendmicos de amostras de baixa biomassa microbiana.
Para corroborar com o avanco do SNG é importante otimizar a comparabilidade de
todos os dados, principalmente em nivel de espécie, e desenvolver procedimentos

operacionais com parametros especificos para amostras comensais ou patogénicas
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usando os metadados com a padronizacdo de abordagens experimentais e
computacionais.

Em suma, ao comparar sequenciamentos com leituras de genoma curta ou longa,
a primeira tem uma maior cobertura de leitura pelo DNA estar fragmentado, sendo mais
eficiente na producéo de amplicons, além dos dados serem gerados mais facilmente,
por outro lado a segunda, fornece informacdes taxondmicas superiores e mais precisas
(HE et al., 2020). De qualquer forma, ambas metodologias de SNG dependem da
bioinformética e da biblioteca de dados personalizada para auxiliar na analise e
interpretacdo dos dados obtidos (KULSKI, 2016).

O entendimento das informacbes sobre as comunidades bacterianas
identificadas pelo SNG apresenta alta complexidade e variabilidade, sendo que a falta
de padrdes e protocolos para a comparacao de resultados em nivel global um fator
limitante. Em cada fase do processo, desde o ambiente laboratorial até os kits de
extracdo e amplificacdo de DNA, pode haver importantes alteracdes nos resultados
da analise de microbioma, especialmente em amostras de baixa biomassa (GOFFAU
et al., 2018).

A limitacdo de muitas técnicas de sequenciamento é que estas ndo chegam ao
nivel de espécie, sendo impraticavel comparar com exatiddo o genoma identificado
por ter insercdes de base do DNA erradas durante o processo, além de ndo contar
com uma boa resolucdo (MORGAN; HUTTENHOWER, 2012). Outro obstaculo em
grande parte dos SNG é o alto custo por amostra e a necessidade de profissionais
com treinamento especializado para analisar os dados (KULSKI, 2016). Por isso,
pode-se observar que ainda ha indmeros microrganismos que sdo desconhecidos ou
gue ndo possuem mapeamento geneético (ZIEMER, 2014).

Outro desafio encontrado em estudos com SNG, € a incapacidade de os
bancos de dados utilizados reconhecerem o material genético identificado, seja pela
desatualizag&o das bibliotecas ou pela dificuldade na detec¢éo da cepa pela distancia
gue 0s novos genes tém das espécies ja conhecidas (WEINGART et al. 2009). A
precisao da identificacdo das espécies usando o banco de dados também requer que
eles contenham as taxonomias corretas.

O registro de bactérias existentes em um banco de dado é de dominio publico
e pode nao ser atualizado conforme a nomenclatura é refinada ao longo do tempo, de
modo que espécies intimamente relacionadas, descritas em momentos diferentes

podem, as vezes, receber taxonomias diferentes com base nas melhores préaticas na
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publicacdo (COLSTON et al., 2014; GRAF et al., 2021). Ou seja, 0s genomas
identificados de forma uUnica podem estar duplicados por serem registrados com
nomes ou numeros de acesso diferentes, subestimando o numero de bactérias
presentes na amostra.

Para reduzir as limitacbes de mapeamento, as sequéncias analisadas, podem
ser comparadas ndo apenas aos genomas de referéncia, mas também entre si para
determinar e verificar se a amostra contém novos tdxons que séo diferentes dos
encontrados em outras amostras (GRAF et al., 2021). Softwares, como o DADA2
(Divisive Amplicon Denoising Algorithm) tem sido desenvolvidos para corrigir 0s
possiveis erros de leitura e reconhecer cepas com genes exclusivos. Ele também
aprimora o estudo de comunidades microbianas, permitindo que os pesquisadores
reconstruam com precisao as comunidades sequenciadas em uma resolugdo mais
alta (CALLAHAN et al., 2019).

Desta forma, um importante fator que ndo pode ser ignorado é que a
identificacdo de genes na amostra nao infere que 0s microrganismos sdo parte
consistente da microbiota, pois eles podem nado estar mais viaveis ou sé ter deixado
0 seu material genético na amostra analisada, mas nédo estar mais presente (COSTA
e WESSE, 2019). Além disso, o fato da maioria das espécies ter abundancia relativa
baixa, ndo significa que tem uma influéncia menor sobre o organismo do hospedeiro.
Ja foi relatado que comunidades bacterianas intestinais pouco abundantes continham
um conjunto de genes cuja expressao realizava processos metabdlicos importantes
para o sistema microbiano geral, como potencial acdo de desencadear atividades de
comunidades mais dominantes (BENJAMINO et al., 2018). Ou seja, taxons com baixa
abundancia ou raros podem desempenhar um papel importante na microbiota vaginal
de vacas leiteiras quanto a reproducdo, mesmo que permanecam desconhecidos.

Depois do sequenciamento é necessario realizar a organizagédo dos dados, a
partir da remocdo e correcdo dos possiveis erros de leitura realizados pela
bioinforméatica, seguido pelo agrupamento em Unidades Taxondmicas Operacionais
(OTUs) dos genes que possuem sequéncias com mais de 97% de semelhanca
(MORGAN; HUTTENHOWER, 2012; MYSARA et al., 2017; EDGAR, 2017; COSTA e
WESSE, 2019; TORTELLI et al., 2021). Para a identificacdo taxondmica, € utilizado o
meétodo baseado em comparacao, a qual sao verificados as OTUs com informacdes

de banco de dados globais que possuem o registro dos genomas de referéncia.
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A taxonomia € o processo pelo qual os microrganismos sao classificados
hierarquicamente segundo suas caracteristicas, nos diferentes niveis taxonémicos:
Dominio, Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie. E quando essa
classificacdo ndo € especifica pode ser utilizado o termo taxon. A populacdo
bacteriana refere-se a todos o0s individuos pertencentes ao mesmo taxon,
consequentemente, duas ou mais populacdes presentes no mesmo ambiente
compdem uma comunidade (COSTA e WESSE, 2019).

Ademais, a microbiota pode ser avaliada quanto a alfa e beta diversidade,
sendo que a primeira se refere a diversidade dentro de uma comunidade, enquanto a
segunda trata-se da diversidade entre as comunidades. A alfa diversidade, realizada
por calculos matematicos, considera a presenca ou auséncia das bactérias,
verificando de forma qualitativa a amostra. Logo, pode ser descrita pelos indices de
riqueza, igualdade e diversidade (KOZICH et al., 2013).

A riqgueza de uma populacdo é dada pelo nimero de espécies que ela possuli,
ja a igualdade é avaliada pela abundancia de semelhanca nas diferentes espécies
dentro da populacéo, logo a diversidade é uma estimativa da riqueza e a igualdade de
diferentes espécies de uma populacéo bacteriana. Assim, podemos dizer que quando
h& muitas espécies com semelhanca entre elas a comunidade em questao apresenta
alta diversidade (WEINSTOCK, 2012; COSTA e WESSE, 2019).

Por outro lado, a beta diversidade é mais especifica que a alfa diversidade, visto
que ela considera quais microrganismos aumentam ou diminuem dentro das
comunidades, sendo portanto uma avaliacdo quantitatva (MORGAN;
HUTTENHOWER, 2012, 2014). Esta analise se faz importante porque duas amostras
gue apresentam riquezas semelhantes podem ter diferentes composic¢oes. Ao verificar
a similaridade entre as comunidades conforme o niumero de espécies e a presenca
ou auséncia das populacdes bacterianas, temos uma analise de composi¢cao para
determinar a abundéncia relativa de cada microrganismo na amostra (LOZUPONE e
KNIGHT, 2009).

Neste trabalho foram utilizados dois indices para avaliar a composicdo da
comunidade bacteriana, o indice de Jaccard, mais frequentemente utilizado, e o indice
de Bray-Curtis. O primeiro leva em consideracdo qual bactéria est4d presente,
enquanto o segundo avalia a quantidade da mesma na comunidade e ambos sao
demonstrados por meio de graficos (SCHLOSS e HANDELSMAN, 2006). Neste
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contexto, muitos estudos estdo sendo elaborados com o intuito de conhecer
detalhadamente a dinamica da comunidade bacteriana de vacas leiteiras higidas e
suas inter-relagcbes com os fatores externos como fase do ciclo estral, ambiente e
alimentacdo (WANG et al., 2016;2018; BICALHO et al., 2017; GALVAO et al., 2018;
MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019; QUEREDA et al., 2020; QUADROS et al.,
2020).

2.3 IMPORTANCIA DA MICROBIOTA

O microbioma tem se mostrado fundamental para a saude de todo o corpo, seja
animal ou humano. E cada vez mais conhecido que ele pode alterar o estado de satide
do individuo ou estar relacionado a uma série de doencas, incluindo as reprodutivas.
Mesmo quando o0s mecanismos das doencas parecem incompreendidos o0s
microrganismos tém sido vistos como um importante fator de influéncia e/ou causa.

Por exemplo, no microbioma vaginal humano a predominancia de Lactobacillus
é sinal de saude reprodutiva, este género e seus principais metabdlitos permitem a
homeostase vaginal da mulher ao manter o ambiente &cido (pH <4,5) com o objetivo
de protegé-lo da infeccao por patdgenos (DONATI et al., 2010; RAVEL et al., 2011;
O’'HALAN et al., 2013).

E por meio da producéo de &cido latico que os Lactobacillus diminuem o pH do
ambiente vaginal e protegem a vagina contra invasdes e infeccfes por patdégenos
oportunistas. Além disso, muitas dessas bactérias também produzem peréxido de
hidrogénio, bacteriocinas, glicogénio e glicerol que asseguram essa protecéo e sua
sobrevivéncia e habitagdo no trato reprodutivo (SINGER et al., 2019). Ademais,
estudos mostram que o Lactobacillus vaginal podem apresentar correlagcdo positiva
com a taxa de gravidez (FU et al.,, 2020) e estdo com abundéancia reduzida em
mulheres que apresentam repetidas falhas de engravidar (SINGER et al., 2019).

Romero e colaboradores (2014) caracterizaram a estrutura da comunidade
microbiana presente na vagina de mulheres gravidas e constataram que ao longo da
gestacdo ha dominancia de Lactobacillus spp., sugerindo que esta bactéria esta
relacionada a estabilidade da microbiota nesta fase e prevencdo de infeccdes
ascendentes que estao ligadas ao parto prematuro. Ainda, outro estudo demonstrou
gue a menor abundancia de Lactobacillus em mulheres gravidas esta associada a

abortos tardios ou nascimentos prematuros (FREITAS et al., 2018).
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Em relacéo a eficiéncia dos tratamentos de fecundacao in vitro em mulheres,
uma meta-analise apontou que as pacientes que apresentaram microbiota vaginal
anormal tiveram aproximadamente 1,4 vezes menos probabilidade de engravidar apos
o procedimento, quando comparadas as mulheres com microbiota normal,
evidenciando uma forte correlacdo da microbiota vaginal desequilibrada com a
gravidez precoce ou falha da fecundacéo in vitro (SINGER et al., 2019).

Em humanos, a anormalidade da microbiota € caracterizada pelo aumento da
diversidade bacteriana e pode estar associado a uma disbiose, como a vaginose
bacteriana (VB). Este é o disturbio vaginal mais comum e afeta de 10 a 50% das
mulheres em todo o mundo (SOBEL, 2000; KOUMANS et al.,2007; VERSTRAELEN
et al., 2009; LI et al., 2012), somado a isso, cerca de 20% das mulheres gravidas
apresentam diagnéstico positivo para VB (SINGER et al., 2019).

A VB ocorre pela interrupcédo do equilibrio vaginal e o crescimento excessivo
de uma bactéria anaerodbica tipicamente ndo-Lactobacillus e patogénica. Em uma
populacao de aproximadamente 1200 mulheres, um estudo relacionou essa patologia
bacteriana com a fertilidade e observou a maior prevaléncia da doenca em mulheres
com infertilidade (45,5%), comparada a mulheres férteis (15,4%) (SALAH et al., 2013).
A VB também pode aumentar em até duas vezes o risco de aborto espontaneo e parto
prematuro em mulheres gravidas quando comparado aquelas com microbiota vaginal
saudavel (LEITICHH et al., 2007; DIGIULIO et al., 2015; KINDINGER et al., 2016;
SINGER et al., 2019).

Ainda, na ginecologia a VB esta cada vez mais associada a resultados
adversos, como inflamagédo pélvica, sepse poOs-aborto, infecgbes vaginais pos-
histerectomia e aquisicdo de doencas sexualmente transmissiveis como gonorreia,
clamidiose, tricomoniase e ainds (EASTMENT e MCCLELLAND, 2018; KITAYA et al.,
2019). Dada a importancia potencial dos Lactobacillus vaginais na redugéo dos riscos
de disturbios reprodutivos um fato interessante é que em outras espécies (bovinos,
ovinos e primatas ndo humanos), os Lactobacillus sdo encontrados em pequenas
guantidades e ndo assumem tamanha relevancia quanto em humanos (RAVEL et al.,
2011; SWARTZ et al., 2014; YILDIRIM et al., 2014).

Outro assunto de extrema relevancia nesta area € como o microbioma materno
tem forte influéncia no desenvolvimento do sistema imunolégico do neonato (DEBLEY
et al., 2005; CARDWELL et al., 2008; LIZUMI et al., 2017). Estudos demostram que
h& diferengca na microbiota inicial de recém-nascidos com parto vaginal e parto
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cesarea e que esta exerce um impacto a saude futura do mesmo (DOMINGUEZ-
BELLO et al.,, 2010). Os bebés de parto vaginal sdo naturalmente expostos a
microbiota presente na vagina da mée durante o parto (predominio de Lactobacillus),
reduzindo a capacidade de colonizacdo dos patdgenos. J& bebés nascidos por
cesariana tem uma microbiota cutdnea mais semelhante a pele da mae
(Staphylococcus, Corynebacterium e Propionibacterium), que é transmitida pela
equipe do hospital com que o bebé teve contato e pode justificar aumento da
suscetibilidade a bactérias patogénicas (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010).

Baseado nesta informacédo, hd uma indicacdo de que a primeira colonizacéo
natural de bactérias em todo o corpo do neonato ocorre de forma vertical (ARRIETA
et al., 2014). Apos o nascimento, o individuo adquire pelo ambiente e pelo convivio
com pessoas 0 microbioma secundario, sendo este ainda fortemente influenciado pelo
primario, a qual controlard a composicao de bactérias futuras (DOMINGUEZ-BELLO
et al., 2011).

Um estudo demonstrou que aos dois meses de idade, o numero de OTUs
mantidas em bebés nascidos de parto normal foi maior quando comparado aos bebés
nascidos por cesariana (STEWART et al., 2017). Contudo, independentemente do
modo de transmissédo, a coloniza¢do da microbiota do neonato é homogénea em todos
os habitats do corpo. Sendo assim, grande é a importancia de ocorrer a colonizagéo
de comunidades bacterianas que impactam positivamente o desenvolvimento
neonatal (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010).

Neste sentido, visto que o periodo de aquisicdo da microbiota coincide com o
desenvolvimento do sistema imunoldgico de uma crianga, as bactérias transmitidas
ao bebé no inicio da vida sdo determinantes para proporcionar uma resposta imune
adequada (ZEISSIG et al., 2014; AGACE e MCCQY, 2017). Foi demonstrado que
mesmo pequenas mudancas ambientais sdo capazes de modular a composi¢ao do
microbioma pulmonar no inicio da vida, enquanto os adultos mostram maior resiliéncia
as variacfes ambientais (KOSTRIC et al., 2018).

Aléem disso, outros estudos sugerem que as alteracbes no estagio de
desenvolvimento inicial da microbiota intestinal em bebés podem influenciar o
processo de maturacdo do sistema imunolégico e predispor a doenca celiaca
(OLIVARES et al., 2018). Entao, ap6s o primeiro ano de vida o microbioma atinge uma
estrutura de comunidade estavel que é mais resistente a perturbacdes.

Muito tem sido descrito sobre as comunidades bacterianas intestinais e suas
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interacbes com humanos, animais e a saude no geral (HADRICH, 2018; FLANDROY
et al., 2018). Visto que a disbiose ou as alteracdes no microbioma podem aumentar a
permeabilidade intestinal, inflamacao e formagédo de autoanticorpos (SEITZ et al.,
2019).

Problemas de imunidade (KIM e SHIN, 2018), doencas autoimunes
(imunomediadas) (KARLSSON et al., 2014), doencas neurodegenerativas (HARACH
et al., 2017), doencas respiratérias associadas a alergias e asma (CAIT et al., 2019,
CARR et al., 2019; PERDIJK e MARSLAND 2019; STEPHEN-VICTOR e CHATILA,
2019), além da obesidade e diabetes (TURNBAUGH et al., 2006; YASSOUR et al.,
2016; ILHAN et al., 2017; VALDES et al., 2018; DREYER e LIEB, 2018),
principalmente em humanos, tem sido relatados como resposta ao desequilibrio da
microbiota intestinal. Ainda, a diversidade reduzida do microbioma intestinal pode
estar associada a sintomas depressivos, ansiedade e transtorno alimentar (SEITZ et
al., 2019).

Em bovinos, investigagdes no sentido de aprimorar a eficiéncia alimentar a
partir da manipulacéo da microbiota intestinal (BIDDLE et al., 2013; MAO et al., 2015;),
e inibir doencas respiratorias bovinas (DRB) tém sido desenvolvidas (MAUNSELL et
al., 2011; JOHNSTON et al., 2017). Estas por sua vez, podem influenciar diretamente
0 conhecimento existente sobre a microbiota vaginal, pois autores demonstram que
h& uma clara relacdo entre a microbiota intestinal e a composi¢cdo de bactérias da
vagina (QUADROS et al., 2020).

2.4 MICROBIOTA VAGINAL DE BOVINOS

2.4.1 Microbiota Normal

As bactérias presentes na vagina da fémea interagem continuamente com as
células locais levando a uma relacdo simbidtica. Com o intuito de prevenir a
proliferacdo de microrganismos patogénicos em condicOes naturais, a vagina bovina
€ composta por uma mistura dinamica de bactérias aerdbias, anaerébias facultativas
e anaerdobias (OTERO et al. 2000). Geralmente, as comunidades bacterianas
estudadas sao altamente heterogéneas entre os animais, e embora Lactobacillus spp.,
seja descrito como o género mais abundante na microbiota vaginal humana, em

bovinos essa bactéria é mais escassa e a sua funcéo € exercida por outros géneros
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(SWARTZ et al., 2014).

Neste contexto, uma relacdo mutualistica entre o hospedeiro e o0s
microrganismos que habitam a vagina estabelece a primeira linha de defesa contra
colonizagao patogénica na mucosa vaginal (SMITH e RAVEL, 2016; SRINIVASAN et
al., 2021). Uma das barreiras imunologicas € a formacéo de um biofilme por parte das
bactérias associada ao muco vaginal que tem a funcdo de aumentar a sobrevivéncia
do microrganismo envolvido e, consequentemente, auxiliar na manutencdo do
ambiente microbiano durante as fases do ciclo estral e a gestagdo (SWARTZ et al.
2014). Além disso, essas bactérias produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e
acidos organicos para inibir a infeccdo pelos principais patégenos durante a fase
folicular do ciclo estral (EVA et al., 2014).

Quando saudavel, a comunidade possui estabilidade, contudo, pode ser
influenciada ou afetada por inUmeros fatores tais como ambiente, alimentacéao, idade,
fase do ciclo estral, gestacdo, manejo, genoétipo do animal e resposta imunolégica
(TURNBAUGH et al. 2006, HUTTENHOWER et al., 2012; LAGUARDIA-
NASCIMENTO et al.,, 2015). Tem sido observado que a variacéo racial e a area
geografica onde os animais habitam sdo importantes, pois fazem com que estes
apresentem diferencas relevantes na microbiota vaginal dominante (LAMONT et al.
2011).

Embora a estrutura das comunidades possa diferir entre as populacdes
bacterianas é possivel que a saude vaginal se mantenha, desde que a funcéo benéfica
delas continue. Em bovinos, o conhecimento da composi¢cédo da microbiota vaginal até
poucos anos atras era limitado, uma vez que s6 havia estudos descritivos qualitativos
usando técnicas dependentes de cultura (LAMONT et al. 2011).

Os microrganismos mais comumente isolados da vagina de vacas e
identificados por cultura foram Enterococcus spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. (AMIN et al., 1996; OTERO et al., 1999; OTERO et al., 2000;
ZAMBRANO-NAVA et al.,, 2011). Contudo, resultados utilizando esta técnica ja
demostraram nao ser precisos o suficiente para refletir a diversidade microbiana real
das amostras.

Assim, apés o desenvolvimento do SNG, informacgdes inéditas com relacao ao
perfil das comunidades bacterianas relacionadas a saude e as doencas reprodutivas
foram evidenciadas. Swartz e colaboradores (2014) foram os primeiros a realizarem o

sequenciamento do gene RNA ribossémico 16S (rRNA) independente de cultura da
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microbiota vaginal de vacas e ovelhas. A partir deste estudo, foi observado que havia
uma maior diversidade de bactérias no ecossistema vaginal do que o conhecido e foi
ressaltada a importancia dos microrganismos mais abundantes dentro de cada
comunidade.

Somado a isso, com a tecnologia do SNG, se tornou possivel comparar a
microbiota vaginal dessas espécies com as comunidades de outras espécies, como
por exemplo humanos, primatas hdo humanos e pandas (YILDIRIM et al., 2014; YANG
et al.,, 2017; CHEN et al., 2018). Entéo, foi observado que a microbiota do sistema
reprodutivo de bovinos apresenta maior diversidade em comparag¢do com a microbiota
vaginal humana (QUEREDA et al., 2020).

Apesar da maioria dos dados sobre o microbioma vaginal publicados até o
momento serem derivados de mulheres, pesquisas promissoras tém sido feitas com
bovinos. Ainda nao foi definida uma microbiota padrdo, pois sabe-se que esta é
influenciada por varios fatores, contudo estudos atuais demonstram que os filos
bacterianos mais frequentemente detectados na vagina de bovinos leiteiros sao
Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2015;
NESENGANI et al., 2017; SRINIVASAN et al., 2021).

Quereda e colaboradores (2020) observaram que em vacas leiteiras os filos
Tenericutes (35,6%), Firmicutes (25,2%), e Bacteroidetes (14,9%) representaram
mais de 75% da microbiota vaginal total e os outros filos abundantes como
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Epsilonbacteraeota e Patescibacteria,
juntos aos citados acima representaram mais de 96% de bactérias. Ainda neste
estudo, Ureaplasma, Histophilus, f Corynebacteriaceae, Porphyromonas,
Mycoplasma, Ruminococcaceae UCG-005, foram os géneros ou familias mais
abundantes.

E importante considerar que as bactérias descritas como abundantes em vacas
higidas, como por exemplo Bacteroides (28,3%) e Enterobacteriaceae (17,8%),
podem ter sua abundéancia relativa alterada em disturbios reprodutivos (35,8% e
18,6%, respectivamente) (RODRIGUES et al.,, 2015). Assim, se faz necessario
entender a flutuagdo da microbiota vaginal conforme a influéncia do status sanitario e

status reprodutivo do animal.
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2.4.2 Microbiota e Hormonios

A flutuacdo da populacdo bacteriana vaginal é dependente dos horménios
esteroides circulantes (SRINIVASAN et al., 2021), e a abundancia bacteriana vaginal
de vacas e ovelhas difere de acordo com o estagio do ciclo estral (OTERO et al., 1999;
MANES et al.,, 2018). As fémeas bovinas tendem a apresentar uma microbiota
bacteriana menos abundante no periodo do ciclo que € caracterizado pela liberacéo
de progesterona, e 0 mesmo ocorrendo durante a gestacdo e apos o parto. Com o
retorno ao ciclo estral normal, a populacdo microbiana vaginal tende a voltar ao
equilibrio devido ao aumento da populacdo bacteriana (LAGUARDIA-NASCIMENTO
et al., 2015).

Foi observado que o aumento do filo Firmicutes na vagina se deve
principalmente a uma diminuicdo da concentracdo de progesterona. Em contraste, a
abundancia relativa do filo Proteobacteria foi associada ao aumento deste mesmo
hormoénio (AULT et al., 2019ab). Adicionalmente, a relacdo da progesterona com a
abundéncia de bactérias também explica o porqué durante o protocolo de
sincronizacgao, que é realizado antes da inseminacéao artificial em tempo fixo (IATF),
ha uma diminuicdo da diversidade bacteriana dentro do utero (AULT et al., 2019a).

Por outro lado, ha indicios de que o estrégeno diminui a viruléncia bacteriana e
aumenta as taxas de crescimento de bactérias comensais na comunidade, além de
estar altamente correlacionado com a alta diversidade bacteriana (LAGUARDIA-
NASCIMENTO et al., 2015). Apesar do baixo nivel de abundancia de Lactobacillus
spp. ao longo do ciclo estral, este foi encontrado em maior quantidade na fase folicular
(estro) comparada a fase latea (diestro) de fémeas bovinas (QUEREDA et al., 2020).
Estes dados corroboram com os estudos em humanos a qual foi relatado que o género
Lactobacillus aumenta sob a influéncia do estrogeno e ajuda a melhorar a concepcao
em mulheres (RODRIGUEZ et al. 2011). Neste contexto, foi constatado que vacas
primiparas apresentam menor diversidade bacteriana quando comparadas as
multiparas, devido ao tempo de exposicdo da vagina a bactérias e ao trauma
decorrente da passagem do bezerro durante o parto nas multiparas (HAFEZ, 2003;
OLSON et al., 1986).

Em mulheres foi descrito que o microbioma vaginal permanece mais estavel
durante a gravidez (SPEAR et al., 2014; ROMERO et al., 2014) pelo fato de haver um

amadurecimento no epitélio vaginal devido ao aumento dos niveis de estrégeno
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circulante, produzido pela placenta, e estabelecimento de um acumulo de glicogénio
(BOSKEY et al., 2001). Por sua vez, o glicogénio é decomposto pelo hospedeiro a-
amilase no epitélio vaginal para produzir produtos que apoiam a colonizacdo de
Lactobacillus spp., género este bem presente em mulheres gravidas.

No trato vaginal de vacas gestantes saudaveis foram identificados em maior
predominéncia os géneros Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp.,
Weissella spp., Enterobacteriaceae, E. coli e bacilos (WANG et al., 2013). Na espécie
bovina, o microbioma vaginal de fémeas gestantes tem sido descrito como diferente
daquelas ndo prenhes, visto que a diversidade da microbiota diminui
significativamente durante a fase IUtea, uma vez que o trato reprodutivo esta se
preparando para a gestacao (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2015; SRINIVASAN
et al., 2021).

2.4.3 Microbiota e Disturbios Reprodutivos

Em vacas, a conformacdo anatbmica do anus e da vagina faz com que
geralmente a vulva seja encontrada coberta de fezes, principalmente em fémeas que
possuem uma vulva horizontal que forma um angulo maior que 45 graus com o plano
vertical. Tal condicéo, possibilita ainda em fases iniciais da vida a colonizacéo do canal
vaginal por microrganismos do sistema digestorio (GAUTAM e NAKAO, 2009;
LAGUARDIA-NASCIMENTO et al, 2015).

Estudos identificaram bactérias pertencentes ao sistema gastrointestinal de
bovinos na microbiota vaginal (QUADROS et al., 2020) e ha muito se sabe que grande
parte dos distarbios reprodutivos sdo causados por microrganismos encontrados no
material fecal (DOHMEN et al., 1995). Desta forma, o conhecimento das interacdes
entre a microbiota intestinal e o trato reprodutivo é crucial para otimizar a reproducéo
em vacas leiteiras.

A microbiota que predispde disturbios reprodutivos pode ser causada pela
colonizagc&do de microrganismos que ndo fazem parte da comunidade vaginal normal
resultando em crescimento excessivo de uma bactéria patogénica, ou pelo aumento
da viruléncia de um organismo que ja é parte constituinte da microbiota vaginal normal.
Ou seja, as alteracbes na composicdo vaginal ndo implicam necessariamente em
doencas ou resultam em sinais clinicos, mas a patologia ocorre a partir da interacao

entre a viruléncia microbiana, a dominancia numérica e a resposta imune inata e
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adaptativa do hospedeiro (SMITH, 1934).

Evidéncias de estudos humanos indicam que a disbiose vaginal aumenta os
riscos de disturbios reprodutivos (SALAH et al., 2013; MOR et al., 2015; EASTMENT
e MCCLELLAND, 2018), enquanto a microbiota vaginal saudavel aumenta a
resisténcia a qualquer tipo de infeccdo, uma vez que esta contribui diretamente com
o sistema imunoldgico ao proteger a regido contra bactérias patogénicas e auxiliar na
regulacdo dos processos inflamatérios. E importante salientar que se houver uma
grande carga bacteriana patogénica na vagina, ela € capaz de contaminar o restante
do sistema reprodutor feminino de forma ascendente, podendo inclusive chegar ao
ovario e impactar negativamente o desenvolvimento folicular inibindo a resposta da
gonadotrofina (FRANASIAK et al., 2016; WANG et al., 2016).

Bactérias vaginais que ascendem ao Utero podem causar endometrite, visto
gue estas foram detectadas com maior frequéncia em animais com endometrite clinica
do que em animais sem endometrite (WANG et al., 2016). Neste sentido, a explicacéo
da ocorréncia de endometrite pos-parto em quase 90% de vacas (OTERO et al.,
2000), € a contaminagéo do trato reprodutivo por microrganismos encontrados nas
fezes das fémeas bovinas, dada a proximidade do reto com a vagina (WILLIAMS et
al., 2005; LEBLANC et al, 2011; LAGUARDIA-NASCIMENTO et al.,, 2015;
CLEMMONS et al., 2017). Desta forma, agentes infecciosos identificados na vagina
de vacas ja foram associados a infertilidade, placentite, aborto, parto prematuro e
nascimento de bezerros debilitados (OLSEN e TATUM, 2010; PRITTCHARD et al.,
2011).

Estudos que compararam a microbiota vaginal de vacas saudaveis e vacas com
endometrite por SNG observaram que nas fémeas saudaveis houve dominancia por
Lactobacillus sakei subsp. e Weissella koreensis, no entanto, ndo houve cepas
dominantes no grupo com endometrite (WANG et al., 2016). Além disso, filos como
Histophilus (RODRIGUES et al.,, 2015), Ureaplasma (QUEREDA te al., 2020)
Tenericutes e Acidobacteria (AULT et al., 2019b) foram descritos com maior
abundéancia em vacas que tiveram dificuldade para conceber ou em fémeas com
problemas reprodutivos. Somado a isso, a dominancia dos filos Bacteroidetes e
Fusobacteria foram observados na vagina de vacas com metrite (JEON et al., 2015;
JEON et al., 2018).

Miranda-CasoLuengo e colaboradores (2019), foram os primeiros a comparar

0 microbioma da vagina com o microbioma uterino dos mesmos bovinos da raca
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holandés preto e branco (HPB) e apesar da grande diferenca, foi verificado que existe
uma comunidade em comum nos dois 6rgaos. Esta similaridade ocorre principalmente
no periodo pdés-parto, justificado pela ruptura da compartimentacdo do sistema
reprodutivo durante o nascimento do bezerro resultando na disperséo e mistura da
microbiota das duas regides.

O desenvolvimento da endometrite pos-parto esta associado a uma
diferenciacdo retardada do microbioma vaginal e uterino no inicio deste periodo.
Ainda, foi constatado que as comunidades microbianas da vagina e do Utero séo
diferentes entre vacas saudaveis e vacas que desenvolvem endometrite pos-parto. O
crescimento bacteriano exagerado no Utero apds o parto é considerado normal, no
entanto as fémeas que ndo conseguem controlar estas bactérias dentro de 21 dias
apresentam a endometrite (MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019).

Bicalho e colaboradores (2017) investigaram a microbiota vaginal de vacas
leiteiras da raca HPB durante o periodo de transicéo (-7, 0, 3 e 7 dias do parto) e
descreveram, pela técnica de SNG, as diferencas na composicdo bacteriana e na
carga bacteriana total (CBT) relacionadas a doenca e fertilidade. A composi¢do da
microbiota e o CBT foram associados a fatores de risco peri parturientes conhecidos
de doencas uterinas e falha reprodutiva, parto assistido e membranas fetais retidas.
Alteracbes na microbiota vaginal, principalmente apés o parto, estdo associadas a
doencas uterinas em vacas HPB (GALVAO et al., 2018).

Assim como Wang e colaboradores (2016) que avaliaram e caracterizaram a
microbiota vaginal de vacas HPB pds-parto saudaveis em relacdo as vacas pos-parto
com endometrite, demostrando que houve diferenca significativa entre a comunidade
bacteriana vaginal dos dois grupos. Também sugeriram que a alteracdo da microbiota
vaginal normal pode contribuir para o inicio da endometrite e que a diversidade
bacteriana nessas fémeas foi significativamente maior do que em vacas saudaveis,
uma vez que a estrutura da comunidade microbiana governada por bactérias
dominantes foi interrompida e o0 numero de bactérias patogénicas aumentou.

Os patogenos mais comuns associados a endometrite sdo Escherichia coli,
Trueperella pyogenes, Prevotella melaninogenicus e Fusobacterium necrophorum
(WILLIAMS et al., 2007), sendo a E. coli a mais prevalente em vacas com metrite
durante a primeira semana pos-parto (MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019). Ainda,
bactérias constituintes das familias Porphyromonadaceae, Fusobacteriaceae e

Leptotrichiaceae foram associadas a doenca uterina, em um estudo que acompanhou
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as vacas do parto ao pos-parto, mostrando também que logo na primeira avaliacéo
anterior ao parto, as bactérias sinalizadoras de endometrite ja estavam presentes
(KNUDSEN et al., 2016).

Corroborando com os resultados acima, Wang e colaboradores (2018),
descreveram o filo Firmicutes como predominante no colo do Utero de vacas leiteiras.
A diversidade bacteriana cervical diminuiu em vacas com metrite e 0s géneros
predominantes de bactérias foram Porphyromonas e Fusobacterium.

Portanto, ao considerar a microbiota do trato genital é possivel ampliar a
compreensao das falhas reprodutivas, pois uma pequena alteracao na composicéo da
comunidade bacteriana pode modificar o equilibrio de agentes comensais e predispor
a uma infeccao patogénica (RODRIGUES et al., 2015). N&o obstante, outra vertente
do estudo da microbiota € identificar as comunidades saudaveis com o intuito de

incrementar a eficiéncia reprodutiva.
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3 HIPOTESE

ARTIGO A

Hipotese: A tecnologia PacBio permite uma andalise mais precisa da microbiota
vaginal de bovinos leiteiros e apresenta correlacdo forte com os
resultados de sequenciamento do lllumina.

ARTIGO B

Hipotese: A microbiota vaginal no momento da inseminacgéo artificial difere
conforme posterior estado gestacional.
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar a microbiota vaginal de vacas leiteiras por

sequenciamento de DNA de nova geracgao e relacionar com aspectos reprodutivos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

ARTIGO A: Caracterizar a microbiota vaginal de vacas leiteiras por meio do
sequenciamento de leituras longas de DNA (PacBio sequencing) e comparar os dados
com a técnica de leituras curtas (lllumina sequencing).

ARTIGO B: Investigar a microbiota vaginal até nivel de espécie, de vacas
leiteiras de alta producédo que se tornaram gestantes ou ndo apdés a inseminacao
artificial, para estabelecer possiveis associacdes entre comunidades bacterianas e o
status gestacional.



A W DN P

53

5 ARTIGO A - INVESTIGACAO DA MICROBIOTA VAGINAL DE VACAS
LEITEIRAS COM IDENTIFICACAO EM NIVEL DE ESPECIE E COMPARACAO
ENTRE OS METODOS DE SEQUENCIAMENTO GENETICO DE LEITURAS
CURTAS (ILLUMINA) E LONGAS (PACBIO)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a microbiota vaginal de vacas leiteiras
por meio do sequenciamento de leituras longas de DNA (PacBio sequencing) e
comparar os dados com a técnica de leituras curtas (lllumina sequencing). Para isso,
foram coletados swabs vaginais de vacas da raca Holandés Preto e Branco (HPB, n
= 13), fémeas multiparas (5 + 1,3 anos). O sequenciamento de nova geracdo (SNG)
da regido V4 do gene 16S rRNA pela plataforma lllumina e PacBio. Os dados da
sequéncia foram processados no software Mothur (lllumina), e pelo software DADA2
e SBanalyzer 2.4 (PacBio). As andlises estatisticas comparando as medias dos filos
encontrados nas diferentes plataformas (PacBio e lllumina) e a correlacdo entre os
indices (Chao, Simpson, Shannon) foram feitas pelo software Minitab 18 (p < 0,05).
Foi possivel a obtencdo de 366.509 leituras da microbiota vaginal pela plataforma
PacBio, obtendo 27 filos, 677 géneros e 677 espécies identificadas. Cerca de 51% da
microbiota vaginal foi representada por cinco espécies, sendo elas a UCG-
005 _unclassified, UCG-010_ge_unclassified, Ureaplasma unclassified,
Rikenellaceae RC9 gut group_unclassified e  Bacteroides unclassified. Em
contrapartida, pela plataforma lllumina foram identificados 28 filos e 662 géneros, com
631.586 leituras. A heterogeneidade da composicdo da comunidade entre individuos
foi confirmada. Ao comparar as médias das duas tecnologias para os principais filos,
0 Unico que mostrou grande variacdo (p<0,0001) foi um conjunto de bactérias sem
identificacdo, sendo estas denominadas ‘Bactéria ndo classificada’, a qual foi
observada em maior quantidade no Illumina. N&o foi possivel comparar diretamente
0s géneros sequenciados pelo PacBio com o lllumina uma vez que as bactérias mais
abundantes ndo apresentaram semelhancas. A alfa diversidade demonstrou uma forte
correlacdo (r= 0,758) entre o nimero de espécies e géneros entre as diferentes
técnicas, sendo significativa (p=0,003). Além disso, ao comparar a tecnologia PacBio
com lllumina, foi constatado que o sequenciamento de leituras longas do gene 16S
rRNA oferece resultados semelhantes e até mais precisos do que as plataformas
padrao de sequenciamento de leitura curta.

Palavras-Chave: Bactérias, bovinos HPB, lllumina, PacBio, Vagina.
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ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the vaginal microbiota
of dairy cows by sequencing long DNA reads (PacBio sequencing) and to compare the
data with the short reads technique (lllumina sequencing). For this purpose, vaginal
swabs were collected from cows of the Holstein Black and White breed (HPB, n = 13),
multiparous females (5 £ 1.3 years). Next-generation sequencing (NGS) of the V4
region of the 16S rRNA gene by lllumina and PacBio platform. Sequence data were
processed in the Mothur software (lllumina), and by the DADA2 and SBanalyzer 2.4
software (PacBio). Statistical analyzes comparing the means of the phyla found on
different platforms (PacBio and lIllumina) and the correlation between the indices
(Chao, Simpson, Shannon) were performed using Minitab 18 software (p < 0.05). It
was possible to obtain 366,509 readings of the vaginal microbiota by the PacBio
platform, obtaining 27 phyla, 677 genera and 677 identified species. About 51% of the
vaginal microbiota was represented by five species, namely UCG-005_unclassified,
UCG-010_ge_unclassified, Ureaplasma unclassified,
Rikenellaceae_ RC9 gut_group_unclassified and Bacteroides_unclassified. In
contrast, the Illlumina platform identified 28 phyla and 662 genera, with 631,586
readings. The heterogeneity of community composition among individuals was
confirmed. When comparing the means of the two technologies for the main phyla, the
only one that showed great variation (p<0.0001) was a set of unidentified bacteria,
these being called 'Unclassified bacteria’, which were observed in greater quantity in
the Illumina. It was not possible to directly compare the genera sequenced by PacBio
with lllumina since the most abundant bacteria did not show similarities. Alpha diversity
showed a strong correlation (r= 0.758) between the number of species and genera
between the different techniques, being significant (p=0.003). Furthermore, when
comparing PacBio technology with lllumina, it was found that sequencing of 16S rRNA
gene long reads offers similar and even more accurate results than standard short read
sequencing platforms.

Keywords: Bacteria, Holstein, lllumina, PacBio, Vagina.
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INTRODUCAO

A microbiota vaginal tem demonstrado relevancia no ambito da reproducéo de
bovinos, pois alteracdes em sua composi¢cao podem influenciar a fertilidade (GREEN;
ZAREK; CATHERINO, 2015). Embora vérios distlrbios reprodutivos comuns em
animais envolvam doencas bacterianas, a caracterizacdo da microbiota vaginal
saudavel de bovinos ainda esta em processo de estudo.

E importante considerar que o rastreamento das comunidades bacterianas
especificas, ao nivel de espécie, permite auxiliar na identificacdo de perfis de doencas
gue podem ser utilizados como biomarcadores ou ferramentas de diagnéstico para
previsao e prevencdo de doencas influenciadas por esse desequilibrio (PUTIGNANI
etal., 2016). Ainda, identificar as espécies bacterianas € extremamente relevante, pois
0 mesmo género de bactérias pode conter tanto espécies patogénicas quanto
benéficas ao hospedeiro.

Na espécie humana, sabe-se que mulheres inférteis possuem uma microbiota
diferente de mulheres férteis (MORENO e SIMON, 2019; WEE et al., 2018; YOUNES
et al., 2018). Kyono e colaboradores (2018) afirmaram que um alto teor de
Lactobacillus spp. pode ser capaz de melhorar a taxa de implantacéo, principalmente
em mulheres submetidas a fecundacéo, e o restabelecimento da eubiose vaginal para
potencializar a reproducao (ABASSI et al., 2020).

Ainda néo foi definido uma microbiota vaginal padréo para bovinos, pois sabe-
se que esta é influenciada por varios fatores, contudo alguns estudos demonstram
que os filos bacterianos mais frequentemente detectados na vagina de bovinos
leiteiros sé&o Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria (LAGUARDIA-NASCIMENTO
et al., 2015; NESENGANI et al., 2017; SRINIVASAN et al., 2021), assim como 0s
géneros Ureaplasma, Histophilus, Corynebacteriaceae, Porphyromonas, Mycoplasma
e Ruminococcaceae UCG-005 (QUEREDA et al., 2020).

O sequenciamento de nova geracéo (SNG) permite identificar e quantificar os
microrganismos de forma precisa e rapida, bem como, avaliar as dinamicas
bacterianas e suas interacdes com o ambiente (CONSORTIUM, 2012). A anélise é
realizada pela determinacéo da sequéncia de DNA ou RNA sendo capaz de processar
grandes quantidades de dados pelo uso de softwares especializados, na area da
bioinformética. Somado a isso, essa tecnologia levou a um aumento no numero e
diversidade de genes e genomas sequenciados (GOODWIN et al., 2016; MARTINEZ-



© 00 N O O &~ W N P

W W W W W NN N NN DN N DN NN DNDMDN P P P PP PP PP
A W N P O ©O 0 N O O A WO N P O O 0O N O OFh b O N —» O

56

PORCHAS et al., 2016), adquirindo fundamental importancia para aquelas espécies
bacterianas que ainda ndo foram descritas (ECKBURG, 2005).

A tecnologia lllumina é responséavel por gerar mais de 90% dos dados de
sequenciamento conhecidos e tem sido considerada padrdo devido a alta
confiabilidade (ILLUMINA, 2017). Esta tecnologia minimiza o tempo e o custo do
sequenciamento por realizar leituras curtas do genoma (75-250 pares de bases por vez)
considerando apenas porcdes menores e especificas do gene 16S rRNA (regides
hipervariaveis). Por outro lado, as plataformas SNG que utilizam sequéncias de leituras
curtas tem baixa sensibilidade e especificidade taxonébmica comparada a tecnologias
gue sequenciam o comprimento total do gene 16S e sdo incapazes de fornecer
identificac@o precisa ao nivel de género ou espécie (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2016).

As plataformas de SNG de leitura longas tem contribuido para o estudo da
diversidade microbiana por uma perspectiva mais profunda (HE et al., 2020) e avaliar a
concordancia entre os resultados de ambas as tecnologias séo de extrema relevancia.
Mesmo que o uso de leituras curtas ainda seja considerado a estratégia mais viavel
economicamente € necessaria a compreensao da quantidade de informacdes que
podem ser subestimadas ao utilizar esta tecnologia (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2016;
QUAN et al., 2019; OBERLE et al., 2021).

A plataforma PacBio (Pacific Biosciences) € uma tecnologia que produz leituras
de alta fidelidade de genes 16S rRNA completos (1500 pb), melhorando a sensibilidade
e especificidade do perfil taxondmico, além de reduzir o risco de falsos positivos (LI et
al., 2018; HE et al.,, 2020). Somado a isso, 0 sequenciamento de leitura longa é
potencialmente favoravel na reducdo do risco de contaminacdo para perfis
metagendmicos de amostras de baixa biomassa microbiana. Até o presente momento,
nenhum estudo caracterizando a microbiota vaginal de vacas leiteiras utilizou a
tecnologia PacBio, investigando dessa forma, taxonomia até nivel de espécie.

Este trabalho tem como objetivo comparar a caracterizagdo da microbiota
vaginal de bovinos leiteiros por meio do sequenciamento de leituras longas de DNA
(PacBio sequencing) e comparar os dados com a técnica de leituras curtas (lllumina

seqguencing).

MATERIAL E METODOS

Declaragcdo Comité de Etica
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Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
Institucional (CEUA) da Universidade de Londrina (UEL) sob o nimero de protocolo
10878.2019.88, datado de 6 de agosto de 2019.

Animais

Para o experimento foram utilizadas vacas da raca Holandés Preto e Branco
(HPB; n=13), com média de 5 £ 1,3 anos, de uma propriedade leiteira (24° 47' 32" Sul,
50° 0' 42" Oeste). As vacas selecionadas eram de alta producéo leiteira (média diaria
de 42,2 + 10,09 litros de leite), multiparas, e ndo foram submetidas a protocolo
hormonais para sincronizacdo e inducdo de ovulacdo. Os animais apresentavam
histérico reprodutivo isento de qualquer anomalia e ndo foram submetidos a
administracao de antibiéticos. Em relagdo ao manejo, as vacas eram ordenhadas duas
vezes ao dia e submetidas a sistema de semiconfinamento. Os animais ficavam parte
do dia em piguetes com pastagem de Azavém (Lolium multiflorum) e apos cada
ordenha recebiam dieta no cocho com base em concentrado comercial (16% proteina
bruta) e silagem de milho.

Manejo reprodutivo

A deteccéo do estro foi realizada por meio do colar de monitoramento (Empresa
Allflex, Livestock Intelligence ™). Esse sistema consiste em um equipamento acoplado
a um colar colocado no pescoc¢o do animal que capta os sinais de atividade, ruminacao
e movimentos respiratérios, enviando os dados automaticamente a um software. No
dia do estro, as vacas foram inseminadas, seguindo o manejo reprodutivo adotado na
fazenda. O diagnostico de gestacao foi realizado 30 dias ap0s a inseminagao por meio
de ultrassonografia com sonda linear retal 5 MHz (aparelho Kaixin modelo KX5200).
As vacas permaneceram durante todo o experimento em conjunto com o restante do
rebanho, ndo sendo adotadas alteracdes no manejo reprodutivo, sanitario, alimentar

e zootécnico.

Colheita de amostras e extracdao do DNA

A amostra vaginal de cada vaca foi coletada por meio de um swab estéril,
introduzido na porcao caudal da vagina. Para evitar qualquer tipo de contaminacéo,
foi realizada a limpeza da regido perineal com toalha de papel descartavel, embebida

em alcool 70%. Utilizando luvas limpas, os labios vulvares foram abertos e o swab
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introduzido realizando 15 movimentos circulatérios na mucosa vaginal.
Posteriormente, com o auxilio de uma tesoura estéril a haste do swab foi cortada e a
ponta colocada em um microtubo estéril. As amostras foram coletadas em duplicatas
e colocadas imediatamente em um botijao de nitrogénio liquido para o transporte até
o laboratério de Biotecnologia da Reproducdo Animal da Universidade Estadual de
Londrina (REPROA) localizado na Universidade Estadual de Londrina — PR (Brazil),

onde foi realizada a extragdo de DNA. Para a extracdo do DNA foi utilizado kit
comercial PowerSoil® (QIAGEN), seguindo as especificagbes do fabricante, em

seguida, armazenadas a -20C até o envio para 0 sequenciamento.

Amplificacdo de DNA por PCR

llumina

A regido V4 do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada por PCR para o
sequenciamento  pelo  Illumina utiizando o primer iniciador 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e reverso 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT).

PacBio

As sequéncias do gene 16S rRNA bacteriano de comprimento total foram
amplificadas por PCR com o0s seguintes primers: adaptador (5-
GGTTATGCGGTTCACTGC-3), iniciador (5-AGRRTTYGATYHTDGYTYAG-3) e
reverso (1492r. 5-TASVGHTACCTTGTTACCGACTT-3). Todos os barcodes foram
selecionados da lista de 384 barcodes recomendados pela Pacific Biosciences

(PacBio) (https://www.pacb.com/products-and-services/analytical-

software/multiplexing/). Mais informacbes sobre a metodologia utilizada estédo
abordadas no GRAF et al. (2021).

Sequenciamento de Nova Geracéao
O sequenciamento de nova geracdo (SNG) foi realizado por meio de duas
metodologias diferentes, a primeira utilizando leituras curtas (lllumina) e a segunda

mais especifica utilizando leituras longas (PacBio).

llumina

Primeiramente, as 13 amostras foram sequenciadas pela plataforma lllumina


https://www.pacb.com/products-and-services/analytical-software/multiplexing/
https://www.pacb.com/products-and-services/analytical-software/multiplexing/
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MiSeq, usando o kit de reagentes V2 para 500 pares de base (2 x 250 ciclos) no
Genome Québec Innovation Center, na Universidade de McGill, localizada em

Montreal, na provincia de Quebec, Canada.

PacBio

Bibliotecas de amplicons foram criadas usando o SMRTbell express template
prep kit 2.0 (numero de catdlogo 100-938-900; PacBio) conforme as instru¢cbes do
fabricante. A biblioteca foi sequenciada em um sistema Sequel 2 (Pacific Biosciences)
na Universidade de Delaware, Centro de Genotipagem e Sequenciamento do Instituto

de Biotecnologia de Delaware, Newark, DE, Estados Unidos.

Bioinformaética

llumina

As andlises de bioinformatica foram realizadas no Département de
biomédecine vétérinaire, FMV, da Universidade de Montreal. Os dados das
sequéncias foram processados no software Mothur v.1.41.3, (SCHLOSS et al.,2009)
seguindo o Procedimento Operacional Padrao (KOZICH et al., 2013). As sequéncias
de baixa qualidade foram excluidas e as leituras de boa qualidade alinhadas com um
genoma de referéncia (QUAST et al., 2013). As leituras com 95% de similaridade
foram agrupadas em unidades taxonémicas operacionais (OTU) e classificadas de
acordo com o banco de dados Ribossomal Database Project (RDP) (COLE et
al.,2009).

O numero total de filos e géneros observados foi caracterizado pela alfa
diversidade pelo indice de Chao (estimador de rigueza, ou seja, nimero de espécies
diferentes), pelo indice de Simpson (indicador de diversidade, ou seja, 0 niumero de
espécies diferente e a distribuicdo de cada uma) e pelo indice de Shannon (indicador
de igualdade). A beta diversidade para a comparacao entre as comunidades, utilizou
o indice de Jaccard considerando a composi¢cdo da comunidade e o indice de Bray-

Curtis avaliando a distribuicdo de cada grupo bacteriano.

PacBio
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As reads selecionadas de cada amostra foram ajustadas por primer e filtradas
para reads de comprimento de 1.500 pb. As sequéncias dentro desta faixa de
comprimento foram entdo desreplicadas. O software DADA2 (CALLAHAN et al., 2016)
foi utilizado para a deteccéo de erros de sequenciamento e para o agrupamento das
leituras em inferéncia variantes de sequéncia de amplicon (ASVs). Atribuicdo
taxondmica de leituras. SBanalyzer 2.4 (Shoreline Biome) foi usado para mapear
leituras de consenso circular (ccs) para o banco de dados Athena e atribuir
identificacdo taxondmica a todas as leituras (GRAF et al., 2021). O banco de dados
Athena é uma parte integrada do pipeline SBanalyzer que contém sequéncias 16S-
23S contiguas. O banco de dados Athena foi criado a partir de dados genémicos
bacterianos baixados do RefSeq em 21 de maio de 2019. Um total de 5.551 genomas
de "referéncia" e "representativos" com 13.634 outros genomas montados nos niveis
"completo” e "cromossémico" foram baixados, para um total de 19.185 genomas
(GRAF et al., 2021).

Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas principalmente pelo software Minitab
18. Os dados foram expressos em média = DP, a menos que indicado de outra forma.
A analise de variancia com o teste Tukey com 95% de intervalo de confianc¢a foi usado
para comparar as médias dos filos encontrados nas diferentes plataformas (PacBio e
lllumina). Ainda, foi realizado a correlacdo entre os indices (Chao, Simpson, Shannon)
relacionando as duas metodologias (PacBio, Illumina) pelo teste de Spearman (p <
0,05).
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RESULTADOS

Foi realizada, pela plataforma PacBio, a leitura de 366.509 sequéncias do gene
16S rRNA completo obtidas da microbiota vaginal de 13 vacas HPB de alta producéao,
correspondendo a 27 filos, 677 géneros e 677 espécies identificados. Um fato
consideravel € que nenhuma espécie foi classificada pelos bancos de dados, sendo
apresentadas com o nome do género e o sufixo ‘unclassified’.

As 15 espécies de bactérias mais abundantes foram demonstradas na Figura
1, assim como a classificacdo taxondmica das mesmas foi apresentada na Tabela 1.
Cerca de 51% da microbiota vaginal foi representada por cinco espécies, sendo elas
a UCG-005_unclassified, UCG-010_ge_unclassified, Ureaplasma_unclassified,

Rikenellaceae_ RC9 gut_group_unclassified, Bacteroides_unclassified.
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M Prevotellaceae_UCG-003_unclassified

2 Figura 1- Abundancia relativa das 15 espécies de bactérias predominantes na

3 microbiota vaginal de vacas HPB, identificadas pela plataforma PacBio.
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1 Tabela 1 — Taxonomia das 15 espécies de bactérias mais abundantes na microbiota vaginal de vacas leiteiras da alta producéo

2 identificadas pela plataforma PacBio.

3
Distribuicdo Espécie Género Familia Filo
1 UCG-005_unclassified UCG-005 Oscillospiraceae Firmicutes
2 UCG-010_ge_unclassified UCG-010_ge UCG-010 Firmicutes
3 Ureaplasma_unclassified Ureaplasma Mycoplasmataceae Firmicutes
4 Rikenellaceae RC9 gut_group_unclassified Rikenellaceae  RC9 gut group Rikenellaceae Bacteroidota
5 Bacteroides_unclassified Bacteroides Bacteroidaceae Bacteroidota
6 Cutibacterium_unclassified Cutibacterium Propionibacteriaceae Actinobacteriota
7 Histophilus_unclassified Histophilus Pasteurellaceae Proteobacteria
8 Oscillospirales_ge_unclassified Oscillospirales_ge Oscillospirales_fa Firmicutes
9 Alistipes_unclassified Alistipes Rikenellaceae Bacteroidota
Christensenellaceae_R-

10 7_group_unclassified Christensenellaceae_R-7_group Christensenellaceae Firmicutes
11 Bacteroidales RF16 _group_ge unclassified Bacteroidales RF16 group ge Bacteroidales RF16 group Bacteroidota
12 Romboutsia_unclassified Romboutsia Peptostreptococcaceae Firmicutes
13 uncultured_unclassified uncultured Peptostreptococcaceae Firmicutes
14 Prevotellaceae_ UCG-003_unclassified Prevotellaceae_ UCG-003 Prevotellaceae Bacteroidota
15 Lachnospiraceae unclassified Lachnospiraceae _unclassified Lachnospiraceae Firmicutes

4
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Pela plataforma Illlumina foram identificados 28 filos e 662 géneros, analisando
a fracdo V4 do gene 16S rRNA com 631.586 leituras e utilizando uma sub amostragem
de 10.415 leituras.

A diferenca entre as plataformas corresponde principalmente ao comprimento
de leitura, a qual o sequenciamento por PacBio realizou leituras longas da totalidade
do gene 16S rRNA e o lllumina leituras curtas de uma fracédo (V4) do gene. Foram
observados um total de 17 filos (Figura 2) e 294 géneros em comum entre as
metodologias como demonstrado nos diagramas de Venn (Figura 3). Foi observada
similaridade entre os dados encontrados, principalmente a nivel de Filo, no qual os
cinco mais abundantes foram Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria e o filo denominado Bactérias néo classificadas, as quais nao foram
identificados os genes dos mesmos nos bancos de dados, todos apresentados na
Figura 4. Ao comparar as médias das duas tecnologias para os principais filos, o Unico
gue mostrou grande variacdo (p<0,0001) foi um conjunto de bactérias que nao
conseguiram ser conhecidas, denominadas Bactérias ndo classificadas, as quais

foram observadas em maior quantidade no lllumina (Tabela 2).
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Figura 2 — Diagrama de Venn representando namero de filos Gnicos e compartilhados
entre as tecnologias de SNG PacBio e lllumina.
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Hlumina
Género
662

2 Figura 3 — Diagrama de Venn representando numero de géneros unicos e

3 compartilhados entre as tecnologias de SNG PacBio e Illumina.
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Figura 4 — Abundancia relativa comparando os cinco filos de bactérias predominantes
identificadas na microbiota vaginal vacas HPB, pela plataforma PacBio e lllumina.
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Tabela 2- Comparacédo das médias dos cinco filos mais abundantes encontrados na
vagina de vacas leiteiras pelas plataformas PacBio e Illumina.

Taxon Média PacBio Média lllumina p valor
Firmicutes 58% 50% 0,097
Bacteroidetes 32% 26% 0,196
Actinobacteria 4% 3% 0,706
Proteobacteria 4% 10% 0,177
Bactérias ndo classificadas 0,01% 8% 0,000

Diferenca significativa com 95% de intervalo de confianca (p < 0,05)

N&o foi possivel comparar diretamente 0os géneros sequenciados pelo PacBio
(Figura 5) com o lllumina (Figura 6) uma vez que as bactérias mais abundantes
identificadas eram diferentes.
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Figura 5 — Abundancia relativa dos 15 géneros mais predominantes presentes na
microbiota vaginal de vacas leiteiras identificadas pela plataforma PacBio.
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Figura 6 — Abundancia relativa dos 15 géneros mais predominantes presentes na
microbiota vaginal de vacas leiteiras identificadas pela plataforma lllumina.
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Ainda, foi calculada a porcentagem de taxons nao classificados em cada
metodologia (Tabela 3), sendo constatada a diferenca de 3,8% a mais de filos ndo

classificados no PacBio e 10,2% a mais de géneros néo classificados no Illumina.

Tabela 3 — Porcentagem de taxons nao classificadas pelas plataformas PacBio e

lllumina
Téxons PacBio [llumina
Filo 7,4% 3,6%
Género 17,8% 28%
Espécie 100% -

A alfa diversidade foi calculada pelos indices de Chao, Simpson e Shannon
para cada uma das metodologias (Tabela 4 — PacBio e Tabela 5 - Illumina). Na
sequéncia foi realizada a correlacao (Tabela 6) entre os indices da alfa diversidade
(Chao, Simpson, Shannon) das duas técnicas (PacBio, lllumina), assim como a
determinacdo da média e desvio padrdo entre elas pelo teste de igualdade de
variancia (Tabela 7). Os resultados demonstraram que ha uma forte correlacédo (r=
0,758) entre o numero de espécies e géneros entre as diferentes técnicas, sendo
significativa (p=0,003). Contudo, os demais indices ndo apresentaram significAncia,

portanto a correlagéo nao € considerada.



1
2
3

72

Tabela 4 — indice de alfa diversidade calculado por animal para a metodologia do

PacBio
Animal NUumero de espécies Chao Simpson Shannon
1001 776 971,71 1,00 8,53
1021 862 920,65 0,83 5,32
1039 712 874,90 0,99 8,50
1052 778 973,06 1,00 8,59
1098 1152 1257,94 0,99 8,89
1117 1153 1184,20 1,00 9,69
856 759 900,38 1,00 8,60
882 736 1012,50 1,00 8,62
897 819 1072,31 0,99 8,31
941 1137 1208,66 0,93 7,58
944 1013 1065,03 0,89 5,91
947 680 867,21 0,99 8,28
994 1097 1194,06 1,00 9,20
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Tabela 5 — indice de alfa diversidade calculado por animal para a metodologia do

lllumina
Animal Numero de géneros Chao Inverso de Simpson Shannon
1001 95 119,060264 9,528802 2,716953
1021 166 185,346634 10,695559 3,201756
1039 108 145,001194 9,891545 2,731699
1052 89 118,379846 8,210914 2,643996
1098 131 158,74683 9,521771 2,918303
1117 145 164,745433 13,306212 3,283636
856 80 104,901039 8,414748 2,539432
882 91 120,367197 8,662944 2,622906
897 122 163,118413 12,315604 2,954706
941 139 158,30213 15,832739 3,410498
944 147 170,554711 4,189776 2,637484
947 69 79,162487 10,448874 2,71245
994 112 138,252566 10,725196 2,968934

Tabela 6 - Correlagéo e valor de p (<0,005) dos indices de alfa diversidade presentes
na microbiota vaginal de vacas leiteiras comparando as técnicas de sequenciamento
PacBio e lllumina.

Espécie PacBio x Género lllumina Chao Simpson Shannon
r 0,758 0,462 -0,033 -0,038
p valor 0,003 0,112 0,915 0,901

Diferenca significativa com 95% de intervalo de confianca (p < 0,05)
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Tabela 7 - Médias, Desvio Padrao e p-valor (<0,05; teste igualdade de variancia) dos
indices de alfa diversidade presentes na microbiota vaginal de vacas leiteiras
comparando as técnicas de sequenciamento PacBio e lllumina.

Metodologia N Bactérias Chao Simpson Shannon

Pac Bio (Espécie) 898 (183,5) 1038,7 (136,3) 0,9690 (0,0529) 8,157 (1,234)

lllumina (Género) 114,84 (29,74) 140,46 (30,38) 10,134 (2,784) 12,8725 (0,2792)

p valor 0,001 0,000 0,000 0,000
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Diferenca significativa com 95% de intervalo de confianca (p < 0,05)

Houve variacao significativa nos valores da média e desvio padrdo da alfa
diversidade da microbiota vaginal das vacas leiteiras nas diferentes técnicas de
sequenciamento em comparacao com valores analisados pelo teste de igualdade de

variancia (p < 0,05).

DISCUSSAO

No presente estudo foi observado concordancia entre as duas tecnologias ao
nivel de filo, obtendo abundéancias relativas semelhantes, exceto no filo denominado
Bactérias ndo classificadas a qual foi identificada em maior abundancia no lllumina
(p=0,000). Estes resultados foram reforcados pelo teste estatistico realizado com as
médias nas principais cepas (p = 0,005) e pela analise da alfa diversidade. Esta ultima
permitiu de forma inédita demonstrar uma forte correlacdo (r= 0,758) entre 0 nimero
de espécies e géneros observados nas diferentes metodologias, demostrando que
ambas tém capacidade de reconhecer a diversidade bacteriana da amostra.

Contudo, foi observado que o PacBio conseguiu identificar com melhor precisao
as bactérias em niveis taxondmicos mais baixos, como ao nivel de género, enquanto
o lllumina alcangou bons resultados até ao nivel de familia, visto que foram
observados mais géneros nao classificados na técnica com leituras curtas. Esta
informacéo pode ser demonstrada no exemplo dos géneros UCG-005 e UCG-010_ge,
identificados como os primeiros mais abundantes no PacBio. Eles pertencem a ordem
Oscillospirales, a mesma da familia Ruminococcaceae que no Illumina foi observado
0 género Ruminococcaceae_unclassified, segundo mais abundante (Figura 7).

Semelhantes a esta mencéo, diversos outros géneros que foram classificados pela
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analise do PacBio, ndo conseguiram ser classificados pelo lllumina.

Baseado nessas informagdes, constatou-se que sequenciamentos com genes
completos realmente sdo capazes de alcancar maior resolugcdo na analise, mesmo
concordando em categorias taxondmicas superiores, como familia, ordem, classe e
filo. Estes dados divergem de outros estudos que compararam sequenciamento de
leitura curta (Illumina) com leituras longas (nanopore) e afirmaram concordancia total
entre as técnicas sem mencionar nivel taxonédmico (OBERLE et al., 2021).

Visto que o sequenciamento do gene 16S rRNA completo se faz mais oneroso
pela técnica avancada e precisa, levanta-se o questionamento se ha alguma vantagem
em realizar o PacBio. A medida que o tempo passa, ha uma tendéncia de reduc&o nos
custos e na complexidade da técnica, sendo provavel que métodos como o PacBio se
tornem mais comum nos préximos anos, justificando a necessidade de comparar as
técnicas (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2016; OBERLE et al., 2021). Além disso, ha a
estratégia de utilizar as duas metodologias de sequenciamento como
complementares, pois o baixo custo do Illumina e resultados mais facilmente
disponiveis sao Uteis, por exemplo, para testar a estabilidade de uma comunidade ao
longo do tempo ou como um teste de triagem, para entdo selecionar apenas amostras
gue necessitem de uma analise mais aprofundada com o PacBio.

Ainda, o presente estudo foi um dos primeiros que buscou relatar as espécies
bacterianas presentes na microbiota vaginal de vacas HPB com alta producdo leiteira.
Apesar deste entendimento mais profundo das populagdes bacterianas ser essencial,
nao foi possivel explorar a fundo esta analise uma vez que as leituras ndo permitiram
ser classificadas em nivel de espécie. Este fato pode ter ocorrido pelos genes
identificados pertencerem a espécies ainda ndo conhecidas ou, a incapacidade de os
bancos de dados utilizados fornecerem essa informagéo, principalmente aquelas
obtidas de forma mais aprofundada com a tecnologia PacBio.

Essas bactérias nado classificadas demostram que seus genes sequenciados ja
haviam sido encontrados em outros estudos ou tratam-se de cepas que podem diferir
em apenas algumas bases, porém ainda né&o foi realizada a cultura ou o registro das
mesmas nos bancos de dados (CALLAHAN et al., 2019; GRAF et al., 2021). E possivel
conhecer a origem, como por exemplo, familia ou até mesmo o género, ainda assim
nao é capaz de se inteirar da sua funcdo. Encontrando o material genético da bactéria
nao classificada, desperta a necessidade e importancia de conhecer este novo taxon.

Neste contexto, foi observado heterogeneidade entre as comunidades
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bacterianas vaginais, provavelmente influenciadas por fatores intrinsecos e
extrinsecos ao hospedeiro. Contudo, pouco se sabe a respeito de cepas benéficas ao
trato reprodutivo e suas respectivas func¢des envolvendo a fertilidade.

As cinco espécies identificadas de forma mais abundantes entre as treze
fémeas HPB foram UCG-005_unclassified, UCG-010_ge_unclassified,
Ureaplasma_unclassified, Rikenellaceae_ RC9_gut_group_unclassified e
Bacteroides_unclassified. A espécie UCG-005_unclassified, considerada a mais
abundante em toda comunidade bacteriana identificada neste trabalho, pertence ao
género UCG-005, familia Oscillospiraceae, e portanto, ao filo Firmicutes, sendo este
altimo descrito como o mais abundante em bovinos leiteiros em diversos artigos
(LAGUARDIA-NASCIMENTO et al. 2015; NESENGANI et al. 2017; QUEREDA et al
2020; SRINIVASAN et al., 2021). O género UCG-005 também foi retratado no artigo
de Quereda e colaboradores (2020) como um dos mais abundantes.

A espécie Ureaplasma_unclassified, pertence ao género Ureaplasma, que por
sua vez ja foi descrito no trato reprodutivo de bovinos, seja pelo método de cultura
(MULIRA et al., 1992) ou SNG (DIAZ et al., 2019; QUADROS et al., 2020). Ela é
comumente isolada em amostras de mucosa cervicovaginal de fémeas saudaveis,
contudo, tem sido associada a disturbios reprodutivos em outros estudos (RUHNKE
et al., 1978; DIAZ et al., 2019). Esta também foi relatada em grande abundancia na
microbiota uterina de vacas que nao ficaram gestantes apds 200 dias de lactacao
(MACHADO et al., 2012).

A Ureaplasma_unclassified foi observada em uma abundéancia desproporcional
na fémea 1021, sendo esta uma vaca que nao era considerada repetidora de cio e
nao apresentava histérico de doencas reprodutivas, expondo assim a necessidade de
mais estudos focados nesse taxon. Ainda, uma explicacdo a esse respeito seria a
necessidade dessa bactéria estar em interagdo com outros patdogenos para ser
patogénica, como relatado por Thomas e colaboradores (2002). Eles afirmaram que a
Ureaplasma diversum em combinacao com espécies de Pasteurella e / ou Manheimia
causaram lesdes pulmonares em bezerros, resultando na pneumonia. A espécie
Bacteroides_unclassified tem como género Bacteroides, mencionadas em outros
artigos como bactérias que podem ser utilizadas para prever o potencial reprodutivo
de bovinos (FAIR, 2015).

Demais estudos que pesquisaram a microbiota vaginal de bovinos, relataram a
presenca de Lactobacillus spp. (SWARTZ et al., 2014; AULT et al., 2019b), mesmo
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gue em abundancia muito menor do que encontrada em humanos (BASSIS et al.,
2017; SIGER et al., 2019; FU et al., 2020). Os achados do presente artigo estéo de
acordo com essa informacdao, pois essa bactéria ndo estava nem entre as 25 primeiras
bactérias mais abundantes, demonstrando a real diferenca entre a microbiota de
bovinos com a de humanos. Todavia, conhecendo com mais profundidade as
espécies presentes na microbiota de bovinos, sera possivel identificar quais as cepas
exercem a funcéo protetora e de homeostase vaginal com mesmo objetivo de proteger
a regido da infeccéo por patégenos.

Este estudo ressalta a importancia de identificar quais espécies estédo
envolvidas com esses géneros mais abundantes na microbiota de bovinos, para
conhecer suas fungdes e como elas se comportam nas diferentes condi¢des. Todavia,
por este ser um trabalho descritivo, ndo foi possivel relacionarmos os téxons

identificados a suas funcdes, sendo necessarias mais pesquisas para este fim.

CONCLUSAO

No presente estudo foi ressaltada a importancia de realizar o SNG com mais
profundidade, para buscar compreender as funcdes, interacfes e flutuacbes das
comunidades bacterianas em nivel de espécie na microbiota vaginal de bovinos
leiteiros de alta producéo. A heterogeneidade da composi¢cdo da comunidade entre
individuos foi confirmada, aumentando a necessidade de tamanhos experimentais
maiores para os proximos estudos. Além disso, ao comparar a tecnologia PacBio com
lllumina, foi constatado que o sequenciamento de leituras longas do gene 16S rRNA
oferece resultados semelhantes e até mais precisos do que as plataformas padréo de

seguenciamento de leitura curta.
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Filo Classe Ordem Familia Género

UCG-005 e
UCG-010_ge

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae ‘

Figura 7- Esquema representando um exemplo de classificagdo taxondmica comparando dados obtidos pela

PacBio Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae

plataforma PacBio e Illlumina.
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6 ARTIGO B — COMPARAR A MICROBIOTA VAGINAL DE VACAS LEITEIRAS DE
ALTA PRODUCAO QUE SE TORNARAM GESTANTES OU NAO, APOS A
INSEMINACAO ARTIFICIAL, PARA ESTABELECER POSSIVEIS ASSOCIACOES
ENTRE COMUNIDADES BACTERIANAS E O STATUS GESTACIONAL

RESUMO

0 objetivo deste estudo é comparar a microbiota vaginal de vacas leiteiras de alta
producdo que se tornaram gestantes ou ndo apOs a inseminacao artificial para
estabelecer associacbes entre comunidades bacterianas e 0 desempenho
reprodutivo. Foram utilizadas vacas HPB, multiparas e de alta producao (n = 13). No
dia do estro, as vacas foram inseminadas e apés 30 dias foi realizado o diagndstico
de gestacdo. As vacas foram classificadas como gestantes (GE) ou ndo gestantes
(NG). O swab vaginal de cada fémea foi obtido previamente a inseminacao artificial.
As amostras foram submetidas a extracdo do DNA e o sequenciamento realizado pela
plataforma PacBio Para selecionar e filtrar as amostras dentro da faixa de 1.500 pb foi
utilizado o software DADA2, enquanto o software SBanalyzer 2.4 foi usado para
atribuir identificagdo taxondmica a todas as leituras. As diversidades alfa e a beta
foram calculadas e a PCoA foi utilizada para visualizar as semelhancas entre as
amostras. A andlise de variancia comparando a abundancias relativas e os indices de
alfa diversidade foi realizada pelo programa Minitab 18. A comparacdo da alfa
diversidade entre as vacas gestantes e nao gestantes foi realizada pelo teste Kruskal-
Walllis com 95% de intervalo de confianca e usando uma subamostra de 4300 leituras
por amostra. A analise PERMANOVA foi usada para verificar se houve diferenca entre
grupos (GE versus NG). O teste de abundancia diferencial foi realizado com o
ANCOM. Das 13 vacas selecionadas para o experimento, cinco ficaram gestantes
apos a inseminacdo artificial, e oito permaneceram ndo gestantes. Para a
caracterizacdo da microbiota vaginal dessas fémeas foram utilizadas 366.509 leituras
bacterianas pelo SNG PacBio, sendo agrupadas em 27 filos e 677 géneros. A
abundancia relativa entre os filos demonstrou a predominancia de Firmicutes (58%) e
de Bacterioidetes (32%) em todas as amostras vaginais avaliadas, independente do
grupo e nao foi observado diferenca significativa entre as vacas GE e NG (p < 0,05).
Na alfa diversidade né&o houve diferenca entre os indices de Faith_pd (p = 0,187) e
namero de espécies (p = 0,825) entre os grupos. Na beta diversidade os graficos
concordam entre si e quando submetido a PERMANOVA apresentaram diferenca (p
=0,004; p = 0,011 respectivamente) comparando os grupos GE e NG. Além disso, ao
avaliar a qualidade e quantidade das bactérias em cada amostra, houve um
agrupamento evidente das vacas que permaneceram nao gestantes, demostrando
gue suas comunidades bacterianas sdo mais semelhantes do que aquelas presentes
em vacas gestantes.

Palavras-Chave: Bactérias, Beta diversidade, bovinos HPB, SNG, PacBio.
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ABSTRACT

The objective of this study is to compare the vaginal microbiota of high-yielding dairy
cows that became pregnant or not after artificial insemination to establish associations
between bacterial communities and reproductive performance. High yielding and
multiparous HPB cows (n = 13) were used. On the day of estrus, the cows were
inseminated and after 30 days the diagnosis of pregnancy was performed. Cows were
classified as pregnant (PG) or non-pregnant (NP). The vaginal swab of each female
was obtained prior to artificial insemination. The samples were submitted to DNA
extraction and sequencing performed by the PacBio platform. To select and filter
samples within the 1,500 bp range, the DADA2 software was used, while the
SBanalyzer 2.4 software was used to assign taxonomic identification to all readings.
Alpha and beta diversities were calculated and PCoA was used to visualize the
similarities between the samples. The analysis of variance comparing relative
abundances and alpha diversity indices was performed using the Minitab 18 program.
The comparison of alpha diversity between pregnant and non-pregnant cows was
performed using the Kruskal-Wallis test with 95% confidence interval and using a
subsample of 4300 readings per sample. PERMANOVA analysis was used to check
for differences between groups (PG versus PG). Differential abundance testing was
performed with ANCOM. Of the 13 cows selected for the experiment, five became
pregnant after artificial insemination, and eight remained non-pregnant. To
characterize the vaginal microbiota of these females, 366,509 bacterial readings by
the SNG PacBio were used, being grouped into 27 phyla and 677 genera. The relative
abundance between the phyla showed the predominance of Firmicutes (58%) and
Bacterioidetes (32%) in all vaginal samples evaluated, regardless of the group, and no
significant difference was observed between PG and NP cows (p < 0.05). In alpha
diversity there was no difference between the Faith_pd (p = 0.187) and number of
species (p = 0.825) indices between groups. In beta diversity the graphs agree with
each other and when submitted to PERMANOVA they showed differences (p = 0.004;
p = 0.011 respectively) comparing the PG and NP groups. Furthermore, when
evaluating the quality and quantity of bacteria in each sample, there was a clear
grouping of cows that remained non-pregnant, demonstrating that their bacterial
communities are more similar than those present in pregnant cows.

Keywords: Bacteria, Beta diversity, bovine Holstein, NGS, PacBio.
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INTRODUCAO

A correlacdo entre a microbiota vaginal e a fertilidade tem demonstrado
relevancia no ambito da reproducdo de bovinos pois alteragcdes na composicéo de
comunidades bacterianas podem levar tanto a disturbios reprodutivos quanto a
potencializacdo da reproducédo (GREEN; ZAREK; CATHERINO, 2015). Com o intuito
de prevenir a proliferagdo de microrganismos patogénicos em condi¢cdes naturais, a
vagina bovina & composta, principalmente, por uma mistura dindmica de bactérias
aerobias, anaerdbias facultativas e anaerébias obrigatorios (OTERO et al. 2000).

Quando saudavel, a comunidade bacteriana possui estabilidade, contudo, pode
ser influenciada ou afetada por inimeros fatores como ambiente, alimentacao, idade,
fase do ciclo estral, gestacdo, manejo, genotipo e resposta imunolégica
(TURNBAUGH et al. 2006, HUTTENHOWER et al, 2012; LAGUARDIA-
NASCIMENTO et al., 2015). Em bovinos, o conhecimento da composicdo da
microbiota vaginal até anos atrds era limitado, uma vez que sO havia estudos
descritivos qualitativos usando técnicas dependentes de cultura (LAMONT et al.
2011). Apb6s o desenvolvimento do sequenciamento de nova geracdo (SNG),
informacd@es inéditas com relacéo ao perfil das comunidades bacterianas relacionadas
a saude e as doencas reprodutivas foram evidenciadas (WANG et al., 2018;
MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019; QUEREDA et al., 2020).

Ademais, estudos mostram que Lactobacillus spp. vaginais apresentam
correlacdo positiva com a taxa de gravidez (FU et al.,, 2020) e sua abundancia é
reduzida em mulheres que apresentam repetidas falhas de engravidar (SINGER et al.,
2019). Em mulheres, foi descrito que o microbioma vaginal permanece mais estavel
durante a gravidez (SPEAR et al., 2014; ROMERO et al., 2014; ABASSI et al., 2020),
pelo fato de haver um amadurecimento no epitélio vaginal devido ao aumento dos
niveis de progesterona circulante, produzido pela placenta (BOSKEY et al., 2001).

A flutuacdo da populacdo bacteriana vaginal € dependente dos hormdnios
esteroides circulantes (SRINIVASAN et al., 2021), desta forma, a fase lutea do ciclo
estral que é caracterizada pela liberacdo de progesterona e apds o parto, 0s animais
tendem a apresentar uma microbiota bacteriana menos abundante (LAGUARDIA-
NASCIMENTO et al., 2015). Adicionalmente, a relacdo da progesterona com a
abundéncia de bactérias também explica o porqué durante o protocolo de

sincronizacao, que é realizado anterior a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF),
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ha uma diminuicdo da diversidade bacteriana dentro do utero (AULT et al., 2019).

Atualmente os estudos com microbiota enfatizam a patogenicidade de
bactérias, contudo, ao se compreender com mais profundidade a interacao entre o
ambiente do hospedeiro e seus microrganismos, € possivel identificar estes
microrganismos como marcadores biologicos benéficos ao hospedeiro. Assim, o
desafio atual € garantir a manutencao de comunidades bacterianas competentes para
potencializar a reproducéo e controlar as interagoes dinamicas entre todos os fatores
envolvidos, seja interno ou externo ao animal.

Portanto, o objetivo deste estudo foi de comparar a microbiota vaginal de vacas
leiteiras de alta producdo que se tornaram gestantes ou ndo apds a inseminacao
artificial para estabelecer associagbes entre comunidades bacterianas e o
desempenho reprodutivo.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
Institucional (CEUA) da Universidade de Londrina (UEL) sob o niumero de protocolo
10878.2019.88, datado de 6 de agosto de 2019.

Animais e Colheita de amostra

Foram coletadas amostras de swab vaginal de fémeas bovinas da raca
Holandés Preto e Branco (HPB; n=13), de alta producdo (média diaria de 42,2 + 10,09
litros de leite), multiparas, com idade aproximada de 5 + 1,3 anos, de uma propriedade
leiteira (24° 47' 32" Sul, 50° 0" 42" Oeste). As vacas permaneceram durante todo o
experimento em conjunto com o restante do rebanho, ndo sendo adotadas alteragdes
no manejo reprodutivo, sanitario, alimentar e zootécnico.

Em relacdo ao manejo, as vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia e
submetidas a sistema de semiconfinamento. Os animais ficavam parte do dia em
piguetes com pastagem de Azevém (Lolium multiflorum) e ap0s cada ordenha
recebiam racdo no cocho com base em concentrado comercial (16% proteina bruta)
e silagem de milho. Os animais apresentavam histérico reprodutivo isento de qualquer
anomalia portanto, ndo foram submetidos a administracdo de antibiéticos.

As fémeas ndo foram submetidas a protocolos farmacolégicos para

sincronizagao e inducéo de ovulagao, enquanto a detecgéo do estro foi realizada por
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meio do colar de monitoramento (Empresa Allflex, Livestock Intelligence TM) a qual
registra os sinais de atividades de movimentacdo da fémea como notas de cio e 0
melhor horario para inseminar o animal, a qual os dados s&do enviados
automaticamente a um software de gestao.

No dia do estro, as vacas foram inseminadas, seguindo 0 manejo reprodutivo
adotado na fazenda. O diagndstico de gestacdo foi realizado trinta dias apos a
inseminacao por meio de ultrassonografia com sonda linear retal 5 MHz (aparelho
Kaixin modelo KX5200). As vacas foram classificadas como gestantes (GE) ou nao
gestantes (NG). A amostra vaginal de cada vaca foi coletada previamente a
inseminacao artificial (Figura 1). Para evitar qualquer tipo de contaminacao, foi
realizada a limpeza da regido perineal com toalha de papel descartavel, embebida em
alcool 70%. Utilizando luvas limpas, os labios vulvares foram abertos e o swab
introduzido realizando quinze movimentos circulatérios na mucosa Vvaginal.
Posteriormente, com o auxilio de uma tesoura estéril a haste do swab foi cortada e a
ponta colocada em um microtubo estéril. As amostras foram coletadas em duplicatas
e colocadas imediatamente em um botijao de nitrogénio liquido para o transporte até
o laboratério de Biotecnologia da Reproducdo Animal da Universidade Estadual de
Londrina (REPROA) localizado na Universidade Estadual de Londrina — PR (Brazil),

onde foi realizada a extracao de DNA.



Inseminacao
Swab Artificial

Vaginal

Diagnéstico
de Gestacao

e

® @ ® O o @ o
DO D30
Estro / \ Extragao T Estatistica
DNA . ...
GE NG Bioinformatica
Amplificacao
DNA

Figura 1 — Linha do tempo demonstrando a metodologia utilizada pelo presente estudo.
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Processamento do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado kit comercial PowerSoil® (QIAGEN),
seguindo as especificacbes do fabricante, em seguida, armazenadas a -20C até o
sequenciamento.

A amplificacdo e sequenciamento foram realizadas na Universidade de
Delaware, Centro de Genotipagem e Sequenciamento do Instituto de Biotecnologia
de Delaware, Newark, DE. As sequéncias do gene 16S rRNA bacteriano de
comprimento total foram amplificadas por PCR com primers iniciais e reversos, e
ambos foram sintetizados como uma sequéncia de 3 partes: adaptador (5-
GGTTATGCGGTTCACTGC-3), iniciador (5-AGRRTTYGATYHTDGYTYAG-3) e
reverso (1492r. 5-TASVGHTACCTTGTTACCGACTT-3). Todos os barcodes foram
selecionados da lista de 384 codigos de barras recomendados pela Pacific
Biosciences (PacBio) (https:/lwww.pacb.com/products-and-services/analytical-

software/multiplexing/).

Sequenciamento de Nova Geracdao e Bioinformatica

O gene 16S rRNA completo foi sequenciado em um sistema Sequel 2 (Pacific
Biosciences -PacBio). Um total de 366.509 leituras de consenso circular (ccs) foram
produzidas usando as configura¢gdes padrao.

O software DADA2 (CALLAHAN et al., 2016) foi utilizado para selecionar as
leituras de cada amostra e filtrar dentro da faixa de comprimento de 1.500 bp. As
sequéncias dentro desta faixa de comprimento foram entdo desreplicadas e usadas
para construir um modelo de erro para correcao de leitura. As faixas de comprimento
de leitura foram agrupadas para inferéncia em variantes de sequéncia de amplicons
(ASVs).

O software SBanalyzer 2.4 (Shoreline Biome) foi usado para mapear leituras
ccs para o banco de dados Athena e atribuir identificagcdo taxon6mica a todas as
leituras. O banco de dados Athena € uma parte integrada do pipeline SBanalyzer que
contém sequéncias do gene 16S rRNA.

A alfa diversidade foi caracterizada pelo numero total de espécies observadas
e pelos indices de Faith_pd e de Shannon, a qual indicaria a riqueza da amostra. A

beta diversidade realizou a comparac¢éo entre as comunidades, utilizando o indice de
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Jaccard considerando a composi¢cdo da comunidade (presenca ou auséncia de cada
espécie) e o indice de Bray-Curtis que considera a distribuicido de cada espécie
(igualdade). A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi utilizada para visualizar

as semelhancas entre as amostras.

Andalise Estatistica

A andlise de variancia comparando a abundancias relativas e os indices de alfa
diversidade foi realizada pelo programa Minitab 18. Os dados foram expressos em
meédia £ DP e representados por box plots. A comparacéo da alfa diversidade entre
as vacas gestantes e néo gestantes foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis com 95%
de intervalo de confianga e usando uma subamostra de 4300 leituras por amostra.

A andlise PERMANOVA foi usada para verificar se houve diferenca entre
grupos (GE versus NG). O teste de abundéancia diferencial foi realizado com o ANCOM
(Analise de Composicdes de Microbiomas) que por sua vez buscou identificar
marcadores bioldgicos e associar espécies bacterianas especificas a cada grupo.

RESULTADOS

Das 13 vacas leiteiras de alta producéo selecionadas para o experimento, cinco
ficaram gestantes apds a inseminacéo artificial, e oito permaneceram nao gestantes.
Para a caracterizacao da microbiota vaginal dessas fémeas foram utilizadas 366.509
leituras bacterianas pelo SNG PacBio, sendo agrupadas em 27 filos e 677 géneros. E
possivel observar a abundancia relativa do filo (Figura 2) e do género (Figura 3) das
bactérias encontradas na microbiota vaginal das fémeas comparando os dois grupos
(GE x NG).
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Figura 2 — Comparacéao dos filos mais abundantes entre vacas leiteiras gestantes e

nao gestantes presentes na microbiota vaginal.
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Figura 3 — Comparacdo dos géneros mais abundantes entre vacas leiteiras gestantes
e ndo gestantes presentes na microbiota vaginal.
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A abundancia relativa entre os filos demonstrou a predominancia de Firmicutes
(58%) e de Bacterioidetes (32%) em todas as amostras vaginais avaliadas,
independente do grupo. Cerca de 98,72% da microbiota vaginal de vacas leiteiras
gestantes foi representado pelos filos Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteriota e
Proteobacteria, enquanto as vacas nhao gestantes apresentaram 99,44% de
predominancia dos mesmos filos, sendo as bactérias restantes responsaveis apenas
por 1,28% e 0,56% nos respectivos grupos (GE e NG; Tabela 1). N&o foi observada
diferenca significativa entre as vacas GE e NG nos filos mais abundantes (p = 0,05),
nem mesmo para aquelas fémeas GE que apresentaram numericamente mais

Actinobacteriota e Proteobacteria na microbiota vaginal.

Tabela 1 — Comparagdo da abundancia relativa dos filos presentes na microbiota
vaginal de vacas leiteiras gestantes e ndo gestantes.

Taxon Vacas gestantes  Vacas ndo gestantes Valor dep
Firmicutes 55,71 59,67 0,625
Bacteroidota 24,68 37,39 0,114
Actinobacteriota 10,04 0,97 0,064
Proteobacteria 8,29 1,41 0,076
Outros 1,28 0,56 0,111

Diferenca significativa com 95% de intervalo de confianca (p < 0,05)

Ja em nivel de género, foi observada uma maior variabilidade entre os animais,
como, por exemplo, a alta abundéancia relativa de Ureaplasma (48%) na fémea 1021,
enguanto outras, como a 941 (19%) e 944 (22%), apresentaram notavel quantidade
de Cutibacterium comparado a abundancia relativa total dos respectivos géneros
(Ureaplasma: 5% e Cutibacterium: 4%). Contudo, ao avaliar os grupos GE e NG, néo
houve diferenca estatistica (p = 0,05), provavelmente pelo pequeno nimero de
animais estudados e pela grande variabilidade presente entre os animais.

Os géneros mais abundantes encontrados na microbiota dessas vacas leiteiras
foram UCG-005 (18%), UCG-010_ge (14%), Rikenellaceae_ RC9_gut_group (13%) e
Bacteroides (8%), constituindo 53,13% da abundancia total.

Para a andlise de alfa diversidade, foi usada sub amostragem de 4.300 leituras
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1 por amostra, e utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Constatou-se que ao comparar a

2 microbiota vaginal de vacas GE e NG ndo houve diferenca entre os indices de

3 Faith_pd (p = 0,187), numero de espécies (p = 0,825) e Shannon (p = 0,305), que

4  indica a diversidade da amostra (Tabela 2 e 3).

5 e

6 Tabela 2- Indice de alfa diversidade presente na microbiota vaginal de vacas leiteiras

7 que ficaram gestantes ou permaneceram nao gestantes apos a inseminacao artificial.

8

Animais Resultados Faith_pd  Caracteristicas Observadas  Shannon
1001 Nao Gestantes 21,80805909 689 8,472015352
897 Nao Gestantes 25,06732678 730 8,259683692
947 Nao Gestantes 19,73547706 612 8,249184984
994 Nao Gestantes 31,56285757 873 9,047765895
1039 Nao Gestantes 20,53873176 668 8,460254948
1052 Nao Gestantes 22,42041004 695 8,527767706
1098 Nao Gestantes 33,66424076 895 8,764155433
882 Nao Gestantes 23,28328253 736 8,62702633
1021 Gestantes 30,28548453 553 5,200297151
1117 Gestantes 39,16039333 982 9,512157208
856 Gestantes 21,25379965 691 8,557363951
941 Gestantes 32,30149138 820 7,402656878
944 Gestantes 31,07257701 687 5,756177227
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Tabela 3 — Média + Desvio Padrédo do indice de alfa diversidade presente na
microbiota vaginal de vacas leiteiras que ficaram gestantes ou permaneceram nao
gestantes apoés a inseminacao artificial.

Resultados Faith_pd Caracteristicas Observadas Shannon
N&o Gestantes 24,76 £5,14 737,3+98,5 8,551 + 00,2643
Gestantes 30,81 +£6,40 746,6 £ 162 7,286 + 1,822

valor de p p=0,187 p=0,825 p=0,305

Diferenca significativa com 95% de intervalo de confianca (p < 0,05)

A beta diversidade foi demostrada por meio de dois graficos de Analise de
Coordenadas Principais (PCoA), o Bray-curtis (Figura 4) que indica a estrutura da
comunidade bacteriana e o Jaccard (Figura 5) a qual indica a diferenca ha composi¢cao
das comunidades bacterianas. Os graficos concordam entre si e quando submetido a
analise estatistica de PERMANOVA apresentaram diferenca (p = 0,004; p = 0,011

respectivamente) comparando os grupos GE e NG.
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Figura 4 —PCoA Brady-Curtis comparando a estrutura de cada comunidade presente
na vagina de vacas gestantes (azul) e ndo gestantes (vermelho); (p=0,004). Diferenca
significativa com 95% de intervalo de confianga (p < 0,05).
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Figura 5 —PCoA Jaccard comparando a composi¢cao das comunidades bacterianas
presente na vagina de vacas gestantes (azul) e ndo gestantes (vermelho); (p=0,011).
Diferencga significativa com 95% de intervalo de confianga (p < 0,05).
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O teste ANCOM foi utilizado para identificar se havia populagcdes especificas
associadas a cada grupo (GE e NG), contudo, nao foi possivel achar nenhuma espécie

ou género associado estatisticamente aos grupos.

DISCUSSAO

No conhecimento dos autores é a primeira vez que, a microbiota vaginal de
vacas HPB higidos foram analisadas anterior a inseminacgéo artificial e a gestacéo,
investigando a taxonomia em nivel de espécie por meio da plataforma PacBio.

A andlise de beta diversidade, a qual comparam diferentes comunidades,
mostraram concordancia entre si ao apresentarem diferenca estatistica entre os
grupos (GE e NG). Estes resultados demostraram que houve um agrupamento
evidente das vacas que permaneceram nao gestantes, comprovando a semelhanca
da microbiota vaginal dessas fémeas. Este fato pode determinar um novo
direcionamento pratico para o estudo da microbiota, sendo possivel selecionar grupos
de fémeas com problemas reprodutivos precocemente. Desta forma, facilitara o
descarte antecipado desses animais, evitando prejuizos para o produtor ou até
mesmo realizar um tratamento precoce com a manipulacdo da microbiota, seja por
meio da utilizacao de probidticos ou de transplante de microbiota.

Como foi constatado diferenca na beta diversidade entre os grupos de vacas
que ficaram gestantes ou ndo apds a inseminacao artificial, foi realizado um teste
(ANCOM) para buscar associar espécies bacterianas especificas ao grupo das NG,
por serem mais semelhantes entre si. Contudo, pela presenca do baixo numero
amostral e de animais outliers, ou seja, semelhanca de uma vaca GE ao grupo NG,
este taxon nao foi encontrado. Para tanto, serd preconizado estudos futuros para
tentar identificar perfil de bactérias correlacionados aos dois grupos.

Além disso, o sequenciamento pela plataforma PacBio, utilizado no presente
estudo, possibilitou a analise do genel6S rRNA total, apresentando alta precisdo
guanto a identificacdo dos taxons. Tecnologias de leituras longas tém sido estudadas
para conseguir investigar as bactérias e sua interacdo com o ambiente e hospedeiro
com mais profundidade (OBERLE et al., 2021). Esta técnica possibilitou a observacao
da grande variedade de géneros dentro e um mesmo animal.

Contudo, quando a abundancia relativa foi avaliada em um ambito maior, como
em nivel de filo, foi constatado uma consténcia nas comunidades bacterianas dos

grupos GE e NG. A nado diferenca estatistica na abundancia relativa pode ser
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justificada pela grande variabilidade entre as vacas de um mesmo grupo. Assim como
na analise estatistica da alfa diversidade, embora tenha sido possivel observar
tendéncias na comparacao dos grupos, os indices de diversidade também néo foram
diferentes. Esses dados sugerem um ambiente dindmico, com a presenca de
diferentes comunidades bacterianas que variam com o tempo (DENG et al., 2019;
QUEREDA et al., 2020).

Os filos Firmicutes (58,1%), Bacteroidota (32,5%), Actinobacteriota (4,4%) e
Proteobacteria (4%) foram predominantes neste estudo, compreendendo 99% da
microbiota vaginal total, e estes dados sdo compativeis aos resultados encontrados
em outros trabalhos que também avaliaram a microbiota vaginal de bovinos
(LAGUARDIA-NASCIMENTO et al. 2015; NESENGANI et al. 2017; SRINIVASAN et
al., 2021). Mesmo os filos ndo apresentando diferenga entre os grupos (p = 0,05), a
Actinobacteriota e Proteobacteria apresentaram uma tendéncia ao demonstrar maior
abundancia nas vacas que ficaram gestantes apos a inseminacao artificial. Fato este
gue contrasta com a literatura, a qual a Actinobacteriota foi relatada em mulheres com
vaginose bacteriana (VB) e ambientes vaginais desequilibrados, prejudiciais ao
sucesso da reproducéo (OAKLEY et al., 2008).

O filo Proteobacteria, que tem o Histophilus (1,8%) como um dos géneros, esta
relacionado a disturbio reprodutivos e podem existir nas formas patogénicas, podendo
resultar em aborto, mastite e vulvovaginite granular (RODRIGUES et al., 2015;
JANZEN, 2021). Entretanto os resultados encontrados no presente estudo s&o
divergentes, constatando a presenca dessas bactérias em animais que apresentaram
gestacdo apos a inseminacao artificial, especialmente em uma das vacas avaliadas
(944). Porém, Laguardia-Nascimento e colaboradores (2015), ao estudar a microbiota
vaginal em vacas nelores, utilizando 4 grupos (novilhas nao prenhes, novilhas
prenhes, vacas ndo prenhes e vacas prenhes) também notaram semelhantes
variacdes de Proteobacteria em fémeas prenhas.

Deng e colaboradores (2019), também buscaram diferenciar com precisdo a
microbiota vaginal de novilhas de corte prenhes e apontaram os géneros Histophilus,
Clostridiaceae e Campylobacter como preditor de gestacdo, sendo o Histophilus
somni o0 primeiro dentre todos, assim como os dados deste trabalho. Um fato
interessante é que durante a gestacdo ha uma tendéncia de reducéo da abundancia
bacteriana em bovinos, devido ao aumento do horménio progesterona (LAGUARDIA-

NASCIMENTO et al., 2015), contudo, esta redugéo nédo foi observada no presente
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artigo.

A capacidade de Lactobacillus spp. dominar o microbioma vaginal de mulheres
ao longo da gestagcédo, pode mostrar uma adaptacdo para o aumento da aptidao
reprodutiva, mantendo a estabilidade da microbiota durante a gravidez e prevencgao
de infeccbes ascendentes que estdo ligados ao parto prematuro (ROMERO et al.,
2001; ROMERO et al., 2014). Dada a importancia potencial dos Lactobacillus vaginais
na reducao dos riscos de disturbios reprodutivos € interessante notar que em bovinos,
estes sdo encontrados em pequenas quantidades, como no presente estudo que foi
identificado apenas 0,02% e ndo assumem tamanha relevancia quanto em humanos,
0 que corrobora com o que é relatado na literatura (RAVEL et al., 2011; SWARTZ et
al., 2014).

Ha uma especulacdo que a higiene e a dieta podem ser um dos fatores que
influenciam a variedade das comunidades bacterianas de bovinos, sendo preocupante
o fato de que a alimentacéo atual fornecida as vacas podem alterar significativamente
a microbiota fecal e consequentemente a vaginal, diminuindo essa diversidade
(BESSEGATO et al., 2017). Estudos em humanos mostram que ter uma baixa
diversidade, principalmente de Lactobacillus spp., € fator predisponente a aquisicédo
de doencas (SINGER et al., 2019; KOEDOODER et al., 2019; ABASSI et al., 2020).

No presente estudo, as mudancas nas comunidades bacterianas séo sutis, sem
diferencas marcantes em vacas gestantes e nao gestantes, permanecendo
relativamente estaveis em vacas ndo gestantes, exceto o género Ureaplasma. Este
género foi encontrado em grande quantidade no trato vaginal de umas das vacas
deste estudo (1021; 48%; grupo GE) e ao longo dos trabalhos tém sido consideradas
habitante comum do trato genital de bovinos (MULIRA et al., 1992; DIAZ et al., 2019;
QUADROS et al.,, 2020), mesmo estando descrita como fator de risco para a
reproducdo de rebanhos por estar presente em sua maioria em fémeas com falhas
reprodutivas (MACHADO et al., 2012; DIAZ et al., 2019).

A partir dos dados aqui apresentados pode-se aumentar a compreensao sobre
0 tema, para posteriormente revelar biomarcadores microbianos a partir das bactérias
benéficas ou predispostas a causar doencas. Outra possivel aplicacdo é a elaboracéo
de testes répidos de diagndstico, aprimorando o conhecimento da capacidade

reprodutiva da fémea para melhor eficiéncia produtiva.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a estrutura da comunidade microbiana vaginal
de vacas que ficaram gestantes e que permaneceram ndo gestantes apds a
inseminacao artificial usando a plataforma PacBio. As fémeas que nao ficaram
gestantes apés a inseminacao artificial apresentaram comunidades bacterianas mais
semelhantes que as nao gestantes, reforcando a importancia de se melhor
compreender a relagdo entre a microbiota vaginal e o hospedeiro, bem como sua

influéncia no desempenho reprodutivo de bovinos.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Até o0 momento, a pesquisa sobre o microbioma forneceu muitas descobertas
bésicas e fundamentais para o inicio da compreensao sobre a interagdo das bactérias
com o hospedeiro e o0 meio que o cerca. Com o desenvolvimento de tecnologias
avancadas para sequenciar o material genético, principalmente em nivel de espécie,
situacdes ou diagndsticos que por muito tempo eram inexplicaveis estdo passando a
ser compreendidos.

Para continuar garantindo um avanco em potencial, € necesséria uma melhor
comparacao dos dados, o que exigira padrdes e protocolos mais harmonizados e
amplamente aceitos. Tendo em vista que o interesse pelo tema da microbiota se
expandiu para diversos grupos de pesquisa e atualmente as bactérias e suas funcdes
vém sendo estudadas em diferentes especificidades. Neste sentido, o
sequenciamento metagendmico permite o rastreamento de populacdes bacterianas e
a sua utilizacdo como ferramentas de diagndstico preditivo sdo esperadas no futuro
proximo. Pesquisadores acreditam que em alguns anos uma fémea possa com um
simples exame de swab vaginal, por meio de um teste rapido, ter seu potencial
reprodutivo ou os riscos de desenvolver patologias conhecido, viabilizando medidas
preventivas.

Somado a isso, a possibilidade de identificar aqueles animais predispostos a
distarbios reprodutivos € interessante para o produtor. Pois, assim sera possivel retira-
los do rebanho e minimizar as perdas econf6micas, mantendo uma selecdo mais
criteriosa das matrizes leiteiras. A chave para novos estudos é por um lado, modular
as comunidades bacterianas estimulando ou introduzindo bactérias benéficas por
meio de probidticos e transplante de microbiota, para promover a eficiéncia
reprodutiva, e, por outro lado, identificar aquelas bactérias com predisposi¢céo a causar
doencas. Ou seja, para se haver um cuidado mais personalizado e eficaz, novas
ferramentas como marcadores bioldgicos para boas reprodutoras ou para animais
problemas devem ser gerados.

Portanto, especificamente para a reproducdo, pesquisas futuras precisam
esclarecer completamente o papel de todas as variaveis, as dependéncias e a

interacao entre o microbioma, o ambiente, influéncias hormonais e o hospedeiro.



ANEXO A
Certificado Emitido pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade 2

Estadual de Londrina (CEUA/UEL).




