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RESUMO

Sendo animais economicamente explorados, patologias que afetam o gado tem uma
consequiéncia direta sobre a produgdo, levando a uma diminuicdo dos lucros.
Micoplasmoses sdo fontes de diversos distlrbios reprodutivos que atingem o gado,
como agalactia contagiosa, mastite, endometrite, placentite, aborto, infertilidade e
vulvovaginite granular. O tratamento destas patologias pode ser muito desafiadora,
impulsionando este estudo a compreender a dindmica das comunidades bacterianas
envolvidas na instalagdo da infeccédo e no desenvolvimento dos sintomas. Com este fim,
amostras do trato genital de vacas saudaveis e vacas com sintomas de micoplasmose
foram coletadas usando swabs. O material genético foi purificado e extraido dessas
amostras e, ap6s a amplificacdo do gene 16s, o seqlienciamento foi realizado pela
plataforma de seqlienciamento lon Torrent Personal Genome Machine - PGM, usando
reagentes do kit 200 (Life Technologies). Os resultados do sequenciamento foram
submetidos a programas de bioinformatica para desenvolvimento e andlise dos perfis
microbianos comparativos. Os resultados mostram que em vacas saudaveis as bactérias
colonizando o trato genital sdo em sua totalidade associadas ao hospedeiro e nao
patogénicas. A maioria era anaerobia, apresentando um pH neutro como 6timo para
crescimento bacteriano. Os dados da diversidade bacteriana do perfil com distarbios
reprodutivos sugerem uma mudanca significativa no ambiente. Neste estado, bactérias
anaerdbias, aerobias e com requerimento de oxigénio facultativo estdo presentes. O pH
do trato genital de vacas doentes é mais acido e a presenca de oxigénio € um fator
importante, indicando uma mudanga ecoldgica na comunidade bacteriana. A quantidade
total e a diversidade de géneros bacterianos € maior nos individuos que apresentam 0s
sintomas. Isto novamente sugere uma mudanca ambiental, permitindo a colonizacéo dos
nichos presentes no trato genital por novas bactérias. A relacdo entre bactérias
patogénicas aerdbias e anaerdbias nos individuos doentes pode representar um caso de
sinergia bacteriana, em que diferentes bactérias trabalham em conjunto no
desenvolvimento da infec¢do, uma condi¢do observada em diversos modelos animais.
Enterobacteriaceae e Bacteroides sdo 0s grupos mais numerosos presentes em ambos 0s
estados. Enterobacteriaceae é conhecido por diminuir o pH local, inibindo a funcdo dos
neutréfilos através da producdo de sucinato, enquanto Bacteroides dificulta a fagocitose
através da competicdo com opsoninas. Isto diminui a opsonizacdo de bactérias
patogénicas, prejudicando a resposta imunoldgica a infeccdo. No perfil com disturbios
reprodutivos novas familias emergem, como Pasteurellaceae, cujas espécie Histophilus
somni € um conhecido patdgeno oportunista de gato causando doencas nos sistemas
respiratério, genital, nervoso e circulatorio. Arcanobacterium pyogenes, outra espécie
patogénica com relacBes ecoldgicas bem estudadas, Prevotella, Fusobacterium e
Mycoplasma também estdo presentes, agravando a infeccdo. Nossos dados sugerem que
0s sintomas nao sdo resultantes da acdo de um unico patdgeno e sim um reflexo de uma
mudanca ambiental favoravel a colonizacdo por diferentes bactérias patogénicas que
trabalham em conjunto para causar a doenga.

Palavras-chave: micoplasmose, distarbios reprodutivos, gado, analise metagendmica.



ABSTRACT

Pathologies in cattle have a direct impact on production, leading to a profit decrease.
Mycoplasmosis causes a range of reproductive disorders, such as contagious agalactia,
mastitis, endometritis, placentitis, abortion, infertility and granular vulvovaginitis. The
treatment of these pathologies can be specially challenging, driving this study to
comprehend the dynamic of the bacterial communities involved in the instauration of
the infection and symptoms development. To do so, samples of the genital tract from
healthy cows and cows with symptoms of mycoplasmosis were collected using swabs.
The genetic material was purified and extracted from these samples and, following
amplification of the 16S RNA gene, sequencing of amplicon libraries was performed
by the lon Torrent Personal Genome Machine - PGM sequencing platform, using
Sequencing kit 200 (Life Technologies) reagents. The sequencing results were
submitted to bioinformatics programs for the development and analysis of the
comparative microbial profiles. Our results show that in healthy cows the bacteria
colonizing the genital tract were in totality host associated and non-pathogenic. The
majority were anaerobic with a neutral pH optimal for bacterial growth. The data for
the bacterial diversity in the profile with reproductive disorders suggests a significant
change in the environment. In this state, anaerobic, facultative and aerobic genera are
present. The pH of the genital tract of cows affected by the reproductive disorders is
more acid and the presence of oxygen is an important factor, indicating an interesting
shift in the ecology of the bacterial community. The total quantity and diversity of
bacterial genera are higher in the affected individuals. This suggests an environmental
change taking place, permitting new bacteria to colonize the genital tract niches. The
relationship between anaerobic and aerobic pathogenic bacteria in the affected animals
may be a case of bacterial synergy, in which different bacteria work together in the
development of the infection, a condition observed in distinct animal models.
Enterobacteriaceae and Bacteroides are the most numerous groups present in both the
healthy and the affected states. Enterobacteriaceae are known for decreasing local pH,
inhibiting neutrophil functions via succinate production, while Bacteroides difficult
phagocytosis through competition with opsonins. This reduces bacteria opsonisation,
hindering the immune response to infection. In the profile with reproductive disorders
new families emerge, such as Pasteurellaceae, which species Histophilus somni is a
known opportunistic cattle pathogen causing diseases in the respiratory, genital, nervous
and circulatory systems. Arcanobacterium pyogenes, another pathogenic species with
well studied ecologic relationships, Prevotella, Fusobacterium and Mycoplasma are also
present, aggravating the infection. Our data suggests that the symptoms are not a result
of a single pathogen, but rather a reflection of an environmental change favourable to
colonization by different pathogenic bacteria that work together to cause disease.

Keywords: mycoplasmosis, cattle, reproductive disorders, metagenomic analysis.



INDICE

AGRADECIMENTOS
RESUMO
ABSTRACT
INDICE
1. INTRODUCAO
1.1 UM BREVE HISTORICO SOBRE A MICROBIOLOGIA
1.2 MICROBIOLOGIA E FILOGENIA
1.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA DAS BACTERIAS
1.4 METAGENOMICA COMO FERRAMENTA EM ASCENSAO E
SEUS USOS DIVERSOS
1.5 METAGENOMICA E SAUDE ANIMAL
2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3. MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DAS AMOSTRAS
3.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA TOTAL
3.3 AMPLIFICACAO DO GENE 16S RDNA
3.4 GERACAO DOS PRIMERS 16S E DA BIBLIOTECA DE
AMPLIFICACOES
3.5 PCR EM EMULSAO E SEQUENCIAMENTO
3.6 ANALISE DAS SEQUENCIAS
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
5. CONSIDERACOES FINAIS
6. REFERENCIAS

a A N B

O ©O© O

10
10
11
11

11
12
12
26
27



1. INTRODUCAO
1.1 UM BREVE HISTORICO SOBRE A MICROBIOLOGIA

A origem da microbiologia pode ser tracada a partir do século XII, quando ja se
atribuia o desenvolvimento de algumas doencas a agdo de “seres invisiveis”. O
desenvolvimento dos primeiros microscépios foi um marco importante para a historia
da microbiologia, uma vez que a observacdo dos pequenos organismos tornou-se
possivel. Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723) era um comerciante holandés muito
habil na construgdo de lentes e que em 1670 enviou as suas observacdes para a Royal
Society de Londres. Van Leeuwenhoek chamou os seres que observava pelas lentes que

desenvolvia de "animalculos".

Ainda no século XVII, coube a Louis Pasteur (1822-1895) através de uma série
de experimentos provar que a teoria da geracdo espontanea que se mantinha uma forte
influencia sobre os cientistas da época estava errada. Depois de comprovar que a vida s
pode se originar a partir de outros organismos, Pasteur deixou seu marco na
microbiologia pelo seu trabalho em diferentes campos de estudo. Foi o primeiro a
determinar que a fermentacdo era resultante da acdo de microorganismos, sendo as suas
conclusdes sobre o estudo de deterioragdo de alimentos a chave para o desenvolvimento
de métodos como a pasteurizacdo (desenvolvida por ele proprio) e medidas anti-

sépticas em diferentes areas, como a medicina e a industria alimenticia.

O cientista alemdo Robert Koch (1843-1910) é outra figura importante para a
historia da microbiologia. Ele foi um dos primeiros a isolar bactérias como a causadora
do carbinculo, doenca caracterizada por uma infeccdo que pode afetar diferentes
orgdos. Foram os discipulos de Koch e Pasteur, entre outros grandes cientistas, que
firmaram as bases da microbiologia entre 1880 e 1990. Com trabalho arduo e
experimentacdes, foram capazes de fazer a ligacdo entre diversas doengas e seus
respectivos agentes etioldgicos. Trabalharam ainda na elaboracdo de uma série de
procedimentos e técnicas que permitiram o isolamento, crescimento e identificacdo de
diferentes bactérias. Isto permitiu um primeiro acesso a diversidade e as diferentes
habilidades que estes microorganismos possuem. O proprio Koch descobriu o bacilo da
tuberculose em 1882 e, um ano depois, a bactéria causadora da colera asiatica. Em 1883
0 microrganismo causador da difteria também foi descoberto. A essa descoberta seguiu-

se a constatacdo feita por Pasteur e colegas de que animais injetados com uma versdo de



antraz cultivada em laboratorio se mostravam imunes a doenca. Deu-se inicio, entdo, ao
campo de estudos voltado para o desenvolvimento de imunidade que mais tarde levaria

a producdo das primeiras vacinas e soros.

Dentro deste cenario, a microbiologia que conhecemos hoje nao envolve apenas
0 estudo de bactérias, mas também o de virus e organismos similares. Charles
Chamberland (1851-1902), um assistente de Pasteur, observou que bactérias eram
retidas por filtros de porcelana, enquanto outros seres microscopicos eram filtraveis e
conseguiam atravessar a barreira. Em 1892 o russo Dimitri lvanovski (1864-1920)
estudava a doenca do tabaco e descobriu em seus experimentos que o0 agente causador
do disturbio era um organismo filtravel. Com o passar dos anos, cada vez mais agentes
filtraveis eram apontados como causadores de doencas conhecidas, como a febre aftosa
do gado. Estes seres foram denominados virus. Com 0s avangos em suas técnicas e
procedimentos, a microbiologia teve sua ascensdo na década de 1940, sendo
descobertos diversos agentes etiologicos de doencas e, com esse conhecimento em

maos, medidas de controle foram desenvolvidas.

Tradicionalmente nosso conhecimento sobre populacGes bacterianas se restringia
aos grupos que podem ser cultivados em laboratério, como praticado pelos cientistas
quando a microbiologia dava seus primeiros passos. Este método classico envolve a
preparacdo de meios de cultivo so6lidos ou liquidos com disponibilizacdo de fontes de
carbono, energia e aceptores de elétrons de acordo com os requerimentos metabolicos
das espécies bacterianas alvo. Este tipo de abordagem enfrenta um empecilho,
especialmente quando relacionada a estudos de diversidade e ecologia. Estudos sugerem
que menos de 1% das espécies bacterianas sdo cultivaveis (Staley e Konopka, 1985), o
gue demonstra a gigantesca parcela de diversidade que ndo pode ser acessada pelo
método classico que exclui organismos que possuem requerimentos dificeis de serem
sanados em laboratoério e/ou envolvidos em relagBes simbioticas complexas impossiveis

de serem recriadas in vitro.
1.2 MICROBIOLOGIA E FILOGENIA

Woese (1985) trata a bacteriologia como uma ciéncia centrada em um organismo
e no estudo dos agrupamentos naturais que as bactérias formaram ao longo de seu
tempo evolutivo, como acontece na botanica e na zoologia. Sendo assim, ele sugere que

a bacteriologia tem como suas bases quatro principais componentes (1987): os estudos



da estrutura/funcdo, da diversidade, da ecologia e da evolucdo das bactérias. Porém,
diferentemente da boténica ou zoologia, a bacteriologia ndo seria capaz de estudar seus
organismos foco sem informacg6es sobre a caracterizagdo molecular desses seres. Parte
desta dificuldade se deve ao fato de bactérias possuirem uma grande plasticidade de
formas, sendo caracteristicas do metabolismo mais relevantes para a separacdo dos

grupos do que as informacdes fenotipicas, por exemplo.

Sendo a evolucdo das bactérias (a origem do grupo e como seus componentes
estdo ancestralmente interligados) o componente que permite uma compreensao
bioldgica do grupo, foram necessarios décadas de pesquisa e trabalhos para o
desenvolvimento do conceito biolégico que melhor as descreve. Woese (2000)
argumenta que sem as informacdes sobre a filogenia de um grupo bioldgico, estudos de

sua ecologia e diversidade ficam comprometidos.

Depois de decadas de debates e hipoteses, determinou-se que a arvore universal
mostra os procariotos divididos em dois grandes grupos de organismos: Archaea e
Bacteria. Os dois grupos possuem diferencas em seu metabolismo, nas caracteristicas de
suas paredes celulares e membranas, no processo de traducdo e transcricdo e na
replicacdo de seus genomas. Woese aborda estas diferencas no artigo de 1990
destacando as diferencas mais significantes entre Archaea e Bacteria. Uma das
diferencas mais evidentes estd no metabolismo desses dois tipos. Quando nos referimos
a diversidade de metabolismos, Bacteria € o grupo mais variado da Terra (Woese,
1985), sendo seus componentes altamente versateis na conquista dos mais variados
ambientes. Esse poder metabdlico e a versatilidade das Bacteria € Unico em nosso
planeta, levantando questdes sobre como um repertorio tdo diverso pode ter sido
adquirido por estes seres vivos. Mesmo sendo metabolicamente menos diverso, Archaea
recebe muita atencdo dos estudiosos, especialmente pela habilidade de alguns de seus
grupos (Euryarchaeota) de realizar metanogénese, 0 que até agora mostrou-se uma
capacidade impar entre microrganismos. As Archaea também apresentam um padrdo

celular unico (Graham et al. 2000), o que as afasta de Bacteria e dos eucariotos.

Com os estudos filogenéticos desses grupos se aprofundando e possibilitando
descobertas reveladoras, chegamos um pouco mais perto da definicdo do que sdo
bactérias. A evolucdo e as relacBes ecoldgicas desses grupos finalmente estdo sendo

acessadas e com a ajuda do desenvolvimento de técnicas e procedimentos cada vez mais



eficientes, as pesquisas estdo no auge em diferentes areas da bacteriologia.
Geomicrobiologia, ecologia microbiana marinha e microbiologia gendmica sao areas
novas que acessam a importancia das bactérias em processos geologicos, no
comportamento dos oceanos e removem barreiras em estudos ecoldgicos e questdes
diversas sobre evolucdo bacteriana ao longo dos milénios. Estas areas pioneiras estao
revolucionando a maneira como encaramos 0 ecossistema global, mais dependente
destes microrganismos que poderia ser imaginado por Pasteur e Koch no inicio da

microbiologia.
1.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA DAS BACTERIAS

Bactérias estdo por toda parte. Desde ambientes inGspitos como a base de um
vulcdo, desertos salinos e fontes termais ricas em acido sulfdrico, hostis a qualquer
outra forma de vida, até planetas distantes tdo alienigenas a ndés quanto o fundo dos
nossos oceanos onde bactérias também se proliferam em grande quantidade (Azam,
1998). Também estdo presentes no corpo humano numa quantidade que suplanta as
nossas proprias células em 10:1 (American Society for Microbiology, 2008), estando
envolvidas em nossa salde e doenca de uma forma mais intrigada e curiosa que sonhado

pelos cientistas quando foram observadas através dos primeiros microscopios.

Bactérias sdo parte dos mais diversos ciclos vitais do planeta e em menor escala
evoluiram em conjunto conosco, sendo descobertas cada vez mais formas pelas quais
s80 essenciais a nossa sobrevivéncia. Trataremos primeiro do papel que estes seres

assumiram nos ciclos que regem as comunidades de seres Vivos.

Bactérias participam de importantes ciclos para a manutencdo da vida no nosso
planeta. Ecossistemas marinhos e terrestres dependem da acédo de diferentes bactérias
para a ciclagem de nutrientes como carbono, nitrogénio e enxofre (Lengeler et al, 1999).
Vérias espécies de bactérias participam do processo de decomposicdo da matéria
organica, quebrando compostos complexos em substancias menores, que por sua vez
ficam disponiveis para toda a comunidade. Este processo € importante para a ciclagem
de nutrientes dentro do ecossistema global e o papel realizado pelas bactérias
decompositoras nele é de extrema importancia uma vez que a maioria dos seres Vivos
ndo consegue assimilar o carbono orgénico presente nos tecidos em decomposigdo de

forma direta.



O nitrogénio é um nutriente que estd presente no solo e é essencial para o
desenvolvimento saudavel de plantas. Bactérias presentes no solo promovem a fixacéo
do nitrogénio, convertendo o nitrogénio gasoso em nitratos ou nitritos através de seus
processos metabolicos, liberando no ambiente os produtos resultantes que ficam
disponiveis para diversas espécies. Algumas plantas ao longo de sua evolugdo
desenvolveram uma relacdo simbidtica (vantajosa para os dois lados envolvidos) com
estas bactérias, modificando a estrutura de suas raizes para abrigar 0s microrganismos
em seu interior. O exemplo mais usado para ilustrar esta relacdo é o de espécies de
leguminosas com bactérias Rhizobium. Enquanto a planta recebe nitrogénio importante
para 0 seu crescimento as bactérias sdo protegidas e recebem da planta nutrientes para o

seu proprio desenvolvimento.

Para entender melhor a importancia das bactérias na manutencdo dos
ecossistemas, tornou-se necessario o0 acesso a uma maior diversidade deste grupo nos
ambientes mais distintos. Compreender o papel destes microrganismos na manutencao
dos processos ecoldgicos ficou mais répido, barato e completo através do

desenvolvimento de uma nova abordagem: a metagendmica.

1.4 METAGENOMICA COMO FERRAMENTA EM ASCENSAO E SEUS
USOS DIVERSOS

A identificacdo de bactérias ja ndo esta restrita ao desenvolvimento de culturas
em laboratdrio (Pace et al, 1985). Gracas a uma molécula chamada rRNA, cientistas séo
capazes de identificar e determinar o parentesco de bactérias sem ter que esperar o
crescimento das culturas e enfrentar os obstaculos restritivos da cultura em laboratorio.
Os genes 16s da subunidade ribossomal menor (rRNA) estdo presentes em todos 0s
procariotos, sofrem pressdo seletiva semelhante e contém regides espécies-especificas
variaveis, o que permite inferir relacdes filogenéticas (Hugenholtz e Pace, 1996).
Baseado nisto, primers de PCR universais que se anelam a porgdes altamente
conservadas que flanqueiam as regides variaveis do gene podem ser usados para
permitir a amplificacdo da maioria das bactérias conhecidas, ajudando a compreender
uma grande variedade de ambientes e suas comunidades bacterianas associadas. Como o
rRNA pode virtualmente ser extraido de qualquer amostra ambiental, a genética
bacteriana encontrou um atalho atraente para a classificagdo, identificacdo e deteccéo

desses organismos (Woese, 2000). Pioneiro nesta abordagem, Norman Pace e



colaboradores (1985) publicaram diversos experimentos refinando essa nova viséo,
desenvolvendo seus principios e realizando demonstracGes praticas de como uma
abordagem baseada em seqiiéncias moleculares poderia revolucionar o campo de

ecologia microbiana (Xu, 2006).

O termo metagendmica foi usado pela primeira vez no fim do XX , conforme
mencionado por Handelsman et al (2004) e corresponde hoje a uma das mais
promissoras areas da biologia, ndo se restringindo a estudos filogenéticos e de ecologia.
A metagenbmica envolve o estudo de sequéncias de DNA obtidas diretamente do
ambiente e também vem sendo usada para denominar todo tipo de analise realizada a
partir de uma amostra de DNA ambiental, como todos seus procedimentos e
metodologia envolvidos até alcancar o resultado final. Essa abordagem permite ir além
da estrutura de comunidade (apontando riqueza de espécies e distribuicdo) e possibilita
também determinar o potencial funcional (metabdlico) desses seres vivos (Tyson,
2004). Esta ultima caracteristica vem firmando a metagenémica como ferramenta
importante em estudos biotecnoldgicos, em especial aqueles envolvendo a anélise de

enzimas com potencial econdmico.

Uma diversidade consideravel de ambientes teve seus genomas ambientais
sequenciados, como solos, oceanos e o trato intestinal humano (Goll et al, 2010). O
Projeto Microbioma Humano (Peterson et al, 2009) foi lancado em 2009 e trouxe a
metagendmica para a area da salde. A iniciativa pretende mapear as comunidades
associadas ao intestino, a boca, a pele e a vagina humana. Ainda na area médica,
estudos metagendmicos tém revelado relagdes entre comunidades bacterianas comensais
e alguns tipos de céncer (Tlaskalova'-Hogenova’'et al, 2011). E a utilizacdo da

metagendmica na drea médica continua em forte ascensao.

Trabalhos realizados com amostras de placentas, por exemplo, mostraram que
ela apresenta uma diversidade microbiana Gnica, composta principalmente por bactérias
ndo-patogénicas e comensais, possuindo provavelmente um papel importante na
manutencdo da salde do feto ao longo da gestacdo (Aagaard et al, 2014). De forma
semelhante, Belkaid e Segre (2014) usaram a metagenémica para tecer um paralelo
entre a microbiota da pele humana e o sistema imune, discutindo sobre como bactérias e
células da pele trabalham em conjunto para manter a barreira fisica e quimica da pele

funcional ao longo de invas@es por organismos patogénicos e traumas fisicos.



O melhoramento de metodologias de isolamento de DNA, estratégias de
clonagem, e técnicas de seqlienciamento permitiu 0 acesso e a exploracdo de
comunidades bacterianas de ambientes extremos e indspitos, como géiseres ricos em
elementos sulfatados, lagos hipersalinos e geleiras (Simon e Daniel, 2009). A
metagendmica também é usada para obtencdo de novos biocatalizadores naturais (Streit
e Schmitz 2004), descobrindo que as caracteristicas das enzimas mudam de acordo com
o habitat das bactérias e contribuindo para a area de enzimologia. O acesso a
biomoléculas através da metagendmica tém movimentado a biotecnologia e estudos
sobre mecanismos de resisténcia bacteriana a antibioticos podem ajudar na descoberta
de novas drogas (Cottrell et al, 1999, Wang et al, 2006). A abordagem metagendmica
também foi empregada em estudos arqueoldgicos e ajudou a analisar espécies extintas

como o mamute (Poinar et al, 2006) e os Neandertais (Noonan et al, 2006).
1.5 METAGENOMICA E SAUDE ANIMAL

A criacdo de gado é uma atividade econdmica amplamente distribuida e alguns
estudos metagenémicos foram realizados para compreender a microbiota natural destes
animais e sua alteracdo em estados de patogenia, assim como o potencial biotecnoldgico
associado a sua microbiota. Estudos envolvendo amostras do rimen de vacas sugeriram
novos genes bacterianos que estdo envolvidos na quebra da celulose e podem auxiliar na
utilizacdo biotecnoldgica com fins de desenvolvimento industrial de biocombustiveis
(Knight et al, 2012). Também ja sdo conhecidas comunidades bacterianas presentes nas
fezes destes animais (Shanks et al, 2006) e a diversidade de bactérias que estdo
associadas ao Utero sadio e com mastite pds-parto (Santos et al, 2010), ambos realizados

utilizando-se a abordagem metagenomica.

O Brasil é detentor do segundo maior rebanho bovino do mundo, segundo a
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAO, 2010). Além disso, é o segundo maior
produtor e o maior exportador de carne bovina mundial, 0 que mostra a importancia

deste setor para a economia do pais.

Sendo animais economicamente explorados, patologias que afetam o gado tem
uma consequéncia direta sobre a producdo, levando a uma diminuicdo dos lucros.
Micoplasmoses sdo fontes de diversos distdrbios reprodutivos que atingem o rebanho.

Seus sintomas incluem: agalactia contagiosa, mastite, endometrite, salpingite,



placentite, vulvovaginite granular, aborto, repeticdes de cio e infertilidade, causando
dessa forma um prejuizo a producdo (Doig, 1981). O tratamento para estes disturbios
reprodutivos pode se mostrar bastante complexo, uma vez que a administracdo de

antibidticos pode ndo ser efetiva para a eliminacéo do quadro patoldgico (Currin, 2009).

As bactérias do género Mycoplasma (pertencente a classe Mollicutes), sédo
consideradas 0s menores seres vivos de vida livre do planeta (Waites e Talkington
2004). Os integrantes deste género ndo apresentam parede celular, o que os diferencia
dos demais procariotos. A auséncia de parede celular é importante para os fatores
patogénicos do grupo, uma vez que antibidticos que afetam a sua sintese (como
penicilina e beta-lactam) tornam-se inefetivos. Mycoplasmas habitam principalmente as
superficies mucosas do trato respiratério e genital, invadindo a submucosa em casos de

imunossupressao e se espalhando pelo hospedeiro através dos vasos sanguineos.

Uma infeccdo por Mycoplasma, em especial Mycoplasma bovis, um patégeno
comum de rebanhos de gado ao redor do planeta, pode apresentar sintomas que estdo
ligados a inflamacdo de diversos orgdos. A inflamagdo pode ocorrer nas articulagdes,
causando artrite, nas tetas, acarretando o desenvolvimento de mastite e nos sistemas
respiratorio e genital. Quando ocorre no sistema respiratorio M. bovis infecta os
pulmdes dos animais, podendo causar pneumonia que se torna fatal caso ocorra
juntamente com outras infeccdes bacterianas, como as causadas pelos grupos
pasteuralle, streptoccoci e staphylicoccus. Infeccdes secundarias dificultam ainda mais
o tratamento da Mycoplasmose, tornando as bactérias resistentes ao tratamento com
antibidticos (Pfiitzner e Sachse, 1996). Os mecanismos de patogenicidade de M. bovis
sd0 em sua maioria desconhecidos, mas sabe-se que a espéecie apresenta uma grande
capacidade de variar as familias de proteinas que sdo expressadas na superficie de sua
membrana, 0 que € um ponto importante para se entender a dindmica patogeno-
hospedeiro. A administragdo de antibidticos costuma ser inefetiva no tratamento de
Mycoplasmoses bovinas (Caswell e Archambault, 2007) e uma vez que ndo existem

vacinas para profilaxia da doenca, identifica-la em estagios iniciais torna-se essencial.

Quando falamos da infec¢do por Mycoplasma bovis no aparelho genital de vacas
¢ importante levar em consideracdo que assim como nos casos em que ha
desenvolvimento de pneumonia, ndo costuma haver diferencas na sintomatologia que

distinguem Mycoplasmoses de doencas causadas por outros fatores. Isto significa que


http://europepmc.org/search;jsessionid=Ek7VvyyTEWDexUClK4yK.2?page=1&query=AUTH:%22Pf%C3%BCtzner+H%22

inicialmente ndo ha separacéo entre distarbios reprodutivos causados por Mycoplasma e
distdrbios reprodutivos decorrentes de qualquer outro agente etiolégico ou condi¢édo
ambiental (Pfltzner e Sachse, 1996). Sendo os sintomas ndo-especificos, para ser
identificado como Mycoplasmose é necessario que se faga uma coleta de material do
animal que apresente os sintomas clinicos seguida de cultivo das bactérias da amostra
em laboratério em meios especialmente montados para proporcionar o crescimento de
Mycoplasma. Uma outra abordagem tradicional para a identificacdo de M. bovis
envolve a observacdo de anticorpos contra a bactéria que podem estar presentes nas
amostras coletadas.

Considerando as caracteristicas da doenca, o presente estudo analisa através de
uma abordagem metagendmica a comunidade microbiana associada a mucosa vaginal
de vacas no estado sadio e com sintomas de micoplasmose com o intuito de
compreender a instalacdo da patogenia, como também caracterizar a diversidade

microbiana apresentada em ambos os quadros.
2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um estudo no campo da microbiologia no sentido de possibilitar
uma maior compreensdo sobre a microbiota associada ao trato genital de vacas

saudaveis e vacas com sintomas de micoplasmose.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Levantar dados sobre as mudancas na diversidade entre microbiotas
caracteristicas de um estado saudavel e um estado doente usando-se uma abordagem

metagendmica;

Analisar dados sobre caracteristicas microbianas para inferir mudangas ocorridas

no ambiente durante a transicdo para um estado afetado;

Apontar  alguns grupos potencialmente patogénicos que estdo ligados ao

desenvolvimento dos sintomas;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de DNA foram coletadas da regido genital de bovinos em
propriedades na regido semi-arida do estado da Bahia, com apoio da UFPBA. A coleta
foi feita atras de friccdo de swabs na regido vulvovaginal/prepucial e realizada em cinco
animais que apresentavam sinais clinicos de disturbios reprodutivos acarretados pela
micoplasmose e em cinco animais que nao apresentavam este quadro. Os sintomas
apresentados pelas vacas doentes foram: vagina esbranquicada, fluido vulvar purulento,
inflamacdo da mucosa vulvar e vulvovaginite granular. Os swabs foram obtidos em
duplicata e armazenados sob refrigeracdo em meios de transporte até serem usados
novamente. Também foram aplicados questionarios nas propriedades onde as coletas
foram realizadas sobre as condices ambientais e sintomas que 0s animais

apresentavam.
3.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA TOTAL

O protocolo de purificagdo utilizado descreve o isolamento do DNA genémico
com base na lise direta dos microorganismos a partir de amostras de swab realizada na
UFPB (Henne et al., 1999): 1,35 mL tampdo de extracdo de DNA (100 mM Tris—HCI
pH 8.0, 100 mM sodio-EDTA, 100 mM fosfato de sddio, 1,5 M NaCl, 1% brometo de
cetil trimetilamonio (CTAB)), suplementado com 20 pL de Proteinase K (20 mg/mL) e
200 pL de lisozima (50 mg/mL) foram adicionados a amostra seguido por uma
incubacéo a 37°C por 30 min, agitacdo opcional (150 rpm); 1,5 pL (17.000 U) RNase A
foram adicionados seguido de incubacdo ainda a 37°C por 30 min; 150 uL SDS 20%
foram adicionados seguido por uma incubacéo por 2 h a 65°C e centrifugacdo posterior
a 4500 x g por 10 min; extracdo do sobrenadante com cloroférmio, seguido pela
precipitagdo dos acidos nucléicos com isopropanol (0,7 vol) por 1 h em temperatura
ambiente e centrifugacdo subsequente por 45 min a 16.000 x g e 4°C. O precipitado de
DNA é lavado com etanol 70%, seco, e dissolvido em 25 pL de tampdo TE (10 mM
Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA).

A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose corado com brometo de
etidio e seu tamanho estimado por comparacdo com um marcador especifico. O DNA

total extraido das amostras foi purificado atraves de protocolo especifico.
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3.3 AMPLIFICACAO DO GENE 16S RDNA

O DNA total foi utilizado para a amplificacdo do gene ribossomal 16S rDNA
através da técnica de PCR. Foram usados os primers universais 27F (5° AGA GTT TGA
TCCTGG CTC AG 3") e 1492R (5" GGT TACCTT GTT ACG ACT T 3), especificos
para o dominio Bacteria (Lane et al., 1991). O PCR foi realizado em termociclador com
0s seguintes parametros: 1 minuto a 80°C e 5 minutos a 94°C para desnaturacao inicial,
seguido por 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C por dois minutos e 72°C por 2
minutos, os dois Ultimos ciclos foram de 72°C durante 10 minutos para extensao final e
4°C por 15 minutos. Cada 48 pL de reacdo de PCR continha 40 uL de PCR SuperMix, 5
uL de DNA total e 1,5 pL de cada primer utilizado. A quantidade de cada reagente foi
determinada seguindo os protocolos do fabricante da mistura para amplificagdo PCR
SuperMix. As amostras amplificadas foram quantificadas usando-se NanoDrop. As

amostras quantificadas foram entdo enviadas para sequenciamento.

34 GERACAO DOS PRIMERS 16S E DA BIBLIOTECA DE
AMPLIFICACOES

A amplificacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) da regido hipervariavel
V5-V6 do 16S rRNA foi feita usando primers degenerados para frente V5F-784: 5'-
AAC RGG ATT AGA TAC CC-3') e reverso (V6R-1064: 5'-CGA CRR CCA TGC
ANC ACC T-3') especificos para bactérias. O terminal 5' dos primers de frente foram
unidos ao adaptador-A seguido da sequiéncia chave, os primers reversos foram
fusionados com uma sequéncia truncada do adaptador-Pi (TRP1). Os primers foram
diluidos em &gua molecular em quantidades iguais. Para preparacdo da biblioteca de
amplificados foram combinados 4 ng de DNA metagenémico de cada amostra, 1 U
platina Taqg DNA polimerase de alta fidelidade, 5mM dNTPs, 2mM MgCI2 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmol de primers pré-misturados em um volume
total de 25ml de mistura de reagdo. As condi¢des de amplificacdo do PCR foram 94°C
por 3min, seguidos por 30 ciclos de 94°C por 15s, 55°C por 15s e 68°C por 10s, com
uma fase final de elongacédo a 68°C por 30s. Os produtos da PCR foram purificados em

gel de agarose 1.5%.

3.5 PCR EM EMULSAO E SEQUENCIAMENTO
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PCR em emulsdo foi realizada usando o Express lon Template Kit V2.0 (Life
Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante nos laboratorios da USP. O
sequenciamento da biblioteca de amplificados foi feita usando a plataforma de
sequenciamento lon Torrent Personal Genome Machine - PGM, usando os reagentes do
Sequencing kit 200 (Life Technologies), também seguindo o protocolo do fabricante
(Part No. 4471999 Rev. B, 13. Oct. 2011) com as seguintes modifica¢des: 1) o chip foi
lavado uma vez adicional com isopropanol e depois do buffer de anelamento, checado e
calibrado para remover possiveis bolhas de ar resultantes desses procedimentos; 2) os
beads foram carregados duas vezes no chip 314, com cada carregamento seguido de
quatro ciclos de centrifugacdo a velocidade méxima por 15s (Mini Star, VWR
International GmbH, Darmstadt, Germany) e agitacdo a 3000rpm por 10s em um IKA
orbital shaker (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany) equipado com um
adaptador especial para o chip, seguido por centrifugacdo no fim de cada carregamento

por 15s e 3) a amostra inteira foi carregada no chip.
3.6 ANALISE DAS SEQUENCIAS

As pouco mais de 400 mil seqiiéncias brutas tiveram suas qualidades checadas
através da utilizacdo do programa Mothur (Schloss et al 2009). Reads com qualidade
baixa foram removidas do restante das analises,. O algoritmo UCHIME presente no
Mothur foi usado para a identificagdo de formacdes quimericas artificiais. Unidades
operacionais taxonémicas (OTUs) foram determinadas através de andlises de
agrupamento para cada amostra individualmente com base no Ribosomal Database
Project (Cole et al 2009). Blastn local foi usado para determinar a taxonomia das
sequéncias dos genes 16S rRNA baseando-se no banco de dados 16SMicrobial. O blastn
é uma ferramenta que compara as sequéncias com informag¢bes no banco de dados,
apontando grupos taxondmicos aos quais as bactérias da amostra provavelmente
pertencem. Os resultados obtidos pelo blastn foram submetidos a um segundo
programa, 0 MEGAN (MetaGenome ANalyzer), que usou os dados para geracdo de

graficos dos perfis taxonémicos comparativos e dos atributos microbianos das amostras.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas cerca de 62 mil reads apds a remocdo de dados com baixa
qualidade. As curvas de rarefacdo obtidas através do Megan mostram uma cobertura

satisfatoria alcancada pelas OTU’s utilizadas (Fig. 1, Fig. 2). As curvas referentes ao
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controle possuem uma qualidade menor, mas ainda considerdvel, ndo se afastando

muito do platd de cobertura ideal.
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Figura 1- Curvas de rarefacdo obtidas do perfil saudavel. As curvas se referem aos niveis

taxondmicos de familia e género, respectivamente.
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Figura 2 — Curvas de rarefagdo obtidas do perfil afetado por distarbios reprodutivos. As curvas

se referem aos niveis taxondmicos de familia e espécie, respectivamente.

As classificagdes taxondmicas das OTU’s mostram a diversidade ecologica
presente em cada ambiente analisado. As leituras realizadas pelo Blastn indicam 22

grupos bacterianos caracterizando a comunidade presente em animais sadios:

Actinomycetaceae (8 reads, 0,95%); Bacteroidaceae (237 reads, 28,31%);
Betaproteobacteria (6 reads, 0,71%); Clostridiaceae (22 reads, 2,63%);
Coriobacteriaceae (11 reads, 1,31%); Corynebacteriaceae (11 reads, 1,31%);
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Cytophagaceae (44 reads, 5,25%); Deltaproteobacteria (5 reads, 0,59%);
Enterobacteriaceae (208 reads, 24,85%); Mollicutes (5 reads, 0,59%); Moraxellaceae (5
reads, 0,59%); Oscillospiraceae (9 reads, 1,07%); Planctomycetaceae (13 reads, 1,55%);
Porphyromonadaceae (37 reads, 4,42%); Prevotellaceae (6 reads, 9,71%); Rikenellaceae
(67, 8%); Ruminococcaceae (25 reads, 2,98%); Selenomonadales (35 reads, 4,18%);
Spirochaetaceae (18 reads, 2,15%); Streptococcaceae (31 reads, 3,70%);
Verrucomicrobiaceae (7 reads, 0,83%) e Victivallaceae (21 reads, 2,50%) (Fig. 3 e
Fig.4).
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Figura 3 — Diversidade bacteriana apresentada no perfil saudavel.
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Taxanomy profile for 163.Control.results.rma
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Figura 4 — Géneros bacterianos observados no perfil saudavel.

Animais com distdrbios reprodutivos apresentaram uma maior diversidade e

riqueza de taxa, estando presentes 92 familias e mais de 100 géneros. Os taxa mais
representativos foram: Enterobacteriaceae (15556 reads, 26,88%); Bacteroidaceae
(13272 reads, 22,93%); Cytophagaceae (2741 reads, 4,73%); Pasteurellaceae (8188
reads, 14,14%); Porphyromonadaceae (2055 reads, 3,55%); Rikenellaceae (3582 reads,
6,18%); Victivallaceae (1986 reads, 3,43%); Alistipes (818 reads, 2,67); Barnesiella
(827 reads, 2,70%); Clostridium (662 reads, 2,16%); Flexibacter (1393 reads, 4,55%);
Histophilus (5472 reads, 17,90%); Oscillibacter (313 reads, 1,02%);
Phascolarctobacterium (452 reads, 1,47%); Prevotella (153 reads, 0,50%); Rikenella
(180 reads, 0,58%); Streptococcus (876 reads, 2,86%); Treponema (855 reads, 2,79%);
Victivallis (1985 reads, 6,49%) (Fig. 5 e Fig. 6).
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Figura 5 — Familias bacterianas encontradas no perfil doente.
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Figura 6 — Diversidade e representatividade de géneros bacterianos observados no perfil doente.

A comunidade habitando animais sadios teve 0s seguintes atributos microbianos
associados: resultado para teste de Gram negativo, modo de vida associado a
hospedeiro, auséncia de mobilidade, crescimento 6timo em 37°C, anaerdbias, nédo
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patogénicas, forma de cocos e faixa de temperatura mesofilica. Os atributos
microbianos do perfil com distdrbios reprodutivos foram de diversidade mais ampla,
incluindo taxa causadoras de patogenias em diversas espécies, sendo as enfermidades de
grande espectro: pneumonia, atrite, miocardite e distdrbios reprodutivos. As espécies
bacterianas deste perfil ainda apresentaram diferentes niveis de requerimento de
oxigénio, uma temperatura 6tima de crescimento variavel e um modo de vida que vai de
comensal a patogénico oportunista e estritamente patogénico, presenca de mobilidade e

diversos tipos de morfologias (Fig. 7).
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Figura 7 — Atributos microbianos da comunidade estabelecida no perfil doente.

Quando comparamos as duas comunidades € evidente o aumento de diversidade
e densidade populacional dos grupos presentes nos individuos com disturbios
reprodutivos. Nesta condic¢do € observada um acréscimo de grupos bacterianos ausentes
na condicdo saudavel, que é acompanhada por uma maior representatividade de taxa
que também foram encontradas habitando a regido genital de vacas saudaveis. As
familias Enterobacteriaceae, Porphyromonadaceae, Coriobacteriaceae, Cytophagaceae,
Corynebacterineae, Bacteriodaceae, Streptococcaceae, Victivallacea, além dos géneros
Selenomonadales, Treponema e Victivallis apresentaram um grande crescimento no
estado doente e sdo grupos conhecidos por comporem a microbiota vaginal natural de
vacas (Otero et al., 2000; Panangala et al., 1978).
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Lactobacilos sdo apontados como barreira primaria contra infeccdo por
patdgenos genitais (Redondo-Lopez et al., 1990) através de uma combinagdo de
exclusdo estérica e producio de substancias inibitorias. Acido latico produzido através
da fermentacdo de carboidratos auxilia na manutencdo do pH vaginal, agindo como
barreira quimica para infeccdo de espécies invasoras (Toméas Juarez et al., 2003).
Algumas espécies de Lactobacillus ainda produzem H202 e substancias semelhantes a
bacterioricinas que poderiam agir sobre espécies bacterianas patogénicas (Ocana et al.,
1999). Os lactobacilos produtores de H202 estdo presentes em maior quantidade no
trato genital de mulheres saudaveis, enquanto a auséncia delas torna a mulher mais
susceptivel a infecgbes bacterianas durante a gravidez (Hillier et al., 1993). E assumido
que este grupo esta associado a um mecanismo de defesa antimicrobiano ndo especifico
no ecossistema de vaginas saudaveis (Redondo-Lopez et al. 1990) e lactobacilos foram
descritos como constituintes da microbiota natural do trato genital de vacas (Otero et al.,
2000). No presente estudo, porém, nao foram identificados lactobacilos na comunidade
pertencente a individuos saudaveis, indicando que as vacas saudaveis estudadas nédo

apresentam esta barreira natural caracteristica.

O género Barnesiella esta entre os taxa que estdo presentes nas duas condicdes,
tendo uma maior representatividade no estagio saudavel (13 reads do total de 721 em
comparagdo com o0s 827 reads do total de 30.565 dos géneros presentes da condicdo
doente). Espécies do género Barnesiella vém sendo apontadas como capazes de impedir
a colonizacdo de bactérias das familias Enterobacteriaceae e Enterococcaceae em
superficies mucosas como o intestino, onde estes grupos tendem a se expandir e
dominar (Ubeda et al, 2013). Bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo conhecidas
por serem patdgenos oportunistas, que podem produzir endotoxinas e piorar um quadro

de infecgéo.

Além de Enterobacteriaceae, Corynebacteriaceae, Moraxellaceae e
Prevotellaceae também podem piorar quadros de infeccdo ja existentes e agir como
patdgenos em determinadas circunstancias (como diante de uma fase de
imunossupressao). Prevotella coloniza através de juncdo ou ligacdo a outras bactérias
em adicdo a células epiteliais, criando uma infec¢do mais intensa em areas com infecgédo
prévia. Muitas espécies sdo conhecidas pela resisténcia a antibioticos e podem causar
uma ampla variedade de doencas, inclusive no trato genital (Yoon et al, 2003).
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Outro fator que auxilia na adesdo dos patdgenos nos individuos com disturbios
reprodutivos € a producdo de muco polissacarideo utilizada por muitos grupos para
facilitar a locomocéo através de deslizamento. Ainda, grupos como Mycoplasmataceae
sdo formadores de biofilmes que ajudam no acimulo de pequenas massas de bactérias
patogénicas no trato genital, criando um microambiente propicio para a proliferacdo
bacteriana que é capaz de oferecer protecdo a acdo de antibidticos e do préprio sistema
imune do hospedeiro. Mycoplasmataceae sdo habitantes naturais do trato genital de
gado, mas podem se tornar patogénicas (Nicholas et al., 2008). A representatividade do
grupo no estagio doente, porém, ndo € tdo marcante sugerindo que pode estar
contribuindo com o quadro de infeccdo, mas provavelmente ndo como patdgeno

primario.

A transicdo de comensalismo para parasitismo pode ser desencadeada por
mudancas no sistema imune do hospedeiro ou da microbiota (Calderone, 2001). A
invasdo do ambiente por novos grupos bacterianos pode ter levado a um desequilibrio
ecoldgico que por sua vez permitiu a proliferacdo desenfreada de espécies patogénicas
que ndo sdo caracteristicas da microbiota natural (ou caso fossem, em situagdo normal
agissem como comensais). Mudangas em comunidades microbianas foram descritas
ocorrendo tanto por supressao (Manichanh et al., 2006; Ott et al., 2004) quanto pela

colonizacao por novos grupos (Fredricks et al., 2005).

Ha& importantes mudancas ambientais na transicdo do estagio sadio para o
doente. Na condicdo sadia encontramos uma microbiota predominantemente anaerdbia,
quando comparamos 0s grupos bacterianos presentes fica claro que individuos com
disturbios reprodutivos passam por uma mudanca na quantidade de oxigénio presente
no ambiente. Em tratos genitais com sintomas de patogenia ha predominancia de taxa
com requerimento de oxigénio facultativo, aparecendo inclusive grupos aerobios.
Exemplos que ilustram essa nova condi¢do incluem Singulisphaera (Kulichevskaya et
al, 2008), Olivibacter (Wang et al., 2008) e Comamonadaceae (Willems et al., 1991).
Fibrobacter e Lactobacillus sdo grupos que vivem em ambientes acidofilos e aparecem
apenas no perfil doente, sugerindo que ha uma diminuicdo do pH que pode ser resultado
da producdo de substancias acidas provenientes dos metabolismos fermentativos destas
bactérias e de grupos anaerébios como Victivallis (Zoetendal et al., 2003) e Bacteroides.
A disponibilizacdo de compostos organicos e ions para o metabolismo bacteriano na

condicdo doente pode ser facilitada pela presenca de bactérias como Bdellovibrio, um
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parasita intracelular (Seidler e Starr, 1969) conhecido pelo seu ciclo celular que pode
levar a lise total ou parcial das células hospedeiras liberando, desta forma, metabdlitos e
nutrientes para a comunidade. A presenca de especies que fermentam mucina, como
Akkermansia muciniphila, pode contribuir para facilitacdo do quadro de infec¢do, uma

vez que esta substancia esta relacionada a defesa contra patdgenos (Derrien et al, 2004).

Histophilus é um conhecido oportunista que habita o trato genital bovino e pode
causar uma grande variedade de distarbios (van der Burgt et al., 2007). Os sintomas
apresentados pelos disturbios reprodutivos causados por este grupo englobam a
sintomatologia dos locais afetados do perfil doente, 0 que, juntamente com a grande
representatividade do grupo (5 mil reads no perfil doente) pode significar que se trata de
um dos principais contribuintes para o quadro de infeccdo. Grupos de bactérias que
reduzem metano, tais como Succinivibrionaceae (Stackebrandt and Hespell, 2006),
podem estar favorecendo o metabolismo de Histophilus que ainda pode utilizar os
produtos metabdlicos de Methanocorpusculum, Desulfovibrio e Desulfobulbus, todos
presentes no perfil doente. Desulfovibrio reduz o sulfato (Voordouw, 1995) liberado da
fermentacdo da mucina por Akkermansia muciniphila. O sulfato pode ser oxidado por
espécies de Desulfobulbus (Lien et al., 1998). Methanocorpusculum utiliza H,CO; ou
formato em seu processo metanogénico (Garcia et al., 2006). Estas reacGes podem
favorecer o metabolismo de Histophilus que é baseado na utilizagdo de metano,
nitrogénio e enxofre, o que poderia levar a um agravamento da infeccdo devido ao

crescimento populacional deste grupo.

Arcanobacterium pyogenes €& uma espécie pertencente a familia
Actinomycetaceae que se mostra uma outra candidata interessante para o
desencadeamento do processo de infec¢do. A. pyogenes atua como bactéria oportunista
uma vez que se multiplica sobre feridas superficiais na pele ou mucosa de animais,
desencadeando processos infecciosos piogranulamentosos (Jost e Billington, 2005).
Possui atividade leucotéxica e hemolitica (Narayanan et a, 198l), o que acarreta a
formacgéo de abscessos com desenvolvimento de bastante pus e extensa fibrose, o que
torna seus processos infecciosos de dificil resolucdo tecidual (Giuffrida e Bignarde,
2011). Moléculas citotoxicas colesterol dependentes produzidas pela espécie sao
atraidas a dominios ricos em colesterol nas membranas celulares, onde elas se
agregaram e formam um poro, levando a morte osmoética das células alvo que muitas

vezes incluem macréfagos. A. Pyogenes atua comumente associada a duas espécies:
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Fusobacterium necrophorum e Prevotella melaninogenicus. No presente estudo,
espécies de Fusobacterium estavam presentes apenas na condicdo com distarbios
reprodutivos, enquanto Provetella apareceu nas duas condicdes. A atuacdo em conjunto
que demonstra a relacdo ecoldgica presente entre estas trés espécies se da pelo fato de
Fusobacterium necrophorum produzir uma leucotoxina, enquanto Prevotella
melaninogenicus produz uma substancia que impede a fagocitose e A. Pyogenes produz,
além de substancias citotoxicas ja& mencionadas, um fator de crescimento para
Fusobacterium necrophorum (Sheldon et al, 2009). A. Pyogenes pode atuar como
patdgeno primario, mas sua infeccdo muitas vezes segue um trauma microbiano ou
fisico na membrana mucosa que permite a dispersdo do patdgeno. Desta forma, a
transicdo de organismo comensal para parasita ocorre muitas vezes de forma autégena
(Jost e Billington, 2005).

A relacdo entre bactérias patogénicas anaerdbias e aerdbias nos animais doentes
pode ainda significar um caso de sinergia bacteriana, um fenbmeno que pode estar
influenciando a instalagdo da inflamagéo e desenvolvimento dos sintomas nos animais
afetados. Falamos de sinergia quando grupos distintos de bactérias trabalham em
conjunto para amplificar o quadro infeccioso. Isto € bastante estudado em doencas
causadas por bactérias em modelos animais e nossos dados sugerem que algo parecido
pode estar acontecendo na comunidade bacteriana presente nos individuos com
disturbios reprodutivos. Meleney ja apontava em 1931 a importancia das interacoes
bacterianas ndo apenas para 0 processo infeccioso, mas também como essas interages
podem influenciar os resultados de uma terapia com antibidticos. Estudos envolvendo a
instauracdo e desenvolvimento de abscessos intra-abominais em animais modelo
apontaram o envolvimento de bactérias anaerdbias e facultativas no desenvolvimento

dos sintomas.

Montravers et al (1998) enquanto estudava o melhor tratamento para peritonite
polimicrobial em camundongos percebeu que a caracteristica diversificada da infeccéo
ndo poderia ser ignorada para alcancar o melhor resultado possivel na erradicagdo das
bactérias patogénicas. Observou também que a persisténcia das bactérias (e sintomas
associados) ap6s o tratamento com antibidticos mono-especificos indicava que
bactérias aerdbias e anaerdbias estavam trabalhando em conjunto no desenvolvimento

da inflamagéo.
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De forma similar, Metzger e Sun (2013) estudaram o papel da sinergia
bacteriana no desenvolvimento de inflamacdes e disfuncdo imune que segue infeccédo
pelo virus Influenza. Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus sdo as
bactérias mais comuns envolvidas nesse processo inflamatério, sendo o controle e
remocdo delas um trabalho dificil em pacientes hospitalares. Indo além da interacdo
bactéria-bactéria, a presenca do virus pode extrapolar as interacdes microbianas,

ampliando a discussdo sobre sinergia a um ambito virus-bacteria(s).

A infecgdo polimicrobial comum em pacientes com diabetes do tipo dois
também € um caso de sinergia bacteriana como mostrado por Mastropaolo et al (2005),
participando do desenvolvimento do quadro infeccioso bactérias anaerdbias, aerdbias e
anaerobias facultativas. A sinergia foi comprovada pelo aumento estatisticamente
significativo na quantidade das bactérias quando inoculadas em conjunto com outras
bactérias comparado a quando sdo inoculadas sozinhas em camundongos diabéticos,

usados como modelos in vivo.

E provavel que as vacas com distdrbios reprodutivos apresentam uma infecgéo
polimicrobial em que as bactérias agem em sinergia para potencializar a protecdo contra
o sistema imune do hospedeiro e aumentar a sua sobrevivéncia, assim como a interacdo
de diferentes fatores de viruléncia provenientes de grupos distintos pode estar
influenciando o desenvolvimento dos sintomas e da infeccdo como um todo. Controlar
uma infec¢do polimicrobiana pode se mostrar um desafio, uma vez que a eliminacao de
espécies competidoras apenas causara a proliferacdo das demais. Ainda, espécies em
sinergia podem estar produzindo fatores de crescimento para outras além de
disponibilizar mais nutrientes e minerais para a comunidade como um todo. E o caso da
disponibilidade de ferro, um importante limitador para o crescimento de bactérias que

necessitam deste nutriente essencial para seus metabolismos.

Hospedeiro e patdgeno travam uma verdadeira batalha pelo ferro no organismo,
sendo comuns mecanismos em que 0 hospedeiro tenta remover ferro do ambiente para
dificultar o crescimento de espécies invasoras. Grupos como Bacteroides sdo
conhecidos por emitirem enzimas que disponibilizam mais ferro para seu crescimento (e
como consequiéncia, para as demais bactérias presentes no ambiente). Isto ocorre pela
producdo de hemolisina e hemoglobina protease que juntas promovem a lise de células

vermelhas e libera nutrientes no ambiente, estimulando o crescimento bacteriano.
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Bacteroides € um dos grupos mais abundantes nos dois estados estudados
(juntamente com Enterobacteriaceae). Este grupo é notavel pela abundancia de fatores
de viruléncia que incluem, além do seqlestro de ferro do hospedeiro, capsula poli e
lipopolissacaridica, mecanismos de aderéncia, proteases, enzimas hidroliticas,
neurameidase, enterotoxinas e outros mecanismos de defesa que visam evadir 0s
neutrofilos do sistema imune. Inibicdo de fagocitose e producdo de compostos que
competem com opsoninas do hospedeiro para reduzir a opsonizacdo bacteriana sdo
outras caracteristicas que favorecem ndo apenas o0 crescimento de Bacteroides, mas

também de outras bactérias da comunidade.

Devemos considerar ainda a mudanca de pH observada no estado doente. As
bactérias observadas no estado doente possuem a producdo de succinato como um dos
metabdlitos mais abundantes (principalmente Enterobacteriaceae, um dos grupos mais
representativos), causando um pH mais &cido, Otimo para inibicdo da funcdo de
neutrofilos. O pH mais baixo ainda pode alterar a distribuicdo dos leucdcitos,
prejudicando ainda mais a resposta imune do hospedeiro. Além destas caracteristicas,
Bacteroides ainda induz a deposicdo local de fibrina, dificultando a limpeza das

bactérias pelo sistema imune.

Por fim, Streptococcus € um dos grupos presentes na microflora vaginal dos
animais com distarbios reprodutivos e contém espécies como Streptococcus agalacteae,
um causador conhecido de mastite bovina e residente no aparelho genital do gado.
Streptococcus agalacteae possui diversos mecanismos e fatores de viruléncia que
promovem a invasao da superficie mucosa da vagina, sendo o pH acido 6timo para
aderéncia desta espécie e comego do processo infeccioso. Assim como Bacteroides,
Streptococcus apresenta mecanismos para resistir a fagocitose de células de defesa

(macrofagos), além de também produzir hemolisinas.

Podemos observar as principais mudangas ocorridas na comunidade bacteriana

na transicdo para o estado com disturbios reprodutivos no esquema abaixo:
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Figura 8 - Diagrama resumindo de forma simplificada a comunidade bacteriana e 0 ambiente

relacionado ao dois perfis estudados.

No diagrama, encontramos as familias presentes em maior quantidade em ambos

0s estados, estando destacadas as que sdo conhecidas por agirem como patdégenos em

determinadas circunstancias. Temos ainda no perfil doente as relagdes ecoldgicas entre

0S Qgéneros patogénicos e uma ilustracdo da agdo protetora de Bacteroides e da

diminuicdo de pH ocasionada por Enterobacteriaceae, além da quantidade baixa de

Mycoplasma observada ao longo das analises.

A nova conformacdo da microbiota vaginal em vacas doentes aponta que 0S

fatores patogénicos dependem da combinacdo de espécies presentes no local e da

interacdo dos diferentes fatores de viruléncia dessas espécies. Mais gque isso, dependem

dos produtos metabolicos que estas espécies estdo produzindo no ambiente e como estes

interagem com os metabdlitos das demais espécies da comunidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou uma visdo mais ampla sobre 0 que poderia estar
desencadeando a infec¢do nos individuos afetados por disturbios reprodutivos. A
sintomatologia indicava micoplasmose, mas com a utilizacdo da metagenémica foi
possivel observar que o quadro era mais complexo que se pensava inicialmente. A
comunidade estabelecida na condigdo enferma difere tanto em diversidade quanto em
quantidade de grupos bacterianos presentes quando comparada ao estado sadio. Nossos
dados sugerem que ocorre uma mudanga no ambiente que favorece a proliferacdo de
bactérias que fazem a transicdo de comensal para oportunista, contribuindo para o
agravamento do quadro infeccioso. RelagBes ecolégicas estdo bem estabelecidas na
microbiota de individuos doentes, ocorrendo possivel formacdo de microambientes que
constituem o habitat ideal para o crescimento populacional de espécies patogénicas.
Arcanobacterium  pyogenes, Histophilus, Prevotella, Fusobacterium e
Mycoplasmataceae séo taxa que agravam infeccGes previamente estabelecidas, podendo
agir também como pat6genos primarios em condi¢des especificas. A sinergia ocorrente
no grupo afetado por distdrbios reprodutivos é mais uma indicacdo de que os patdgenos
podem estar se protegendo mutuamente das tentativas do sistema imune de erradica-los,
garantindo desta forma a sobrevivéncia e proliferagdo dos grupos infectantes. Nao se
trata, portanto, de sintomas causados pela presenca e acdo de um unico grupo bacteriano
e sim de uma mudanca no ecossistema que veio acompanhada (ou foi causada) pela
colonizagdo de espécies patogénicas ou proliferacdo de comensais que realizaram a
transicdo para um estagio parasitario. N&o esta claro se a mudanga no ambiente permitiu
a instalacdo e crescimento de grupos patogénicos ou se a invasdo e 0 aumento
populacional destas espécies ocasionaram as mudancas ambientais e ecoldgicas
observadas. Os resultados alcangados por este estudo reforgcam a dificuldade enfrentada
pelos criadores ao tentar combater distUrbios reprodutivos em seus rebanhos. Uma vez
que se trata de uma nova comunidade bacteriana, com caracteristicas ambientais e
ecoldgicas préprias, 0 combate a um grupo patogénico pode ndo ser suficiente, pois
pode levar a eliminacdo de um competidor que apenas fortaleceria as demais espécies
que estdo contribuindo para o desenvolvimento do quadro infeccioso. O estagio
patogénico deve ser tratado com a complexidade que apresenta, ndo se deixando de fora
as relacOes existentes na comunidade e possiveis consequéncias de utilizacdo

desenfreada de antibidticos. Estudos posteriores sdo necessarios para maior
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compreensdo da microbiota estabelecida em casos de disturbios reprodutivos, a fim de

determinar tratamentos mais eficientes contra estas patologias.
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