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RESUMO

A Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) é uma doenca venérea, que causa prejuizos
econdmicos para 0 setor pecuario, cujo agente etiolégico é o Campylobacter fetus subsp.
venerealis (Cfv). Essa bactéria ¢é fastidiosa e microaerodfila, o que dificulta o transporte de
amostras biologicas, o cultivo microbiologico e a identificagdo bacteriana. Além disso, existe
uma lacuna no entendimento da interagdo microbiana das comunidades bacteriana e fingica
cervicovaginal, em casos de colonizagdo por Cfv e outros agentes infecciosos carreados por
touros, que causam problemas reprodutivos nas fémeas bovinas. Portanto, esta tese objetivou:
1) avaliar a viabilidade do congelamento de muco prepucial de touros para identificacdo de Cfv
por ensaio de PCR; ii) screening molecular dos principais agentes infecciosos (Cfv, M. bovis,
M. bovigenitalium, U. diversum e T. foetus) careados por touros e vinculados a infertilidade;
ii1) determinar a diversidade da comunidade fiingica residente na cérvix de vacas, conforme a
ordem de paridade (multiparas e nuliparas), e iv) determinar a diversidade bacteriana residente
na cérvix de vacas com CGB. Identificamos que os mucos prepuciais de touros podem
permanecer congelados a - 20 °C por 10 dias previamente ao diagnostico molecular de Cfv,
sem prejuizo na sensibilidade do método. O rastreio molecular dos agentes infecciosos
reprodutivos carreados por touros de rebanhos com baixas taxas reprodutivas evidenciou que
159/210 touros foram positivos para a presenga de pelo menos um dos agentes investigados,
sendo Cfv, M. bovis, U. diversum e M. bovigenitalium os mais comumente observados. Os
resultados dos sequenciamentos da regido ITS sugerem que a comunidade fingica presente na
cérvix sofre significativas mudancas nas vacas com infertilidade, bem como nas vacas
multiparas. Ademais, o género Candida parece estar relacionado aos casos de infertilidade em
fémeas bovinas. O estudo da comunidade bacteriana cervicovaginal bovina evidenciou que a
microbiota desse sitio ndo sofre alteragdes pela presenga de Cfv. O perfil da microbiota
bacteriana esta intimamente relacionado ao fato do retorno ao cio na tltima esta¢do, no qual a
Cfv pode interagir e se beneficiar da microbiota presente, mas sem causar alteracdes diretas
nela. Em resumo, esta tese caracteriza a microbiota cervicovaginal de vacas com CGB,
permitindo 0 conhecimento sobre o perfil da interacdo microbiana no trato reprodutivo de
fémeas bovinas. Os resultados permitirdo o aprimoramento do desenvolvimento tecnoldgico de

medidas de controle e reducdo de perdas reprodutivas na bovinocultura.

Palavras-chave: Campilobacteriose Genital Bovina. Comunidade fungica. Comunidade

bacteriana. Muco cervicovaginal. Muco prepucial. Doengas reprodutivas bovinas.



ABSTRACT

Bovine Genital Campylobacteriosis (BGC) is a venereal disease that causes economic losses to
livestock, whose etiological agent is Campylobacter fetus subsp. venerealis (Cfv). This
bacterium is demanding and microaerophilic, making it difficult to transport biological samples,
microbiological culture, and bacterial identification. There is a gap in understanding the
microbial interaction of bacterial and fungal cervicovaginal communities in cases of
colonization by Cfv and other infectious agents carried by bulls, which cause reproductive
problems in female cattle. Therefore, this thesis aimed to 1) evaluate the viability of freezing
the preputial mucus of bulls for identification of Cfv by PCR assay; i1) molecular screening of
the main infectious agents (Cfv, M. bovis, M. bovigenitalium, U. diversum, and T. foetus)
required by bulls and linked to infertility; iii) determine the diversity of the fungal community
residing in cows’ cervix, according to the order of parity (multiparous and nulliparous), and iv)
determine the bacterial diversity residing in cows’ cervix with BGC. We identified that the
preputial mucus of bulls can remain frozen at -20 °C for 10 days before the molecular diagnosis
of Cfv without impairing the sensitivity of the method. Molecular screening of reproductive
infectious agents carried by bulls of herds with low reproductive rates showed that 159 out of
210 bulls were positive for the presence of at least one of the investigated agents. Cfv, M. bovis,
U. diversum, and M. bovigenitalium were the most common detected agents. The results of
sequencing of the ITS region suggest that the fungal community present in the cervix undergoes
significant changes in cows with infertility, as well as in multiparous cows. In addition, the
genus Candida seems to be related to cases of infertility in female cattle. The study of the
bovine cervicovaginal bacterial community showed that the microbiota of this site did not
change due to the presence of Cfv. The profile of the bacterial microbiota is closely related to
the return to estrus in the last season, in which the Cfv can interact and benefit from the
microbiota present without causing direct changes in it. This thesis characterizes the
cervicovaginal microbiota of cows with BGC, allowing knowledge about the profile of
microbial interaction in the reproductive tract of female cattle. The results will allow the
improvement of technological development in control measures and reduction of reproductive

losses in cattle.

Keywords: Bovine Genital Campylobacteriosis. Fungal community. Bacterial community.

Cervicovaginal mucus. Preputial mucus. Bovine reproductive diseases.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira ocupa uma posi¢ao de destaque no cenario mundial, com uma
producao de carne de, aproximadamente, 10 milhdes de toneladas anuais. Desse montante,
cerca de dois milhdes de toneladas de carne em peso de carcaca bovina € exportado a cada ano,
o que rende uma receita de, aproximadamente, US $ 5,4 bilhdes por ano (ERASMUS et al.,
2020). Além disso, o rebanho brasileiro ¢ o maior do mundo e possui cerca de 218,2 milhdes
de cabecas de gado (IBGE, 2020). A exportagdo de carnes ¢ um dos principais setores do
agronegdcio nacional. No entanto, nos ultimos anos, a bovinocultura gaucha e nacional vem
apresentando produtividade modesta, necessitando aprimorar os seus indices produtivos para
aumentar o retorno financeiro dos produtores e possibilitar uma maior competitividade no
mercado internacional (SILVA et al., 2014). Dentre os importantes fatores associados a
rentabilidade da pecudria bovina, destaca-se a reproducdo, que afeta diretamente a
produtividade dos rebanhos, sendo as doengas venéreas as principais responsaveis por esses
problemas (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006). As infeccdes venéreas de bovinos apresentam
distribuicdo mundial, com maior incidéncia em regides e propriedades em que a monta natural
se caracteriza como o principal método de concepcao (SAHIN et al., 2017).

Dentre os micro-organismos ja conhecidos como potencialmente infecciosos no trato
reprodutivo de bovinos, destacam-se: Campylobacter fetus, Haemophilus somnus, Ureaplasma
spp., Mycoplasma spp., Leptospira spp., Brucella abortus, Tritrichomonas foetus, agentes virais
e outros parasitdrios (BONDURANT, 2005). Na bovinocultura, um estro perdido acarreta no
atraso de aproximadamente 21 dias no ciclo produtivo. Consequentemente, ha prejuizos com
redugdo na producao de bezerros, e produgao de leite, resultando na diminui¢ao de renda. Nesse
contexto, a Campilobacteriose Genital Bovina (CGB), a qual resulta na ndo implantagdo do
embrido, e consequentemente retorno ao cio das fémeas, causada pela bactéria Campylobacter
fetus subsp. venerealis, ¢ considerada uma importante causa de problemas reprodutivos em
bovinos, sendo considerada limitante para a melhoria da produtividade animal em paises
endémicos (SILVEIRA et al., 2018).

Os métodos de diagndstico Campylobacter spp. disponiveis incluem cultivo
bacteriologico, ensaio de imunofluorescéncia direta, identificagdo por MALDI-TOF-MS e por
reacdo de PCR (SAHIN et al., 2017). O método padrao € o cultivo microbiologico, seguido da
identificagdo fenotipica ou genotipica. No entanto, o cultivo comumente ¢ dificultado pela
caracteristica fastidiosa da bactéria e, por isso, a deteccdo direta em espécimes por PCR tem

sido empregada com sucesso, ganhando destaque no diagnostico preciso de C. fetus subsp.
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venerealis (CARLI et al., 2020; VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS et al., 2013). Porém,
mesmo para detecgdo molecular, os longos periodos de transporte das amostras clinicas do
campo até laboratorios, tornam-se um desafio no diagndstico satisfatorio de C. fetus subsp.
venerealis.

Atualmente, a CGB ¢ uma doencga pouco estudada mundialmente, mesmo com o
importante impacto negativo nas taxas reprodutivas e na produtividade. Em decorréncia do
reduzido niimero de estudos, ressalta-se a importancia em investigar os casos de infertilidade
bovina, principalmente a interagdo entre os micro-organismos presentes na cérvix de vacas
infectadas com C. fetus subsp. venerealis, visando contribuir com a compreensdo dos
mecanismos de patogenicidade da doenga. Diante do exposto, este trabalho objetivou
padronizar os métodos de coleta e armazenamento de amostras prepuciais para o diagndstico
molecular de C. fetus subsp. venerealis, verificar a diversidade da microbiota cervicovaginal de
vacas com CGB e, posteriormente, inferir as interagdes entre micro-organismos e a relagdo com
o desfecho clinico da infertilidade nas vacas. Entender a composi¢do e associacdo de micro-
organismos cervicovaginais em vacas que carreiam C. fetus subsp. venerealis ajudara a elucidar
a patogenicidade desta bactéria, bem como determinar as associagdes que favorecem os quadros
de infertilidade. Os dados gerados no presente estudo serdo de extrema valia para o completo
entendimento da patofisiologia dos casos de infertilidade em vacas, melhoramento da

reprodugdo bovina com praticas de manejo adequadas e correto controle e prevencdao da CGB.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia da Campilobacteriose Genital Bovina

A Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) ¢ uma enfermidade infectocontagiosa, de
transmissdo venérea, causada por C. fetus subsp. venmerealis, caracterizada por morte
embriondria, retorno ao cio e infertilidade temporaria em fémeas bovinas (SMITH; TAYLOR,
1919). A doenca impacta economicamente a pecuaria de corte ao interferir no intervalo entre
partos, indice reprodutivo de um rebanho que se reflete diretamente na viabilidade de producao
(HOQUE et al., 2021). A CGB predomina em paises tradicionalmente produtores de carne
bovina, onde acarreta baixas taxas de concep¢do, aumento da reposi¢do de reprodutores,
reduzindo, consequentemente, a produtividade de fazendas. No Brasil, a doenga é endémica em
varios estados, e a ocorréncia relatada da bactéria C. fetus subsp. venerealis em rebanhos
bovinos varia de 1,8% a 51,7% (Tabela 1). A variabilidade observada nas frequéncias de
identificacdo pode estar relacionada a dificuldade de detecgdo de C. fetus subsp. venerealis, por
métodos de cultivo convencional e fluorescéncia (SCHMIDT; VENTER; PICARD, 2012), que
no passado eram as abordagens mais comuns. Atualmente, os ensaios moleculares sdo os
métodos mais uteis para o diagndstico de C. fetus subsp. venerealis, porque sdo independentes

da viabilidade bacteriana (CARLI ef al., 2020).
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Tabela 1 — Resumo de pesquisas relatando a ocorréncia de CGB no Brasil entre os anos de

1995 ¢ 2020
. Ano (s) Técnica de Origem da Tipo de % animais
Referéncia . Estados . L 5 .
analisado (s) identificacéo amostra producéo positivos (N)
Pellegrin et al.
1995-1996 MS DFAT Touros Corte 51,7 % (171/327)
(2002)
Stynen et al. )
1998 MG DFAT Vacas Leite 25,5 % (40/157)

(2003)

BA, MA, GO,
Miranda et al. MT, MS, MG,
2000 DFAT Touros Corte 19,7% (224/1191)

(2005) PA, PR, RS,

RO, SPe TO
Rocha et al. Corte e IFD 35,9 % (14/39)
2009 RJ DFAT/I Touros )

(2009) Leite 110,3 % (4/39)
Leal (2012) 2009 DF DFAT Touros e Vacas NI 11,1 % (44/398)
Ziech et al. Touros, Vacas e Corte e

1999-2010 RS PCR ) 10,9 % (89/816)

(2004) Fetos Leite

Oliveira et al. )
2013 PE PCR Vacas Leite 1,8 % (7/383)

(2015)

Botelho et al.
2013 MG PCR Touros Corte 17,5 % (35/200)

(2018)

Nascimento et
2016 AL PCR Touros Corte 4,9 % (8/162)
al. (2018)
Filho et al. )
2016 PB PCR Vacas Leite 7,7 % (21/273)
(2018)
Balzan et al. Touros, Vacas e Corte e
2011-2018 RS PCR/I ) 8 % (21/261)
(2020) Fetos Leite
De Carli et al.
(2022) 2019-2020 RS, MT e MS PCR Touros Corte 41% (87/210)

* Dados coletados em 26/02/2022.
MS: Mato Grosso do Sul; MG: Minas Gerais; BA: Bahia; DF: Distrito Federal; GO: Goias; MA: Maranhao; MT:
Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul; PA: Para; PR: Parana; RS: Rio Grande do Sul; RO: Rondénia; SP: Sao
Paulo; TO: Tocantins; RJ: Rio de Janeiro; PE: Pernambuco; AL: Alagoas e PB: Paraiba.
DFAT: Imunofluorescéncia direta; I: Isolamento bacteriano; PCR: Reacdo em cadeia da Polimerase. NI: Nao

informado.

Fonte: Adaptado de Balzan ef al. (2020)

A frequéncia de C. fetus subsp. venerealis, observada em outros paises da América do

Sul, como Uruguai e Argentina, ¢ inferior a relatada no Brasil (DELPIAZZO et al., 2021;

MOLINA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2018). Nos paises da América do Norte e da Asia, C.

fetus subsp. venerealis € rara entre touros reprodutores, com uma frequéncia de 1,1% a 8,8%
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(HOSSEINZADEH; KAFI; POUR-TEIMOURI, 2013; WALDNER et al., 201), enquanto na
Oceania, o nivel de touros infectados era de 28,8% (SANHUEZA et al., 2014). Apesar da
auséncia de dados confidveis de muitos paises, a doenga esta distribuida em todo o mundo
(MSHELIA ef al., 2010). Conforme podemos constatar no mapa de registros de presenca ou
auséncia da notificagdo de CGB, na Organiza¢cdo Mundial da Satde Animal (OIE), grande parte
dos paises ja notificaram, pelo menos uma vez, a ocorréncia da doenca (Figura 1). No entanto,
alguns paises, incluindo o Brasil, ndo notificam compulsoriamente os casos de CGB; portanto,

os dados contidos no sistema da OIE podem nao refletir a realidade, e datam até o ano de 2019.

Figura 1 - Paises com pelo menos uma notificacio de circulagdo da Campilobacteriose

Genital Bovina para a OIE

A cor vermelha no mapa indica a presencga da doenga no pais.

Fonte: OIE (2019)

Além da auséncia de dados oficiais de CGB, a discrepancia na prevaléncia da bactéria
em diferentes regides geograficas pode ser ocasionada por fatores epidemioldgicos
relacionados ao local de criagdo dos animais e manejo dos rebanhos. Entre os fatores de manejo,

destaca-se a introdug¢do de vacas e novilhas de rebanhos endemicamente infectados, a
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importacdo de touros para fins de cruzamentos sem exames de doengas reprodutivas e a falta
de controle na circula¢ao de bovinos pelas fronteiras nacionais (MSHELIA et al., 2010; PENA-
FERNANDEZ et al., 2021). Outros fatores associados & campilobacteriose incluem o uso de
touros comunitarios, ou a presenca de mais de um touro em um mesmo rebanho (STYNEN et
al., 2003), pastoreio comunitario (PENA-FERNANDEZ et al., 2021), auséncia de vacinagdo
profilatica (JIMENEZ, 2018), contaminagdo mecanica ou durante a inseminacgao artificial por
sémen contaminado (CHIAPPARRONE; SOTO; CATENA, 2016), contato com cama
contaminada ou fomites (MC ENTEE; HUGHES; GILMAN, 1954), e contato entre touros
infectados e ndo infectados (BONDURANT, 2005). Esses fatores, somados a auséncia de dados
oficiais da circulacdo de C. fetus subsp. venerealis, tornam a CGB uma doenga com distribuigao

mundial com dados de prevaléncia discrepantes entre as regides geograficas.

2.2 Caracteristicas do agente etiolégico causador da Campilobacteriose Genital Bovina

O agente da Campilobacteriose Genital Bovina (CGB), Campylobacter fetus subsp.
venerealis, foi descrito pela primeira vez por McFadyean & Stockman, em 1913. Inicialmente,
o agente foi identificado como um micro-organismo com forma vibrioide, que possivelmente
causava aborto em ovelhas e vacas (MCFADYEAN; STOCKMAN, 1913). Mais tarde, em
1919, Smith e Taylor isolaram um micro-organismo similar dos fluidos fetais abortados de
vacas, que foi chamado Vibrio fetus (SMITH; TAYLOR, 1919). Apenas trés décadas depois,
essa espécie foi relacionada a baixas taxas reprodutivas em bovinos (LOVELL, 1963). A
espécie V. fetus foi entdo dividida em duas subespécies, V. fetus intestinalis e V. fetus venerealis
(LOVELL 1963), que, apos reclassificacdo, sao atualmente conhecidas como C. fefus subsp.
fetus e C. fetus subsp. venerealis respectivamente. No Brasil, a primeira descri¢ao de isolamento
do vibrio foi feita por D’Apice em 1956, a partir do contetido abomasal de um feto abortado
(D’APICE, 1956 apud (STYNEN et al., 2003). Desde entdo, diversos estudos foram
conduzidos para demonstrar a circulagao de C. fetus subsp. venerealis em rebanhos brasileiros
(Tabela 1). A distribuicao desta doenca venérea € ampla, possivelmente pelo amplo emprego da
monta natural como manejo reprodutivo, a qual proporciona o contato direto entre o macho e a
fémea e consequente propagacao da bactéria entre os animais (BONDURANT, 2005).

O género Campylobacter ¢ composto por bactérias Gram-negativas da classe
Epsilonproteobacteria, familia Campylobactereaceae, muito adaptadas as superficies mucosas.
A maioria das espécies sdo patogenos de humanos e/ou animais. As andlises de gendmica

comparativa em Campylobacter spp. revelaram que a evolucdo desse género bacteriano se deu
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por reducdo gendmica, resultando em um pequeno genoma cromossdmico (aproximadamente
1,5 Mb), com baixo contetdo G+C (aproximadamente 30%) e a perda de muitas vias
metabolicas (KIENESBERGER et al., 2014). Os genomas de Campylobacter spp. sdo
caracteristicamente densos e em torno de 95% das sequéncias génicas sao codificantes.

A espécie Campylobacter fetus & representada, por trés subespécies: C. fetus subsp.
fetus, C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. testudinum (FITZGERALD et al., 2014). As
subespécies C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis sao primariamente associadas aos
mamiferos, enquanto C. fetus subsp. testudinum €& associada, principalmente, aos répteis
(FITZGERALD et al., 2014). As duas subespécies de C. fetus que infectam mamiferos sdo
geneticamente muito semelhantes, embora tenham distintos hospedeiros e sitios de agao.

O trato gastrintestinal ¢ um habitat da bactéria C. fetus subsp. fetus, podendo, em
humanos, causar infecgdes intestinais e sist€émicas, especialmente em imunossuprimidos
(THOMPSON; BLASER, 2000), sendo considerado um patégeno emergente (ESCHER et al.,
2016). Ja nos animais, essa subespécie pode colonizar o trato reprodutivo, induzindo abortos
em ovinos e, esporadicamente, em bovinos, porém, sem transmissao venérea (BONDURANT,
2005). Por outro lado, C. fetus subsp. venerealis ¢ adaptada aos bovinos, causando a CGB, que
¢ uma doenga venérea caracterizada pela morte embrionaria precoce e infertilidade temporaria
em vacas, além de causar aborto esporddico (MICHI et al., 2016). Esse micro-organismo tem
grande importancia na sanidade reprodutiva de bovinos, existindo regulamentos que previnem
a transmissao por transito internacional de animais e sémen (OIE, 2018).

Os machos sdo portadores assintomaticos permanentes de C. fefus subsp. venerealis e
os principais responsaveis pela disseminagdo da bactéria nos rebanhos. Como a infecgao ¢
limitada a mucosa da glande peniana, ao prepucio e a porcao distal da uretra, ndo ha um carater
invasivo e, portanto, ndo hé intensa inducdo de producao de anticorpos (MICHI et al., 2016).
Os touros comumente se infectam ao se acasalarem com as fémeas infectadas, podendo ocorrer
contagio por cama contaminada e iatrogénica, por materiais de coleta de sémen contaminados
(HOFFER, 1981; PELLEGRIN et al., 2002). Os animais mais velhos (> 5 anos) t€ém mais
chances de se tornarem portadores das bactérias, possivelmente decorrente do aumento do
numero e profundidade de criptas epiteliais do pénis e prepucio e também pelo maior nimero
de reprodugdes e possivel exposicdo ao agente etioldogico. Essa alteragdo anatomica torna o
ambiente prepucial mais favoravel para a colonizagdo de C. fetus subsp. venerealis
(SAMUELSON et al., 1966; HOFFER, 1981).

As fémeas se tornam infectadas ap6és uma monta natural com um macho infectado ou

pelo s€émen contaminado, sendo e os sitios de instalacao da bactéria na fémea o limen vaginal,
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cérvix, utero e oviduto. Os quadros clinicos sdo de endometrite, morte embrionaria com
reabsorcdo e infertilidade, com observacao de repeticdo de cio em intervalos aumentados e
irregulares (BONDURANTE, 2005; GIUFFRIDA, 2016; SAHIN et al., 2017). A maioria das
fémeas sao capazes de reverter provisoriamente a infec¢do apos trés a seis ciclos reprodutivos,

recuperando, temporariamente, a fertilidade (BONDURANT 2005).

2.3 Diagnostico da Campilobacteriose Genital Bovina

Conforme as recomendagdes da Organizagao Mundial de Satide Animal (OIE), o
método padrao ouro para o diagndstico de CGB ¢ o isolamento bacteriano de C. fetus e posterior
diferenciagdo entre as subespécies C. fetus subsp. venerealis € C. fetus subsp. fetus, pela
caracterizagdo fenotipica pelo teste de tolerancia a glicina a 1% (VERON; CHATELAIN,
1973). Enquanto C. fetus subsp. fetus ¢ capaz de crescer na presenga de glicina 1%, C. fetus
subsp. venerealis ndo. No entanto, esse teste ¢ pouco reproduzivel (VAN BERGEN et al., 2005)
e apresenta falsos resultados, uma vez que as cepas de C. fetus subsp. venerealis adquiriram a
caracteristica de tolerancia a glicina (CHANG; OGG, 1971); essa nova variante se tornou um
biovar nomeado de C. fetus subsp. venerealis bv. intermedius (VERON; CHATELAIN, 1973).
Além disso, a caracteristica de crescimento fastidioso torna o cultivo microbioldgico um desafio
na identificagdo de Campylobacter spp., € portanto, o diagnostico microbioldgico € cada vez
menos empregado.

Sendo assim, varios métodos moleculares para a identificacao de subespécies de C. fetus
foram descritos nos ultimos anos, incluindo o ensaio de PCR (HUM et al, 1997), o
sequenciamento do gene 16S rDNA bacteriano (ON; HARRINGTON, 2001), o Multilocus
sequence typing (MLST) (VAN BERGEN et al., 2005) e o Pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) (ON; HARRINGTON, 2001). Recentemente, o sequenciamento de genoma completo
(WGS) foi descrito como uma ferramenta para uma caracterizagdo muito confiavel de cepas de
C. fetus (VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS et al., 2014). No entanto, o custo elevado para a
aplica¢do da metodologia na rotina laboratorial a torna inviavel para o diagndstico diferencial
das subespécies de C. fetus. As técnicas descritas para o diagnostico de Campilobacteriose

Genital Bovina estdo ilustradas na Tabela 2.



Tabela 2 - Métodos de diagnostico da Campilobacteriose Genital Bovina e sua finalidade
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Método Propdsito Vantagens Desvantagens
Livre de
infeccao o Estado
U Contribuir ~ A . .

Populacao individual/ Ara as Confirmag¢ao Prevaléncia  imunoldgico Vantagens parao  Desvantagens para
livre de animal oll)i ticas de de casos e vigilancia em animais ou emprego das o emprego das
infecgao antes da PO ucas @ clinicos de infecgoes populagdes técnicas técnicas

~ erradicagao . S
estacdo de pds-vacinagdo
monta
) : Isolamento da
Cultura (incluindo bactéria: Depende da
identificacdo de +++ +++ +t +t +t - . viabilidade
L. caracterizagao .
subespécies) . bacteriana
gendmica
Imunofluorescéncia Alta Subjetividade na
O ++ ++ ++ ++ ++ - especificidade; leitura; auséncia
indireta (IFI) . ~
reprodutivel de automacao
Detecgao de Subjetividade na
ELISA (mAb) ++ ++ ++ ++ ++ - anticorpos leitura; auséncia
especificos de automacao
Independe da
viabilidade
PCR + + T -+ +H+ - bacteriana; Depende de alvos /
e ] primers especificos
Especificidade;
Sensibilidade
. Determinacao do
Anticorpos - + status imunologico
ELISA g

do rebanho

Fonte: Adaptado OIE (2019) Chave: +++ = recomendado para esse proposito; ++ recomendado, mas com limitagdes; + = adequado em circunstincias muito limitadas; — =

ndo apropriado para este fim
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O método mais empregado na rotina laboratorial para diagnostico de CGB concerne aos
ensaios de PCR (POLO et al., 2021), o qual, como pode ser observado na Tabela 2, ¢ altamente
recomendado pela OIE. Hum et al. (1997) descreveram dois genes de C. fetus como potenciais
alvos para a diferenciacao das subespécies C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis. O
gene cstA para a deteccao de C. fetus subsp. fetus possui 100% de sensibilidade e especificidade,
parA para C. fetus subsp. venerealis tem 58% e 83% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente. A auséncia de uma regido 100% sensivel e especifica fez com que varios
autores investigassem novos alvos para a diferenciacao entre as subespécies, sendo estes alvos,
os genes: nahE e sapB2 para C. fetus subsp. fetus (ABRIL et al., 2007; VAN DER GRAAF-
VAN BLOOIS et al., 2013; WANG et al., 2002) e ISCfel para C. fetus subsp. venerealis
(ABRIL et al., 2007).

Com o surgimento de alvos promissores para ensaios de PCR especificos e sensiveis,
os testes moleculares com espécimes clinicas também avancaram. Recentemente, Silva et al.
(2020a) analisaram a eficacia da utilizagdo de PCR com os genes parA e ISCfel para a
diferencia¢do de C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis nas amostras de campo.
Ambos os alvos apresentaram potencial na diferenciagdo entre as subespécies. No entanto, os
autores constataram que alguns dos animais testados apresentavam resultado positivo para os
alvos especificos da subespécie C. fetus subsp. venerealis (parA e 1SCfel), mas resultados
negativos para o alvo que determina a espécie C. fetus (nahE). Posteriormente, a fim de
investigar esses resultados discrepantes apresentados na reagdo de PCR para os alvos
mencionados acima, Silva ef al. (2020b) utilizaram os mesmos DNAs com resultados de PCR
discordantes para sequenciamento do alvo 16S rDNA, e constataram, assim, a existéncia de
sequéncias heterdlogas a C. fetus, para as quais 0s autores propuseram a existéncia de uma nova
espécie, a qual denominaram Campylobacter portucalensis (SILVA et al., 2020b). A presenga
do alvo ISCfel nesta possivel nova espécie de Campylobacter pode ser um entrave na
confirmacao do diagndstico molecular de C. fetus subsp. venerealis.

Conforme mencionado anteriormente, o diagnostico de CGB apresenta diferengas de
sensibilidade entre as técnicas disponiveis atualmente (MEDEROS et al., 2022). Além disso, o
resultado do teste pode sofrer influéncia pela intermiténcia da bactéria, ou seja, em touros, a
bactéria reside no prepucio e, por fatores como exposicdo do pénis, monta natural e
contamina¢do com sujidades, a carga bacteriana pode ser baixa no momento da coleta,
resultando em falso negativo. Outros fatores que devem ser considerados ¢ a presenga de sangue

e urina no momento da coleta. Ambos os materiais podem inibir as rea¢des de PCR e resultar
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em falsos negativos. Portanto, o ideal ¢ manter os animais em repouso sexual por 7 a 15 dias

antes da colheita do material, para aumentar a sensibilidade do diagnoéstico (OIE, 2019).

2.4 Diagnostico diferencial de Campilobacteriose Genital Bovina

Os sinais clinicos associados a CGB, como retorno ao cio e infertilidade temporaria,
embora indicativos, ndo sdo especificos; portanto, o diagnostico diferencial de outros agentes
sexualmente transmissiveis carreados pelos touros deve ser empregado na rotina clinica. Além
do agente etiologico C. fetus subsp. venerealis, podemos destacar outros agentes infeciosos
responsdveis por falhas reprodutivas em bovinos: Ureaplasma diversum, Mycoplasma
bovigenitalium e Mycoplasma bovis (AZEVEDO et al., 2017; MICHI et al., 2016; PARKER et
al., 2018), além do protozoario Tritrichomonas foetus (BOTELHO et al., 2018).

Os touros podem ser portadores cronicos subclinicos dos agentes bacterianos e
protozodrios (C. fetus subsp. venerealis, Ureaplasma diversum, Mycoplasma bovigenitalium,
Mycoplasma bovis e Tritrichomonas foetus), abrigando os patdogenos em suas criptas
prepuciais, o que possibilita a transmissdo de agentes as vacas por reprodu¢do natural ou via
sémen armazenado (CHIAPPARRONE; SOTO; CATENA, 2016; GIVENS; MARLEY, 2008;
MICHI et al., 2016). Portanto, a vigilancia epidemiologica e o controle da doenga baseiam-se,
principalmente, na identificacdo de touros portadores dos agentes infecciosos. Em vacas, os
agentes comumente colonizam a mucosa genital, principalmente na vagina e no utero, iniciando
reacoes inflamatorias que resultam em retorno mais precoce ao estro, infertilidade e aborto
esporadico (BONDURANT, 2005).

M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum sdo membros da mesma familia
Mycoplasmataceae (TULLY et al., 1993) e podem estar relacionados com doengas reprodutivas
em bovinos. As consequéncias reprodutivas de Mycoplasma spp. sdo pouco estudadas. No
entanto, sabe-se que M. bovis e M. bovigenitalium colonizam o trato reprodutivo das vacas e
causam quadros de endometrite e infertilidade, enquanto os touros sdo os carreadores cronicos
assintomaticos desses agentes (HAZELTON et al., 2020; SAED; SAED; AL-AUBAIDI, 1983).
O mesmo acontece com o género Ureaplasma, que habita o trato reprodutivo de touros
saudaveis e causa doencas reprodutivas nas vacas (WICKWARE et al., 2019). Além disso, a
Tricomonose Genital Bovina (TGB), causada pelo protozoario 7. foetus, destaca-se no
diagnostico diferencial da CGB, pois ambas compartilham as mesmas rotas de infeccao e
semelhangas na patogenia da doenca. Os touros sdo portadores cronicos do protozoario
causador da TGB e, ao infectarem as fémeas, promovem baixas taxas de fertilidade no rebanho

(PARSONSON et al., 1994; RHYAN et al., 1999).
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Faz-se necessario ressaltar, ainda, que C. fetus subsp. venerealis possui um conteudo
genético altamente similar a subespécie C. fetus subsp. fetus, dificultando a selecdo de
marcadores precisos na diferenciagao dessas subespécies por métodos moleculares (VAN DER
GRAAF-VAN BLOOIS et al., 2013). Embora ocorra essa alta semelhanca genética, essas
subespécies causam quadros clinicos distintos. C. fetus subsp. venerealis esta intimamente
relacionada ao retorno ao cio, infertilidade temporaria e abortos esporadicos em fémeas bovinas
(SILVEIRA et al., 2018). Por outro lado, C. fetus subsp. fetus habita o trato intestinal
especialmente de ovinos, e mais raramente dos bovinos, mas pode migrar para o trato genital e
causar abortos epizoodticos esporadicos (VAN BERGEN et al., 2006). Apesar das diferengas
clinicas, o diagndstico diferencial entre C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus deve
ser empregado na rotina clinica de casos de aborto bovino.

Visto que C. fetus subsp. venerealis causa abortos esporadicos em bovinos (MACIAS-
RIOSECO et al., 2020), faz-se necessario o rastreio e exclusdo de outros possiveis agentes
etiologicos envolvidos nesses casos (conforme se pode verificar na Tabela 3). Entre os agentes
infeciosos causadores de abortos e infertilidade temporaria em bovinos, destacam-se bactérias,
virus, fungos e protozoarios. Desse modo, casos de aborto bovino sdo complexos e
multifatoriais, e o diagnostico diferencial deve ser empregado para a determinagdo do agente

etiologico primario.

Tabela 3. Principais causas infecciosas de infertilidade e aborto em bovinos

Bactérias Fungos Protozoarios Virus

Campylobacter fetus  Aspergillus Neospora caninum Herpesvirus bovino tipo
subsp. venerealis fumigatus Tritrichomonas - Bovine Herpesvirus
Campylobacter fetus ~ Mucor spp. foetus type-1 (BoHV-1)

Virus da diarreia viral
bovina - Bovine viral

subsp. fetus Mortierella wolfii  Toxoplasma gondii

Trueperella pyogenes Anaplasma diarrhea virus (BVDV)
L ] . ]

eptospira spp marginale Virus da lingua azul -
Ureaplasma spp. Bluetongue virus (BTV)
Histophilus somni Virus akabane
Arconobacterium
pyogenes

Chlamydophila spp.
Salmonella spp.
Coxiella burnetti

Brucella spp.

Fonte: Adaptado de Givens e Marley (2008)
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2.5 Avancos na caracterizacio de popula¢des microbianas

No ano de 2001, Joshua Lederberg introduziu o termo “microbiota” para definir a
“comunidade ecologica de micro-organismos comensal, simbidtica e patogénica, que
compartilham o mesmo nicho ecoldgico e determina a saude ou doenga do hospedeiro”
(LEDERBERG, J.; MCCRAY, 2001). No entanto, uma defini¢do clara ou consensual de
“microbiota” entre pesquisadores de diversas dreas permanece discutivel. Recentemente, Berg
et al. (2020) determinaram que o microbiota ndo se refere apenas aos micro-organismos
envolvidos em um mesmo nicho, mas também abrange a sua atividade metabolica, o que resulta
na formacgao de nichos ecolégicos especificos.

Hoje, pela metagendmica, somos capazes de identificar bactérias, arqueias, virus,
fungos, algas e protistas nos seus habitats naturais. O sequenciamento de fragmentos dos genes
16S rDNA e 18S rDNA ou o espacador interno transcrito (ITS) entre os genes 18S rDNA e 28S
rDNA tem sido responsavel pelo incremento no nimero de estudos de comunidades
microbianas, tanto em humanos quanto em animais, durante determinados processos
infecciosos, permitindo a determinagao das bactérias e eucariotos presentes, sem a necessidade
e o viés do cultivo microbiano (DELONG; PACE, 2001; HUGENHOLTZ, 2002). Atualmente,
esse ¢ o método mais empregado para explorar e determinar a composi¢do de comunidades
microbianas em quaisquer espécimes amostrais (BERG et al., 2020).

A subunidade 16S rDNA ¢ um componente da subunidade menor dos ribossomos
procaridticos e, por apresentarem regides génicas conservadas intercalada por regides
hipervariaveis, a amplifica¢do e o sequenciamento desse fragmento ¢ uma poderosa ferramenta
na captura de dados das comunidades bacterianas. O gene 16S rDNA pode ser dividido em nove
regides hipervaridveis (V1-V9), com taxas evolutivas distintas. Entre essas regioes, a V4 ¢
considerada uma das mais poderosa na captura de dados da comunidade bacteriana (ZHANG
et al., 2018). Para a caracterizagcdo das comunidades eucarioticas, sdo utilizados os espacadores
internos transcritos (ITS) entre os genes 18S rDNA e 28S rDNA. O cistron de rDNA eucaridtico
consiste nos genes rDNA 188, 5.8S e 28S transcritos como uma unica unidade transcricional.
Os processos pos-transcricionais dividem o cistron, removendo dois espagadores transcritos
internos. Esses dois espagadores, incluindo o gene 5.8S, sdo geralmente chamados de regido
ITS. Tal regido combina o maior poder de resolugdo para discriminar espécies intimamente
relacionadas em uma ampla gama de fungos (SCHOCH et al., 2012).

Essas andlises possibilitam um melhor entendimento da diversidade taxondmica, da

estrutura das populacdes e das fungdes ecoldgicas dos micro-organismos em um dado ambiente
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(KONOPKA et al., 2009). Atualmente, as aplicagdes das pesquisas de metagendmica podem
ocorrer desde estudos basicos, em diversidade e ecologia microbiana, até a obtengdo de
produtos de interesse biotecnoldgico, como novas enzimas de interesse industrial, antibioticos,

entre outras (BERG et al., 2020).

2.6 Microbiota central do trato reprodutivo de bovinos

O trato reprodutivo bovino engloba tanto os 6rgaos reprodutivos masculinos, quanto os
femininos. A composi¢do dos micro-organismos que colonizam a microbiota do trato
reprodutivo bovino ¢ complexa e passa por modificagdes constantemente. Até o momento,
sabe-se que a microbiota cervicovaginal bovina é composta por interagdes com outras
microbiotas como a do trato gastrointestinal, pele, ambiente e hematogénica (Figura 2). Jeon et
al. (2017) evidenciaram a existéncia de géneros centrais na microbiota de vacas, como
Bacteroides, Porphyromonas ¢ Fusobacterium, compartilhados por amostras de sangue, fezes,
vaginais e uterinas de um mesmo animal. J& a composicao da microbiota prepucial de touros
parece estar relacionada a comunidade de micro-organismos do solo, fezes e fontes vaginais
(WICKWARE et al., 2020). Além disso, a microbiota vaginal da vaca ¢ transferida para
microbiota fecal e respiratoria do bezerro durante a passagem do feto pelo canal do parto no
nascimento (KLEIN-JOBSTL et al., 2019; LIMA et al., 2019). Sio essas interagdes, no
momento do parto, que comegam a estabelecer a microbiota do trato reprodutivo dos bovinos

e que podem influenciar tanto negativamente quanto positivamente no desempenho reprodutivo

dos animais, na vida adulta (KHALIL et al., 2022).
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Figura 2 - Microbiotas que influenciam na composi¢ao de micro-organismos do trato

reprodutivo bovino
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A microbiota do trato reprodutivo bovino ja foi abordada e caracterizada em diversos
estudos. Recentemente, uma revisdo sistematica de ONG et al. (2021) levantaram dados
metagendmicos do trato reprodutivo bovino utilizando abordagens independentes da cultura
entre os anos de 2011 e 2020 (como se pode observar pela Figura 3) e evidenciaram a existéncia
de uma microbiota central presente no trato reprodutivo. Os filos Firmicutes, Proteobacteria,
Tenericutes, Bacteroidota, Fusobacteria e Actinobacteria compuseram a grande parte da
microbiota cervicovaginal das vacas, variando em abundancia relativa conforme a condigao
clinica dos animais (JEON et al., 2018; QUEREDA et al., 2020; WANG et al., 2018). O filo
Protebacteria foi relacionado a condi¢do saudavel das vacas, enquanto o filo Bacteroidota
apresentou uma tendéncia de aumentar a sua propor¢ao em condi¢des clinicas de doengas ou

no periodo pos-parto (BICALHO, ef al., 2017; WANG et al., 2018).
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Figura 3 - Compilado da revisdo sistematica com 46 estudos metagendmicos do trato

reprodutivo de machos e fémeas bovinos
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A microbiota central cervicovaginal das vacas, evidenciada na revisdo sistematica de
Ong et al. (2021), ¢ compartilhada na microbiota prepucial em touros sauddveis, que ¢
composta, em grande parte, pelos filos Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidota, Proteobacteria
e Actinobacteria (WICKWARE et al., 2020). Até o presente momento, apenas um estudo foi
conduzido para elucidar a composicdo e diversidade da microbiota prepucial em touros
saudaveis (WICKWARE et al., 2020). Wickware et al. (2020) evidenciaram um padrdo de
agrupamento entre as microbiotas prepuciais dos touros. Parte da populagdo microbiana
prepucial investigada apresentou uma baixa diversidade bacteriana. Para amostras de baixa
diversidade, Bradyrhizobium se destacou, enquanto as amostras de alta diversidade exibiam
multiplos géneros bacterianos. Os colonizadores dominantes no prepucio dos touros foram
Bacteroides, Ruminococcaceae nao classificados, Histophilus e Streptobacillus (WICKWARE
et al.,2020).

Apesar dos artigos cientificos reportados na revisdo sistemadtica apresentarem uma
microbiota central no trato reprodutivo bovino, fica evidente, que, principalmente, quanto ao
género, que a microbiota sofre modificacdes significativa entre os estudos. Com base nos
artigos abordados na revisdo sistemdtica, uma tabela com a microbiota central do trato
reprodutivo dos bovinos foi elaborada (Tabela 4). De maneira geral, os géneros Escherichia
coli, Histophilus e Fusobacterium parecem estar ligados ao desenvolvimento de metrite pos-
parto em vacas (WANG et al., 2018; DENG et al., 2019), enquanto os géneros Porphyromonas

e Ureaplasma foram, frequentemente, relacionados a microbiota de animais sem alteragdes
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reprodutivas (JEON et al., 2016; QUEREDA et al., 2020). Os demais géneros apresentados na
Tabela 4 foram encontrados tanto em animais saudaveis quanto doentes € ndo possuem uma
relagdo direta com a manifestacdo da condicdo clinica, ou seja, devem ser componentes da
microbiota cervicovaginal normal.

Apesar dos filos e géneros apresentados na Tabela 4 terem variado tanto em relagdo a
presenca e auséncia quanto a abundancia de reads nos trabalhos revisados, os taxons
apresentados correspondem aos relatados frequentemente na literatura consultada. Com base
na revisdo sistematica, constatou-se que alguns estudos ja descreveram a presenga de
Campylobacter em vacas que apresentavam quadros de metrite (JEON et al., 2015; MORENO
et al., 2016), desordens reprodutivas (MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019), em animais
saudaveis (MACHADO et al., 2012; SWARTZ et al., 2014) e até mesmo sem exposi¢do sexual
prévia (QUEREDA et al., 2020). Destaca-se que a presenga de Campylobacter na microbiota
do trato reprodutivo bovino ainda precisa ser elucidada para uma melhor compreensdo do seu

papel na performance reprodutiva bovina.
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Tabela 4 - Taxons da microbiota central do trato reprodutivo bovino identificados

previamente por estudos de metagendmica

Taxons Referéncias

f_Firmicutes 1;2;5;6;7;8;9; 11; 12; 15; 16; 17; 19; 21; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28;
29; 31; 32; 33; 35; 36; 38; 39; 40, 41, 42; 43; 45, 46
f_Proteobacteria 1;2;5;6;8;9; 11; 12; 15; 16; 17; 19; 20; 21; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28;
29; 31; 32; 33; 35; 36; 38; 39; 40; 41, 42; 43; 44, 45; 46
f_Tenericutes 1;2;5; 8;9; 12; 17; 21; 25; 26; 27; 28; 29; 32; 33; 35; 36; 38; 39; 40; 42;
43; 44; 46
f_Bacteroidota 1;2;5;6;8;9; 11; 12; 14; 15; 16; 17; 19; 20; 21; 22; 23; 24; 25, 26; 27,
28; 29; 31, 32; 33; 35; 36; 38; 39; 40; 41, 42; 43; 44; 45; 46
f_Fusobacteria 1;2;5; 8;9; 12; 14, 15; 16; 20; 21; 22; 24, 25; 26; 27, 28; 29; 32; 33; 35;
38; 39; 41; 43; 44; 46

f_Actinobacteria 1; 2; 5; 11; 15; 16; 17; 24; 25; 27; 28; 29; 31; 32; 33; 35; 38; 39; 40; 41;

43; 46
g_Bacteroides 1;2; 6;9; 10; 13; 14; 15; 16; 21, 24, 25; 26; 27; 28; 29; 32; 34, 35; 39;
40; 43; 46
g_Ureaplasma 1; 2;5;9; 14; 16; 17; 20; 27; 29; 32; 35; 36; 38; 39; 41, 42; 43
g_Prevotella 1;2;5;6;7;9;10; 12; 13; 14; 15; 17; 19; 21, 24, 25; 26; 28; 29; 35; 38;
39; 41, 45; 46
g_E.coli/Shigella 3;4;5;6;7;9; 11; 13; 14; 15; 16; 19; 25; 28; 34; 36; 41, 45; 46
g_Lactobacillus 2; 3;5;10; 11; 13; 24; 25; 36; 39; 45
g_Bacillus 4;6;7; 11, 15; 18; 25; 28; 45
g_Ruminococcus 6;9; 11; 12; 22; 24, 27, 28; 34, 35; 38; 39
g_Clostridium 2;6;9;10; 11; 13; 17, 18; 22; 28; 29; 32; 34; 35; 36; 38; 39; 41; 46
g_Trueperella 2;4;7;,9; 16; 19; 24; 23; 25; 29; 45
g_Alistipes 2; 6;10; 24; 27; 28; 34; 38; 39
g_Corynebacterium 4;7;10; 17; 21; 24; 32; 35; 41; 45
g_Histophilus 1; 10; 11; 22; 36; 38; 39; 41; 42
g_Streptococcus 2;4;5;7;10; 11; 25; 32; 34, 35; 38; 39; 41, 43; 45; 46
g_Fusobacterium 2; 8; 9; 10; 13; 15; 16; 19; 21; 25; 26; 27; 28; 29; 32; 34, 35; 41, 42; 43,
44; 45; 46
g_Porphyromonas 1; 2;5; 8; 9; 11; 14; 16; 18; 21, 24; 25; 26; 27; 28; 29; 32; 34; 35; 39; 41;
43; 45; 46
g_Helcococcus 2;9;11; 17, 21; 25; 29; 32; 34, 39; 42; 43; 45; 46

f = filo; g = género. Os ntimeros correspondem ao identificador de cada estudo cientifico (numeracdo dada na

Figura 3) na revisao sistematica de ONG et al. (2021)

2.7 Microambiente do trato reprodutivo de fémeas bovinas e influéncias na microbiota

Conforme mencionado anteriormente, a microbiota cervicovaginal bovina apresenta
uma estrutura central de micro-organismos, que podem variar de acordo com diversos fatores.

Estudos de mapeamento da diversidade microbiana total no trato reprodutivo de vacas
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demonstraram que a microbiota ¢ alterada conforme a presenca de infecgdes
(GIANNATTASIO-FERRAZ et al., 2019; LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2015; WANG
et al., 2018). A esse respeito, vacas sauddveis apresentam uma microbiota vaginal e uterina
mais rica e diversa em comparacdo a animais que desenvolveram endometrite pds-parto
(MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019).

Nesse contexto, o principal evento capaz de modificar a composi¢do da microbiota
cervical ¢ o poOs-parto, especialmente em casos de desenvolvimento de metrite ¢ endometrite
(JEON et al., 2016; BICALHO et al., 2017, CLEMMONS et al., 2017; WANG et al., 2018).
Além disso, a intensidade da resposta imune perante a infec¢do uterina pos-parto influencia
diretamente no dano tecidual local e, consequentemente, no prolongamento da disbiose e
retorno da fertilidade (JEON ef al., 2016). Por exemplo, animais que apresentam febre como
resposta a infec¢ao uterina tendem a ter um dano tecidual mais intenso e, consequentemente,
um maior atraso no retorno do ciclo estral (JEON et al., 2016). Falhas ou atrasos na recuperagao
das infec¢des uterinas podem levar a problemas reprodutivos e at¢é mesmo a infertilidade
(MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2019).

Vacas que apresentam metrite pos-parto tendem a ter uma maior abundancia de
Bacteroidota e Fusobacteria na sua cérvix, enquanto as vacas saudaveis tendem a ter uma maior
abundancia de Proteobacteria (BICALHO et al., 2017; WANG et al., 2018). Além disso, a
influéncia hormonal exercida pelo ciclo estral das vacas impacta diretamente na flutuagao da
abundancia dos micro-organismos que compdem a microbiota cervicovaginal (QUEREDA et
al., 2020). Durante o estro, existe uma alta concentragdo de estrogeno circulante, enquanto no
diestro o hormodnio predominante ¢ a progesterona. Quereda et al. (2020) demonstraram a
flutuagdo entre os géneros bacterianos identificados no trato vaginal ao longo do ciclo estral,
principalmente para os tdxons menos abundantes, acompanhado de uma alta dispersao das
comunidades microbianas entre os individuos. Também ja foi evidenciada uma flutuacdo da
microbiota uterina nas diferentes fases fisioldgicas da vaca, ou seja, a composicao das
comunidades bacterianas sofre alteragdo de abundancia quando comparado o periodo de
formacao fetal, gestacdo e pos-parto (WANG et al., 2018). Curiosamente, o género
Lactobacillus, conhecido por promover uma eubiose na microbiota vaginal de humanos (CHEE
et al., 2020), parece nao apresentar papel fundamental na microbiota bovina e ¢ pouco
abundante nesse nicho. No entanto, esse género parece alterar-se durante o ciclo estral, estando
mais abundante na fase folicular (estro) do que na fase lutea (diestro) (QUEREDA et al., 2020).

Outro fator responsavel por interferir na composi¢do da microbiota cervicovaginal é o

ambiente onde o animal ¢ mantido. A cama e o meio ambiente contribuem ativamente para a
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mudanc¢a da microbiota cervicovaginal. Esses fatores podem ser alterados ao longo do ano,
como ressaltam Nguyen et al. (2019), os quais demonstraram uma altera¢ao na composicao das
comunidades bacterianas uterinas entre o inverno € verao, ou seja, eles evidenciaram que a
microbiota uterina pode variar quando o ambiente que o animal ¢ mantido sofre alteracdes. As
familias  bacterianas  Enterobacteriaceae, = Moraxellaceae,  Staphylococcaceae e
Lactobacillaceae foram mais abundantes na microbiota uterina durante o verdo, e
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Bacteroidaceae ¢ Clostridiaceae foram mais abundantes
durante o inverno (NGUYEN et al., 2019). Essas alteracdes da composi¢ao das comunidades
bacterianas uterinas das vacas podem impactar diretamente na performance reprodutiva dos
animais.

Andlises empregando cultivo microbiologico e sorologias sugerem a ocorréncia de
coinfec¢des na microbiota do trato reprodutivo bovino, como, por exemplo, entre C. fetus e T.
foetus (BONDURANT, 2005). Sendo assim, a busca por associagdes entre a microbiota de
determinado nicho ou hospedeiro e as suas possiveis correlagdes com enfermidades causadas
por agentes patogé€nicos passou a ser pesquisada. Ao identificar os estados simbioticos e
disbioticos da microbiota, as interagdes do complexo hospedeiro-parasita-bactéria-virus nas
superficies mucosas ou epiteliais podem ser descritas, permitindo que novas pesquisas sejam
conduzidas (WICKWARE et al., 2019).

Até o momento dessa Tese, nenhum estudo abordou se a presenca de C. fetus subsp.
venerealis na cérvix de vacas com infertilidade pode interferir na microbiota daquele nicho.
Portanto, a identificacdo da microbiota da cérvix de fémeas bovinas representa o primeiro passo
para o entendimento das interacdes que ocorrem nesse ambiente € que podem impactar na
ocorréncia de CGB. Além disso, a diferenciacao das microbiotas de animais sadios e infectados,
bem como a andlise in silico da interacdo metabdlica entre as bactérias e os fungos presentes
nessa situacdo clinica, permitird a realizacdo de ensaios mais detalhados e precisos de

efetividade de tratamentos e profilaxia contra os micro-organismos envolvidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho ¢ identificar os micro-organismos potencialmente
relacionados ao desenvolvimento e manutencdo da Campilobacteriose Genital Bovina, bem
como o efeito da interacdo entre os agentes microbianos no trato reprodutivo de bovinos

acometidos pela doenga.

3.2 Objetivos especificos

a) Padronizar os métodos de coleta, transporte e armazenamento de muco prepucial para
diagndstico molecular de C. fetus subsp. venerealis;

b) Analisar em mucos prepuciais de touros de fazendas com historico de infertilidade,
além presenca de C. fetus subsp. venerealis, a coexisténcia de outros agentes infecciosos
considerados no diagnostico diferencial da Campilobacteriose Genital Bovina;

c¢) Coletar amostras de muco cervical de fémeas bovinas com histérico de retorno ao cio
e novilhas sem contato sexual prévio e, posteriormente, realizar o diagndstico molecular
de C. fetus subsp. venerealis nas amostras coletadas;

d) Identificar e comparar a diversidade de micro-organismos por sequenciamento
metabarcoding com os alvos 16s TDNA e ITS e analisar as comunidades bacterianas e
fingicas presentes na cérvix das vacas com historico de retorno ao cio portadoras ou
nao de C. fetus subsp. venerealis;

e) Interrelacionar a presenca de C. fetus subsp. venerealis, outras bactérias e outros

micro-organismos com a ocorréncia de retorno ao cio em vacas.



33

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Metodologia de sele¢cao dos animais, amostragem e processamento das amostras

4.1.1 Selegdo e visita as propriedades para coleta de muco cervicovaginal de vacas

Os critérios para a selecdo das propriedades participantes foram:

a) propriedades criadoras de bovinos de corte, localizadas no estado do Rio Grande do
Sul;

b) fazendas que fazem uso de monta natural, mesmo que apenas em repasse com touros;

¢) historico de retorno ao cio (infertilidade) na ultima estagao reprodutiva.

4.1.2 Coleta das amostras de muco cervicovaginal

De cada animal, uma escova cervical estéril (em tampdo salina-fosfato - PBS) foi
coletada. Para a coleta de muco cervicovaginal, a vulva de cada animal foi lavada com agua
destilada e um espéculo foi introduzido na cavidade vaginal do animal para evitar a
contaminac¢do pelo fluido vaginal. A escova cervical foi acoplada em um coletor de suabe
cervicovaginal de equinos, posteriormente introduzida na vagina pelo espéculo e a amostra de
secre¢do cervicovaginal foi coletada. Antes de armazenar adequadamente as escovas, as
amostras foram espalhadas sobre uma lamina de vidro e encaminhadas para analise citologica.
Posteriormente, as escovas foram colocadas em um tubo estéril com 1 ml de solu¢cdao PBS a 1%,
transportadas para o Laboratdrio de Bacteriologia Veterinaria (LaBacVet) da FAVET/UFRGS e

analisadas dentro de 12 horas ap0s a coleta.

4.1.3 Identificagdo molecular de C. fetus subsp. venerealis nas amostras de muco cervicovaginal

O DNA metagenomico foi extraido com o emprego do Kit comercial de extragdo de
MagMAX Nucleic Acid Isolation Kit (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA). Os
DNAs extraidos foram submetidos a uma PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR) no
equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, USA), com os primers, sonda e reagdo descritos por Van Der Graaf-Van Bloois

et al. (2013) para quantificagdo absoluta de C. fetus subsp. venerealis nas amostras investigadas.
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4.1.4 Amplificagdo do alvo V4 do gene 16S rDNA nas amostras de muco cervicovaginal das

vacas e sequenciamento dos amplicons

Levando em conta os resultados de identificagao molecular de C. fetus subsp. venerealis
pela qPCR, nas amostras de muco cervicovaginal das vacas, trés grupos amostrais foram
formados. Cada grupo foi composto por 10 fémeas:

a) vacas que apresentaram retorno ao cio na ultima estagdo ¢ com confirmagao

molecular de infecgdo por C. fetus subsp. venerealis;

b) vacas que apresentaram retorno ao cio na ultima estagdo e com confirmagéo

molecular de auséncia de infec¢do por C. fetus subsp. venerealis;

) novilhas sem contato sexual (fémeas virgens).

A amplificagdo dos amplicons procaridticos (dos trés grupos: a, b e c) foi baseada na
regido V4 do gene 16S rDNA bacteriano (KOZICH et al., 2013). Além disso, um controle
negativo (blank control), caracterizado por DNA advindo de extragdo a partir de uma escova
cervical sem amostra cervicovaginal, também foi submetido a amplificacdo do gene 16S rDNA.
As bibliotecas de 16S rDNA foram sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq (Illumina, San
Diego, CA, USA) na empresa Beijing Genomics Institute (BGI). O fluxograma de trabalho até

a obtencao dos grupos amostrais esta ilustrado na Figura 4.



Figura 4 - Fluxograma da coleta de amostras e elaboracdo dos grupos para o estudo da

microbiota cervicovaginal bacteriana
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Foram coletados muco cervicais de vacas com histdrico de retorno ao cio e novilhas virgens para o diagnostico

4.1.5 Amplificagdo da regido intergénica ITS1 nas amostras de muco cervicovaginal das vacas

Para elucidacdo da microbiota fingica cervicovaginal trés grupos amostrais foram

criados:

a) 21 vacas com historico de retorno ao cio na ultima estagdo de monta;
b) 10 vacas férteis com mais de 60 dias de pos-parto;

¢) Cinco novilhas sem contato sexual (fémeas virgens).
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A amplificacdo dos amplicons eucarioticos foi pautada no espagador génico ITSI
(STOECK et al., 2010). As bibliotecas de ITS foram purificadas, indexadas com indexes
Nextera XT® e sequenciadas na plataforma Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA),
com o kit MiSeq v2 reagent kit 500 cycles usando paired-end reads. O fluxograma

metodoldgico estd apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma da coleta de amostras e elaboragdo dos grupos para o estudo da

microbiota cervicovaginal fungica
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Fonte: Proprio autor (2022)

4.1.6 Andlises in silico da diversidade de bactérias e micro-organismos eucaridticos obtidos da

cérvix das vacas analisadas

Ao todo foram obtidos resultados de sequenciamento para uma biblioteca de blank

control, 30 bibliotecas de 16S rDNA e 36 bibliotecas de ITS. As reads de cada biblioteca foram
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filtradas por qualidade de base, usando o software FastQC (versdo 0.11.4) e as posi¢des de
sequéncia com um indice de qualidade inferior a phred 30 foram removidas, utilizando o Sickle
(versao 1.33; GitHub). Depois disso, as sequéncias de adaptadores, primers e reads com menos
de 50 pb foram removidas pelo software trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014).
A profundidade de sequenciamento foi avaliada usando curvas de rarefagdo e, além disso, a
atribuicao de taxonomia foi filiada com as ASVs, usando o software QIIME 2 (BOLYEN et al.,
2019). Resumidamente, o pacote DADA2 (CALLAHAN et al., 2016) foi utilizado para
remover ruidos de sequéncias e filtrar quimeras. Depois de construir a tabela de ASV e remover
as quimeras, a taxonomia foi realizada contra o banco de dados referéncia UNITE (versao 01.12
.2017) para dados de ITS e com silva-138-99-nb-classifier.qza para dados de 16S rDNA,
considerando 99% de similaridade de sequéncia, usando o algoritmo de vizinho médio (padrao).
Um fluxograma de trabalho a partir dos dados de sequenciamento oriundos da plataforma

Illumina até a obtengao dos resultados estd apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma de trabalho a partir de dados de sequéncias de brutas (reads) até as

analises comparativas dos grupos estudados
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Fonte: Proprio autor (2022)

As metodologias especificas para cada conjunto de dados (ITS ou 16S) estdo descritas
nos respectivos manuscritos, compondo diferentes capitulos. As andlises das diversidades entre
0s grupos amostrais sdo compiladas em dois capitulos distintos. No primeiro, ¢ abrangido o
perfil fungico encontrado na cérvix de vacas com sinais de infertilidade, sendo que este

resultado se encontra publicado no periddico Microbial Pathogenesis (Capitulo 3 — doi:
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10.1016/j.micpath.2021.105351). J& os dados referentes a diversidade bacteriana nos diferentes
grupos amostrais compuseram um outro artigo cientifico, que se encontra submetido e sob

revisao para publicagdo em um periddico de circulacao internacional (Capitulo 4).
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5 CAPITULO 1: Muco prepucial bovino congelado como amostra adequada para o
diagndstico molecular direto de Campylobacter fetus subsp. venerealis

Frozen bovine preputial mucus as a suitable sample for the direct molecular diagnosis of

Campylobacter fetus subsp. venerealis

Conforme mencionado anteriormente, C. fetus subsp. venerealis possui um crescimento
fastidioso e, em condi¢des de microaerofilia, interferem na viabilidade bacteriana nos processos
de coleta, armazenamento, manutengdo e diagndstico (MONKE et al., 2002). Portanto, a
primeira etapa realizada nesse projeto foi a padronizagdo do procedimento de coleta e tempo
de transporte e armazenamento de material para diagndstico molecular de C. fefus subsp.
venerealis. Esse estudo resultou em um artigo cientifico, publicado em 2020, na revista
cientifica Journal of Microbiological Methods, que se encontra publicamente disponivel (v.

179, n. 106101; doi: 10.1016/j.mimet.2020.106101).
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6 CAPITULO 2: Vigilancia de touros de corte no Brasil para avaliar o seu papel como

fonte de agentes infecciosos relacionados a infertilidade das vacas

Survey of beef bulls in Brazil to assess their role as source of infectious agents related to

cow infertility

O laboratorio de bacteriologia veterinaria da UFRGS (LaBacVet) realiza diagndstico de
agentes infecciosos reprodutivos de bovinos. O servigo dispde de diagndstico por ensaios de
PCR para C. fetus subsp. venerealis, Ureaplasma diversum, Tritrichomonas foetus,
Mycoplasma bovigenitalium ¢ Mycoplasma bovis. A espécime clinica necessaria para essa
investigacao ¢ o raspado prepucial de touros ou muco cervicovaginal de vacas. Apoés a triagem
de 210 touros para os agentes etioldogicos mencionados acima, os resultados foram compilados,
analisados e publicados. Os dados sdo referentes a todos os animais recebidos para analise no
LaBacVet entre os anos de 2019 e 2020. Esse estudo resultou em um artigo cientifico, publicado

em 2021 na revista cientifica Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, que se encontra

publicamente disponivel (v. 34, n. 1; doi: 10.1177/10406387211050636).
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7 CAPITULO 3: Desempenhos reprodutivos das vacas e a ordem de paridade influenciam

a comunidade fungica cervicovaginal

Cows’ reproductive performances and parity order influences the cervicovaginal fungal

community

Embora se saiba que os fungos possuam fun¢do essencial na estabilidade do trato
reprodutivo bovino e no desenvolvimento de doencas reprodutivas, at¢é o momento, a
composicdo das comunidades flingicas presentes na cérvix de vacas tanto saudaveis quanto
inférteis ndo havia sido elucidada pela literatura consultada. Portanto, o nosso estudo fornece
um amplo conhecimento sobre os fungos que habitam a cérvix de vacas com retorno ao cio.
Além disso, sugerimos que o evento da paricdo pode alterar significativamente a composicao
da comunidade flngica cervical, facilitando, talvez, a coloniza¢do por micro-organismos
patogénicos. Esse estudo resultou em um artigo cientifico, publicado em 2022 na revista

cientifica Microbial Pathogenesis (v. 162, n. 105351; doi: 10.1016/j.micpath.2021.105351).
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8 CAPITULO 4: Rumo a caracterizagdo da microbiota cervicovaginal de vacas que
carreiam Campylobacter fetus subsp. venerealis

Towards the characterization of the cervicovaginal microbiota of cows harboring

Campylobacter fetus subsp. venerealis

O presente capitulo descreve a microbiota cervicovaginal de 20 vacas com historico de
retorno ao cio (10 positivas e 10 negativas para a presenca de C. fetus subsp. venerealis) e 10
novilhas sem qualquer contato sexual com machos, através do sequenciamento dos amplicons
da regidao V4 do gene 16S rDNA. Embora a microbiota vaginal bovina ja tenha sido explorada
por diversos pesquisadores, até o momento, a composi¢cao das comunidades bacterianas
presentes na cérvix de vacas carreadoras de C. fetus subsp. venerealis nao foi elucidada pela
literatura. Portanto, o nosso estudo fornece um amplo conhecimento sobre as bactérias que
habitam a cérvix de vacas com retorno ao cio. Esse estudo resultou em um artigo cientifico, que

no momento esta submetido para publicagdo em um perioddico de circulagao internacional.
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9 DISCUSSAO GERAL

O setor da pecudria contribui ativamente com o rendimento financeiro do mercado
brasileiro. Para o completo sucesso dessa cadeia produtiva, faz-se necessaria uma eficiente
performance reprodutiva dos bovinos, visando o aumento de terneiros nascidos para o aumento
dos rebanhos e reposicao dos animais (SILVA NETO; BACCHI, 2014). Portanto, manter uma
performance reprodutiva de exceléncia ¢ prioritdrio para a industria bovina. No entanto,
diversos fatores podem contribuir negativamente nesse quesito e perdas reprodutivas podem
ocorrer por causas infecciosas e nao infecciosas (SHELDON et al., 2009; YOO, 2010;
WAGENER et al., 2014; DISKIN et al., 2016). Entre as causas infecciosas, destaca-se a
infeccdo por C. fetus subsp. venerealis, uma bactéria venérea de ampla distribui¢do mundial,
que causa retorno ao cio e redu¢do do numero terneiros nascidos (MICHI et al., 2016). O
estabelecimento da doencga ocorre por diversos mecanismos patogénicos bacterianos e, apesar
de serem conhecidos, existe uma lacuna no conhecimento sobre a interagao deste patdgeno com
a microbiota cervicovaginal.

Nesse sentido, a nossa proposta foi padronizar o método de coleta, transporte e
armazenamento de amostras prepuciais para o diagnostico de CGB, seguido da descricao da
microbiota cervicovaginal de vacas infectadas por C. fetus subsp. venerealis. Além disso,
buscamos, com a obtencao de dados da microbiota, o reconhecimento das interagdes dos micro-
organismos, gerando informacg6es sobre 0s patdgenos que podem estar relacionados aos casos
de infertilidade bovina. Os resultados apresentados sdo importantes para o entendimento do
microambiente cervicovaginal na presenca de C. fetus subsp. venerealis.

O primeiro objetivo desta Tese foi padronizar os métodos de coleta, transporte e
armazenamento de muco prepucial para diagnostico molecular de C. fetus subsp. venerealis. C.
fetus subsp. venerealis ¢ uma bactéria fastidiosa e microaerofila, o que dificulta a viabilidade
bacteriana para a detec¢do pela técnica padrao ouro, que € o cultivo bacteriano (OIE, 2019).
Sendo assim, as técnicas moleculares comecaram a ganhar destaque no diagnostico de CGB e,
atualmente, sdo empregadas rotineiramente para diagnostico de amostras de campo (POLO et
al., 2021). No entanto, o transporte e o tempo de armazenamento das amostras para posterior
investigacdo de C. fetus subsp. venerealis ainda ndo eram definidos. Assim, fizemos as
seguintes perguntas cientificas: 1) E possivel congelar amostras de muco prepucial para
posterior diagndstico molecular de C. fetus subsp. venerealis? 2) Por quanto tempo os mucos
podem ficar congelados antes da extragdo de DNA? A partir dos dados comparativos de

deteccao de C. fetus subsp. venerealis nas amostras refrigeradas e congeladas por 10 dias,
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pudemos concluir que o congelamento a -20°C de raspados prepuciais por até 10 dias nao
interfere na detec¢do do agente. Esses achados impactam ndo somente na pesquisa cientifica de
CGB, mas diretamente na comunidade técnica. Visto que os nossos resultados provam que
amostras de campo podem ser coletadas e armazenadas por até 10 dias para analise, as coletas
distantes de centros de diagndstico serdo facilitadas e, consequentemente, a epidemiologia de
CGB sera melhor elucidada.

Apbs a consolidacdo do método de coleta e transporte das amostras de muco prepucial
para diagndstico de C. fetus subsp. venerealis, procedemos com uma triagem de agentes
reprodutivos causadores de baixa performance nos rebanhos brasileiros. No Capitulo 2 desta
Tese, abordamos uma triagem epidemioldgica de Campylobacter fetus subsp. venerealis,
Ureaplasma diversum, Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma bovis e Tritrichomonas
foetus. Os touros sdo considerados portadores subclinicos crénicos desses agentes e 0S
transmitem para as fémeas por forma venérea, causando retorno ao cio e infertilidade
(CHIAPPARRONE; SOTO; CATENA, 2016; GIVENS; MARLEY, 2008b; MICHI et al.,
2016). Evidenciamos que todos os agentes investigados circulam nos rebanhos bovinos
brasileiros e, muitas vezes, coabitam o0 mesmo nicho.

Também constatamos a associagdo negativa entre os agentes, C. fetus subsp. venerealis
com M. bovis e Ureaplasma diversum com M. bovis. Até o presente momento, nao existem
relatos que associem uma interag@o entre esses micro-organismos. O nosso estudo relacionou a
interacdo entre os agentes apenas pela presenga no mesmo sitio etiologico, porém, ndo sabemos
se esses agentes podem agir sinergicamente, favorecendo multiplicacdo ou disseminacdo. M.
bovis, M. bovigenitalium, ¢ U. diversum sao membros da familia Mycoplasmataceae.
Curiosamente, embora Mycoplasma spp. possa produzir energia pela metabolizagao
carboidratos e aminodcidos como uma alternativa a ureia, Ureaplasma spp. depende
estritamente da ureia para o seu crescimento (KENNY et al., 1977). O aumento da concentragao
de ureia no sangue tem uma relacdo com a presenca de U. diversum na vagina das vacas; os
autores supdem que a ureia poderia ser um substrato para U. diversum no crescimento da vagina
(SANDERSON et al., 2000). Sendo assim, o manejo nutricional dos animais pode ser um fator
chave no favorecimento da multiplicagdo de bactérias membros da familia Mycoplasmataceae.
A associacdo significativa que encontramos pode ser o resultado de um efeito sinérgico entre
essas bactérias. A hipotese € que M. bovis promoveria um efeito favoravel ambiente de
colonizacdo para U. diversum, no prepucio dos touros. Vale destacar que M. bovis esteve

presente em mais da metade dos animais investigados e a sua alta incidéncia pode estar
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relacionada a coabitagdo com outros agentes e, ndo necessariamente, com o sinergismo entre
as bactérias.

Objetivando elucidar a microbiota do trato reprodutivo bovino e correlacionar 0s
agentes encontrados com os quadros de infertilidade, conduzimos os sequenciamentos de
metabarcoding para caracterizar tanto o perfil fingico quanto bacteriano, que é carreado na
cérvix de vacas com sinais de infertilidade. Inicialmente, n6s fizemos as seguintes perguntas
cientificas: 1) A composicao da microbiota fangica é responsavel pelos quadros de infertilidade
em fémeas bovinas? 2) A ordem de paridade influencia na composicdo das comunidades
fangicas cervicovaginais de vacas? Pelo sequenciamento do fragmento ITS, pudemos
determinar que as comunidades fungicas cervicovaginais se diferem de acordo com a ordem de
paridade das vacas e conforme a performance reprodutiva.

A nossa compreensao do complexo microbioma de ruminantes e o reconhecimento da
importancia da interagdo hospedeiro-microbioma se expandiram significativamente nos Gltimos
anos (ONG et al., 2021). A maioria dessas pesquisas descreveram a microbiota vaginal no p6s-
parto com ou sem metrite e ndo abordaram os casos de infertilidade causados por patégenos
bacterianos e fdngicos. Sendo assim, o Capitulo 3 desta Tese objetivou descrever as
comunidades fangicas cervicovaginais nas vacas com infertilidade.

Pela andlise das vacas férteis e inférteis pudemos constatar que o género flngico
Candida estd associado ao fato das vacas desenvolverem quadros de infertilidade. Esse
resultado ja era esperado, uma vez que esse género foi descrito anteriormente como envolvido
em doencas endometriais em vacas (SAINI et al., 2019). De acordo com Saini et al. (2019), a
contaminacgdo das vacas com Candida spp. ocorreu apés a primeira época de reproducdo por
acasalamento natural, inseminacdo artificial, ap6s o parto ou apds terapia antimicrobiana
intrauterina local prolongada. Essas intervencfes podem mudar o microambiente do trato
reprodutivo, promovendo a colonizagdo por agentes patogénicos.

Ao compararmos as vacas com retorno ao cio, vacas férteis, novilhas ndo sexualmente
ativas, e por ordem de paridade (multiparas versus nuliparas), evidenciamos que a microbiota
fangica cervicovaginal sofre alteracfes significativas entre vacas multiparas (animais que
experimentam mais de uma prenhez) e vacas nuliparas (nunca pariram). As vacas multiparas
apresentam uma microbiota menos diversificada e rica em comparagdo as vacas nuliparas.
Apesar de ndo termos acesso ao historico clinico desses animais, acreditamos que as vacas
multiparas, além de ja terem experienciado a pari¢do, podem ja ter sido afetadas por outras
doengas uterinas e, consequentemente, sido expostas a tratamentos antimicrobianos, uma vez

que o protocolo padréo para infecgdes uterinas € o tratamento medicamentoso (JEON et al.,



46

2018). Além disso, apesar de todos os animais (vacas e novilhas) serem da mesma fazenda, os
animais jovens (vacas nuliparas e virgens) recebem concentragdes de concentrado e forrageiras
de melhor qualidade e quantidade para garantir uma maturidade sexual mais precoce, enquanto
as vacas multiparas sdo mantidas em campo nativo. Sendo assim, a alimentacdo também pode
ter influenciado nas diferencas entre os grupos, especialmente porque esse fator ja é
caracterizado como compositor da microbiota fecal (KHAFIPOUR et al., 2016; APPIAH et al.,
2020) e essa, por sua vez, e parte fundamental da microbiota cervicovaginal.

Esses achados demonstram o efeito da paricdo na microbiota fungica cervicovaginal e
a possibilidade do impacto direto na colonizagdo da microbiota por agentes patogénicos
responsaveis por baixas taxas reprodutivas. Sendo assim, fica evidente a necessidade de um
manejo pds-parto para evitar as consequéncias reprodutivas causadas por doengas uterinas. O
uso de probidticos vaginais tem se tornado um aliado promissor na recuperacdao da microbiota
saudavel de vacas nos pos-parto, diminuindo a incidéncia de doengas reprodutivas (GARCIA-
GALAN et al., 2020).

Os estudos com o uso de probidticos intravaginais t€ém se apresentado como uma
ferramenta promissora € o uso de Lactobacillus spp. promove a reducdo do pH vaginal,
tornando, consequentemente, o ambiente menos propicio para a multiplicagdo de alguns
patogenos (GARCIA-GALAN et al., 2020). Estudos nesse contexto parecem ser promissores
para as redugdes de perdas reprodutivas no setor da pecudria. O primeiro passo para alterar a
microbiota com a adigdo de probiodticos € conhecer as comunidades fingicas e bacterianas
vaginais das vacas e entender quais micro-organismos podem agir de forma benéfica para o
microambiente vaginal.

Posteriormente, foi levantada a seguinte pergunta cientifica: “A microbiota bacteriana
cervicovaginal de vacas com histdrico de retorno ao cio sofre alteragdes tanto em composi¢ao
quanto em diversidade quando C. fetus subsp. venerealis estd presente”? No intuito de
responder a esta pergunta, o Capitulo 4 desta Tese visou descrever as comunidades bacterianas
da cérvix de vacas portadoras de C. fetus subsp. venerealis. Para esse proposito, comparou-se
10 vacas com problemas de retorno ao cio na ultima esta¢do reprodutiva e negativas para a
presenca de C. fetus subsp. venerealis (CVN), 10 vacas com retorno ao cio e positivas para C.
fetus subsp. venerealis (CVP) e 10 novilhas virgens (NSA). Ao compararmos a composicao das
comunidades bacterianas cervicovaginais desses trés grupos, constatamos que as vacas com
retorno ao cio negativas e positivas para a presenca de C. fetus subsp. venerealis apresentam
um perfil composicional (tanto em taxonomia quanto em abundancia de reads)

significativamente diferente do grupo NSA. Além disso, constatamos que a presenca de C. fetus
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subsp. venerealis nao alterou a composicdo da microbiota dos grupos CVN e CVP. Vale
ressaltar também a presenca de C. fetus subsp. venerealis na microbiota cervicovaginal de duas
novilhas ndo sexualmente ativas. Essas novilhas compartilharam um padrdo similar de
composi¢ao bacteriana da microbiota, tanto na analise de diversidade quanto no perfil da via
metabodlica com o grupo CVP. Normalmente, as vacas infectadas com C. fetus subsp. venerealis
retornam ao cio ou abortam. Entretanto, nos casos em que ndo ocorre retorno ao cio ou aborto,
a bactéria pode migrar da mae para a placenta (MILLER, 1977). Além disso, o género
Campylobacter foi identificado na microbiota vaginal das vacas cuja prole desenvolveu doenga
no trato respiratorio superior (LIMA et al., 2019). Ademais, o gé€nero ja foi verificado na
microbiota vaginal de novilhas virgens saudaveis (QUEREDA et al., 2020). Embora ndo haja
relatos de transmissdo vertical de C. fetus subsp. venerealis, especulamos que essa rota pode
ser a explicagdo para as novilhas ndo sexualmente ativas, que tiveram resultados positivos nos
ensaios de qPCR. Essa hipotese ¢ reforcada pelo fato de as novilhas serem de uma fazenda
positiva para C. fetus subsp. venerealis. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para provar a
eficiéncia dessa rota de transmissdo de C. fetus subsp. venerealis.

Além disso, alguns animais que testaram positivo para C. fetus subsp. venerealis na
triagem inicial por ensaios de qPCR nao tiveram reads afiliadas ao género Campylobacter no
sequenciamento da regido V4 do 16S rDNA. As técnicas usadas neste estudo (qQPCR e
sequenciamento V4 16S) tém diferencas na sensibilidade. A qPCR pode detectar uma
quantidade menor de copias de C. fetus subsp. venerealis, enquanto o sequenciamento pode ser
afetado pela abundancia de outras bactérias presentes no local alvo. Os casos de animais
negativos para C. fetus subsp. venerealis na qQPCR e com a presenca de leituras para o género
Campylobacter podem ser explicados por outras espécies do género na microbiota
cervicovaginal das vacas.

De maneira geral, 0s nossos resultados da microbiota fungica e bacteriana também
destacam que 0s animais possuem caracteristicas individuais na composi¢do da microbiota
cervicovaginal. Em outras palavras, possivelmente, fatores ambientais, genéticos e resposta
individual frente aos desafios microbianos, alteram a composi¢éo da microbiota cervicovaginal
das vacas. Desse modo, a descri¢do da microbiota cervicovaginal das fémeas com diferentes
performances reprodutivas, além da caracterizagdo taxondmica das comunidades fungicas e
bacterianas, representa um passo importante para a consolidacdo do entendimento das
interacdes entre micro-organismos, especialmente na presenca de C. fetus subsp. venerealis,

causador de quadros de infertilidade nas vacas.
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10 CONTRIBUICAO TECNICO-CIENTIFICA DOS RESULTADOS ALCANCADOS
NESTA TESE

Visando contribuir com a comunidade técnico-cientifica, a presente Tese abordou a
caracterizagdo da microbiota cervicovaginal de vacas com Campilobacteriose Genital Bovina,
pelo sequenciamento de metabarcoding. Duas grandes contribui¢des que trardo avangados para
as areas relacionadas a esta Tese sdo aqui destacadas: 1) o desenvolvimento de scripts de
bioinformatica que permitem a pessoas menos experientes a realizacao, de forma simples, de
analises de bioinformatica de sequenciamento de metabarcoding; ¢ ii) a padronizacdo de um
método efetivo, seguro, e de alta sensibilidade para coleta e armazenamento de amostras de
muco para diagnostico molecular de C. fefus subsp. venerealis.

Para a andlise desses resultados, foi necessario o emprego de diversas ferramentas de
bioinformatica ¢ de conhecimentos de linguagem de programacdo. Visto que esses
conhecimentos informaticos, muitas vezes, sao limitados para alunos e profissionais das areas
bioldgicas, construimos um script (MetagenBarcod.py) em linguagem de programagao python
para facilitar a andlise dos dados gerados em sequenciamentos de amplicon 16 TtDNA e ITS.
Além disso, disponibilizamos um script (BarcodAnaly.R) para analises complementares,
construgdo de graficos e estatistica em linguagem R. Ambos estardo disponiveis publica e
gratuitamente para a comunidade cientifica no GitHub (https://github.com/silvia-decarli) apds
o registro do programa de computador do script MetagenBarcod.py.

Dado o impacto tecnologico inovativo que estas ferramentas de bioinformatica que
desenvolvemos durante a Tese de doutorado podem alcancar, foi solicitado, com apoio da
Secretaria de Desenvolvimento Tecnoldgico (SEDETEC) da UFRGS, registro de programa de
computador junto ao INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial em 02/03/2022. Esta
ferramenta foi empregada nas andlises do artigo cientifico intitulado Cows’ reproductive
performances and parity order influences the cervicovaginal fungal community, publicado na
revista Microbial Pathogenesis (DE CARLI et al., 2022— Capitulo 3), e também nas analises
do Capitulo 4.

Resumidamente, o script MetagenBarcod.py foi desenvolvido para fazer a montagem
das fitas sequenciadas forward e reverse por sequenciamento em equipamentos Illumina,
remover sequéncias quiméricas e disponibilizar os Amplicon Sequence Variants (ASVs) do
conjunto de dados fornecido. Posteriormente, infere-se a taxonomia dos ASVs identificados,

geram-se graficos de barra para visualizagdo, bem como dados estatisticos sobre o conjunto de
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dados. Por fim, o script executa a inferéncia estatistica comparativa entre os grupos de dados.
Todo o processo das analises ocorre dentro do ambiente QIIME2.

Ja o script BarcodAnaly.R foi desenvolvido para descontaminar in silico as bibliotecas
de metabarcoding, em caso de sequenciamento de reads em bibliotecas de blank control. Apds
a descontaminagdo in silico das reads, os dados descontaminados seguem para inferéncias
estatisticas, analise de diversidade alfa, diversidade beta, heatmap, Ramdon Forest e correlagdo
entre os géneros identificados nas bibliotecas analisadas.

O presente trabalho também forneceu uma nova abordagem de coleta e armazenamento
de amostras de muco prepuciais de touros para o diagnostico de C. fetus subsp. venerealis. Este
método ¢ de grande valia para o setor pecudrio, e também cientifico, pois agora sabemos que
as amostras de muco prepucial podem ser congeladas por até 10 dias, e apos transportado
refrigerado para o Laboratério, sem a perda de sensibilidade e especificidade para o diagndstico
molecular de C. fetus subsp. venerealis. Como a maioria das fazendas de bovinos sdo distantes
de laboratdrios, o diagndstico de C. fetus subsp. venerealis sempre foi dificil e, em muitos casos
impraticavel, ja que anteriormente ao nosso estudo era preconizado que as amostras apds coleta
fossem mantidas refrigeradas e processadas no Laboratério em até 48 h. Estes resultados estdo
publicados no artigo cientifico intitulado Frozen bovine preputial mucus as a suitable sample
for the direct molecular diagnosis of Campylobacter fetus subsp. venerealis, publicado na

revista Journal of Microbiological Methods (DE CARLI et al., 2020 — capitulo 1).
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11 CONCLUSOES

Com os dados analisados até o presente momento, podemos concluir que:

a) O congelamento de amostras clinicas de raspado muco prepucial de touros foi
eficiente para o diagndstico de C. fetus subsp. venerealis;

b) Os touros sdo portadores assintomdticos dos principais agentes relacionados a
infertilidade nas vacas;

c¢) Fazendas com baixo desempenho reprodutivo tiveram a presenca significativamente
alta dos seguintes agentes infeciosos: C. fetus subsp. venerealis, M. bovis, M.
bovigenitalium e U. diversum;

d) A composicdo da comunidade fungica cervicovaginal entre vacas inférteis e férteis ¢
muito semelhante;

e) A composicdo da comunidade fungica cervicovaginal ¢ significativamente
influenciada pela ordem de paridade;

f) C. fetus subsp. venerealis ndo influencia na composi¢do da microbiota bacteriana
cervicovaginal;

g) A microbiota cervicovaginal bacteriana das vacas com historico de retorno ao cio se

difere significativamente das novilhas virgens.
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12 PERSPECTIVAS

a) Avaliar comparativamente a microbiota cervicovaginal fingica e bacteriana de vacas
com histérico de retorno ao cio na ultima estacao de monta;

b) Avaliar detalhadamente as vias metabdlicas encontradas por analogia ao perfil 16S
rDNA cervicovaginal de vacas com histdrico de retorno ao cio na ultima estagdo de
monta, com e sem a presenca de C. fetus subsp. venerealis;

c) Determinar e investigar a interacdo dos micro-organismos bacterianos
cervicovaginais e as influéncias nos quadros de retorno ao cio;

d) Realizar estudos gendmicos de C. fetus subsp. venerealis para determinar marcas
genéticas evolutivas ao longo dos anos;

e) Realizar estudos filogendomicos para tragar a epidemiologia molecular de C. fetus

subsp. venerealis.
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