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Resumen del proyecto

La composicién de la microbiota tiene grandes implicancias en la salud humana y animal. En bovinos, se propuso que la
composicién de la microbiota del tracto reproductivo de las hembras condiciona el comportamiento reproductivo, la
susceptibilidad a patédgenos genitales y la salud de los animales neonatos.

Estas hipdtesis deben ser probadas a través del andlisis de diferencias en la microbiota de casos y controles, para lo cual es
importante contar con informacidn de la microbiota del ganado sano.

Este proyecto estuvo enfocado en analizar la composicidn de la microbiota vaginal bovina en relacién al ciclo reproductivo.
Mediante secuenciacidn masiva de un fragmento del gen 16S, se obtuvo un perfil taxonémico de la microbiota vaginal
bacteriana de animales sanos. Los individuos se muestrearon en distintos momentos del ciclo reproductivo.

Se compard la composicion de la microbiota de todos los animales para cada momento del ciclo, encontrdndose grandes
diferencias interindividuales. La composicién de la microbiota al momento de la inseminacién entre las vacas que resultan
prenadas y las que no es significativamente diferente.

Los resultados del proyecto serdn una linea de base para el disefo de futuros proyectos que analicen la asociacién entre la
microbiota y el comportamiento reproductivo, lo cual podrd influir en mejorar la productividad de los rodeos.
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Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

Histéricamente la economia de Uruguay se ha basado en la exportacion de productos agropecuarios, especialmente de carne
bovina y sus derivados. Por lo tanto, puede considerarse a la producciédn bovina como uno de los pilares de la economia
nacional.

El éxito econdmico de la industria cdrnica y lechera depende en gran parte de las tasas reproductivas del rodeo. Cualquier
desviacion (bajas tasas de prefez, largos intervalos entre pariciones, bajos nimeros de vacas prefadas en funcién del
namero de inseminaciones artificiales y pérdidas tempranas del embridn, entre otras) redunda en pérdidas ocasionadas por la
baja tasa de procreo y/o de produccion de leche. Frecuentemente, las vacas con problemas reproductivos son retiradas del
rodeo, por lo cual se ocasionan pérdidas también por este motivo (Gdbor et al. 2016; Saraswat y Purohit 2016).

Actualmente, a pesar de la tecnologia y avances disponibles en el drea sanitaria, los productores a nivel mundial siguen
sufriendo pérdidas por repeticiones de celos y problemas con la fertilidad, y nuestro pais no es una excepcion a este respecto
(Easton et al. 2003; Repisso et al. 2005).

La etiologia de los problemas reproductivos es multifactorial. Entre las causas que influyen en el comportamiento reproductivo
bovino se destacan los factores nutricionales y de manejo (Quintans 2013), los infecciosos a nivel de todo el aparato
reproductivo, malformaciones o disfunciones hormonales (Saraswat y Purohit 2016) y causas genéticas diversas (Diskin et al.
2016).

La metagendmica es un drea que ha ganado creciente interés en los Gltimos anos, con una gran diversidad de enfoques
ecoldgicos, biotecnoldgicos y sanitarios. En particular el estudio de las comunidades microbianas presentes en determinadas
partes del cuerpo tiene grandes implicancias en la salud humana y animal, y recientemente se ha puesto de manifiesto el rol
preponderante que juegan los microorganismos en procesos fisioldgicos.

Existen multiples estudios que muestran que la microbiota vaginal y sus variaciones tienen gran influencia en la salud
reproductiva de diversas especies de mamiferos (Li et al. 2017; Miller et al. 2017, Mahalingan et al. 2019). En humanos, se ha
detectado que la microbiota vaginal de mujeres saludables es muy dindmica, y cambios importantes en su composicién a lo
largo del tiempo estdn asociados a varios factores como el ciclo menstrual, el embarazo, la etapa de la vida, comportamientos
sexuales y de higiene, entre otros (Ma et al. 2013). Estas variaciones resaltan la importancia de contar con un buen grupo
control y datos de individuos saludables para poder buscar asociaciones con diversos factores como el comportamiento
reproductivo.

En el ganado bovino, se estima que un individuo posee 120 veces mds células bacterianas que bovinas, en parte debido a la
gran cantidad de microorganismos que son responsables por la fermentacion en el rumen (Ross et al. 2013).

Se han realizado numerosos estudios de la microbiota del sistema digestivo (Noyes et al. 2016), asociando fenotipos complejos
como el nivel de produccién de metano con la composicion de comunidades bacterianas (Ross et al. 2013). En el sistema
reproductivo, se han realizado algunos estudios de la diversidad bacteriana utilizando métodos basados en cultivo (Otero et al.
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2000).

Los estudios independientes de cultivo estdn en sus comienzos (Laguardia-Nascimento et al. 2015; Bicalho et al. 2017a, 2017b,
2017c), y aun no se cuenta con un bagaje de informacién suficiente para evaluar cudles son los factores que influyen con mayor
importancia en la composicion de la microbiota vaginal, o su correlacién con el ciclo reproductivo (Laguardia-Nascimento et
al. 2015).

La microbiota vaginal bovina sufre de variaciones a lo largo del ciclo reproductivo, (Laguardia-Nascimento et al. 2015). Una
caracteristica llamativa es que la microbiota vaginal y del Gtero comparten la mayoria de los géneros presentes, por lo que se
supone que las bacterias pueden ingresar por via vaginal hasta el Gtero, donde algunos desbalances pueden llevar a
infecciones uterinas que pueden provocar abortos o partos prematuros (Swartz et al. 2014).

Ha sido propuesto que la microbiota vaginal también puede tener influencia en la susceptibilidad a patégenos del tracto
reproductivo (Brucella ovis, Campylobacter fetus, Helicobacter trogontum, o Arcobacter cryaerophilus, entre otros), en la
colonizacion temprana de los animales neonatos, lo cual afectaria la salud del recién nacido, y un impacto directo en el
comportamiento reproductivo, incluyendo la produccién de abortos (Swartz et al. 2014).

Las hipdtesis descritas arriba deben ser probadas a través de la comparacion y andlisis estadistico de diferencias en la
microbiota de grupos de casos y controles, para lo cual es importante contar con una base de informacion de la microbiota del
ganado sano (Miranda-Casoluengo et al. 2018).

El presente proyecto estd enfocado en el estudio taxondmico de la microbiota vaginal bovina a lo largo del ciclo reproductivo,
con el objetivo de generar informacion para elaborar una clasificacidn de los individuos segln la composicién de su microbiota,
que ha demostrado ser Gtil como linea de base en estudios de problemas reproductivos diversos en humanos (Ma et al. 2017,
Golstman et al. 2018).

Nuestra hipdtesis de trabajo postula que existen diferencias entre la diversidad de especies de bacterias presentes en la
vagina de individuos sin problemas reproductivos en los distintos momentos del ciclo reproductivo.

El objetivo del proyecto, por lo tanto, fue realizar un andlisis taxondmico de la microbiota vaginal bacteriana de hembras de
bovinos a lo largo del ciclo reproductivo mediante la secuenciaciéon masiva de amplicones del gen 16S, y asociar los cambios en
la microbiota a lo largo del tiempo con las diferentes fases del ciclo.

El desarrollo de esta propuesta permitird contar con informacién detallada y sistemdtica de la microbiota vaginal del ganado
bovino en un contexto de salud reproductiva. Los datos obtenidos generardn una linea de base de la microbiota y su dindmica a
lo largo del ciclo reproductivo. La informacién obtenida serd un punto de partida para visualizar la factibilidad del desarrollo
de estrategias de control de problemas reproductivos basadas en la evaluacién de la microbiota, que repercutirdn en una
mejora generalizada de la salud reproductiva bovina.

El proyecto aporta herramientas de monitoreo del desarrollo de posibles alteraciones en la salud del tracto reproductivo a lo
largo del ciclo. Esta informacidn serd til a la hora del disefio de terapias basadas en la remediacién de desbalances en la
microbiota vaginal que puedan ser asociados a problemas reproductivos. También sentard las bases para el disefo de
estudios tendientes a correlacionar los cambios en la microbiota y su asociacién con el comportamiento reproductivo, con
diferentes formas de cria y alimentacion del ganado. A su vez, esta linea base serd de utilidad para estudios de la relacion de
la microbiota del tracto reproductivo con la presente en distintos sectores del ambiente (comida y fuentes de agua, suelos,
aguas residuales, etc.). Eventualmente, el futuro desarrollo de este tipo de proyectos redundard en una mejora generalizada de
la salud reproductiva bovina.

Por lo tanto, una vez publicados los resultados, se espera un beneficio para la parte de la comunidad cientifica que estudia
estos temas, y para los organismos y sectores que utilizan de forma directa o indirecta la informacién generada por estos
estudios. Esto ayudard a generar herramientas para optimizar los indices de procreo del ganado bovino, colaborando en la
superacion de este problema crénico del sector.

En el futuro, y en la medida en que existan recursos disponibles, este estudio podrd ser complementado con el estudio funcional
de la microbiota utilizando las muestras tomadas en el presente proyecto.

Metodologia/Disefo del estudio

Muestreo

El muestreo debi6 ser replanificado al inicio del proyecto debido a problemas logisticos. El mismo se realizé en ganado lechero
del tambo experimental de INIA La Estanzuela, con la participacién del Dr. Gustavo Gastal, director del drea de Reproduccién
de INIA La Estanzuela, y su equipo.

El ensayo comenz6 con 48 animales que ingresaron al mismo en distintos momentos del ano.

Los individuos se muestrearon en distintos momentos del ciclo reproductivo. Todos los animales se muestrearon al momento
de la inseminacidn. Las vaquillonas que repitieron el celo (n= 20) no fueron muestreadas nuevamente. El resto fue muestreado
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al dia 30, en simultdneo con el diagndstico de preinez. Aquellos animales que resultaron prenados fueron muestreados entre
dos y cuatro veces mds a lo largo del ciclo.

El muestreo fue realizado mediante hisopado del cérvix utilizando hisopos estériles con doble cdnula “Uterus culture swab”
(Minitiib GMBH).

Puesta a punto de técnicas

Procesamiento de las muestras y extracciéon de ADN

Se probaron tres protocolos de procesamiento de la muestra a partir de hisopados vaginales, realizando distintos
procedimientos luego de hisopar (homogeneizacién en PBS, homogeneizacidn en PBS con posterior concentracion, congelado
directo del hisopo). En base a los resultados de la extraccion de ADN utilizando un kit comercial, se determiné que el congelado
directo del hisopo permite extraer una mayor cantidad y calidad de ADN. A partir de esta determinacién, se continuaron
procesando las muestras con este protocolo. Las extracciones de ADN se realizaron utilizando el kit Qiamp DNA Mini Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante para la extraccién a partir de hisopados.

Amplificacién

Utilizando una comunidad artificial comercial, cuya composicién es conocida, se realizé una puesta a punto de la PCR para la
amplificacién de la region V4 del gen del ARNr 16S. Se probaron varias enzimas, mixes de reaccidn y primers, se vario la
concentracion de los reactivos y las condiciones de ciclado hasta lograr la estandarizacion. Para la PCR de unién de
adaptadores (indexado), se varid la concentracién de reactivos y condiciones de ciclado hasta lograr amplicones adecuados
para la secuenciacién. Se probaron dos métodos de purificaciéon de amplicones de ambas PCRs, utilizando varios reactivos
alternativos hasta lograr obtener un purificado con una adecuada concentracién de ADN.

Una vez obtenidos datos de secuenciacién, se comprobé que una alta proporcidn de reads correspondian a secuencias
mitocondriales del hospedero, por lo que se decidié comenzar a utilizar los primers 27F y 338R que amplifican la regiéon V1-V2 y
que dan mejores resultados en este sentido (Walker et al. 2020). Una vez corroborado esto, se utilizd este juego de primers
para todas las muestras.

Generacion de librerias y secuenciacion

A partir de las extracciones de ADN, se realizé una PCR utilizando una Tag polimerasa de alta fidelidad (@5 Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase, NEB). Se amplificé la regién V1-V2 del gen ribosomal 16S con los cebadores 27F y 338R (Walker et al.
2020) modificados, que tienen las secuencias especificas y un overhang con la secuencia de los adaptadores que permiten
agregar los index para multiplexar las muestras. Las librerias fueron cuantificadas en un fluorémertro Qubit 3.0 (Thermo
Scientific) y su calidad fue evaluada mediante el andlisis por electroforesis capilar en un equipo Fragment Analyzer (Advanced
Analytical) utilizando el kit Standard Sensitivity NGS Fragment Analysis kit.

Se agregaron index de multiplexado utilizando el kit Nextera XT Index Kit v2 Set A. Las librerias se normalizarony se
generaron pooles que se secuenciaron en un equipo Illumina MiniSeq utilizando un kit de reactivos MiniSeq Mid OutPut Kit (300
cycles).

Andlisis de datos

Los datos de secuencias crudas (reads en formato Fastq) son filtrados por calidad, se cortan los primers y las zonas de baja
calidad (trimming), se remueven las quimeras y se buscan los ASVs utilizando el paquete de R DADA2 (Callahan et al.2016).

Se realizan comparaciones de la diversidad taxondmica presente en cada muestra. Se utiliza un andlisis discriminante para
identificar bacterias de diferentes niveles taxondmicos asociadas con posibles enfermedades de los animales y zoonosis
utilizando el paquete de R vegan (Oksanen et al. 2022).

Resultados, andlisis y discusion

En un andlisis preliminar de los datos, se comparé la composicidon de la microbiota de todos los animales para cada momento
del ciclo. Se encontraron grandes diferencias interindividuales (Figuras 1-3).

La composicién de la microbiota al momento de la inseminaciéon entre las vacas que resultan prefadas y las que no, es
significativamente diferente (Figura 1y 4). En un test de ANOVA comparando estos grupos el valor p es de 0.023.

La composicidn de la microbiota de cada individuo varia a lo largo del ciclo (Figuras 1-3).

Los resultados indican que las variaciones individuales en la microbiota son muy amplias, encontrdndose una correlaciéon
estadistica entre la composicién de la microbiota al momento de la inseminacidn y el éxito de la misma. Resta analizar los
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cambios de la microbiota a lo largo del ciclo y establecer pardmetros para clasificar a los animales, observando mds en
profundidad los taxa con abundancias diferenciales.

Conclusiones y recomendaciones

El proyecto resulté exitoso ya que los resultados obtenidos son valiosos para analizar el comportamiento de la microbiota a lo
largo del ciclo.

Ademds, podemos extraer conclusiones preliminares en cuanto a la relacién de la microbiota y la prefiez obtenida en la
primera inseminacion para las vaquillonas que formaron parte del experimento.

El andlisis de los taxa implicados en la diferenciacién entre los animales permitird elaborar hipétesis sobre la posible relacion
funcional que existe entre la microbiota y el comportamiento reproductivo, que deberdn ser contrastadas en futuros proyectos.
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