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RESUMO

RIZZO, H. Avaliagao clinica e estudo da ocorréncia de fémeas ovinas
infectadas por micoplasmas na regiao de Piedade — SP - “Avaliacao da
infecgcao sobre a produtividade do rebanho”. [Clinical avaliation and ocurrence
studies of mycoplasmas infected ovine female in the Piedade region — State of Séo
Paulo- “Avaliation of the infection in the productivity of the herd”]. 2006. — 111 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006

Com a crescente demanda por produtos ovinos, tem crescido o numero de
empresarios dispostos a investir nessas atividades. Estudos sobre a importancia das
micoplasmoses e suas diferentes espécies ja conhecidas ainda devem ser
realizadas no Brasil. Foram estudadas 60 fémeas da espécie ovina. O material
clinico selecionado para analisar foi muco vulvovaginal obtido através de colheita por
zaragatoa. Foi obtido o isolamento através de cultivo e a detecgédo pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase de Mycoplasma spp., Ureaplasma spp. e
Acholeplasma laidlawii em fémeas de ovinos pela primeira vez no Brasil na regiao
vulvovaginal. A porcentagem de micoplasma genérico detectada nas amostras foi de
75%, de Ureaplasma spp. foi de 66,7% e de Acholeplasma laidwaii foi de 1,7%.
Houve isolamento em placa de 11,7% de Ureaplasma spp. do total de amostras
processadas e de Micoplasma spp. em 8,3%. Nao foi possivel a identificagdo da
espécie envolvida. Nao houve associacdo da presenca de micoplasmas com
alteragcbes no trato reprodutivo de fémeas ovinas. Foi comprovada a infeccdo de
uma fémea ovina através de monta natural por um macho infectado, provando que

uma das principais fontes de infecgdo dos animais é através do coito.

Palavras-chave: Ovinos. Micoplasma. Ureaplasma.



ABSTRACT

RIZZO, H. Clinical avaliation and ocurrence studies of mycoplasmas infected
ovine female in the Piedade region — State of Sdao Paulo- “Avaliation of the
infection in the productivity of the herd”. [Avaliacdo clinica e estudo da
ocorréncia de fémeas ovinas infectadas por micoplasmas na regiao de Piedade — SP
— “Avaliacdo da infeccdo sobre a produtividade do rebanho”]. 2006. — 111 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2006

Sheep industry is growing rapidly in Brazil. However many diseases are the
principal bottleneck to the increasing these activities. Among the reproductive
diseases the vulvo-vaginites caused by Mycoplasma play an important role. Although
no studies has been carried out in brazilian sheep herd so far. For that 60 ewes were
ramdomly from different flocks selected at the county of Piedade state of Sdo Paulo,
Brazil.

The mucus from vulvovagina was obtained by swab for isolation and
detectetion of Mycoplasma spp., Ureaplasma spp. and Acholeplasma laidlawii.
Generic Mycoplasma was detected in 75% of the samples, Ureaplasma spp. in
66,7% and Acholeplasma laidwaii in 1,7%. Mycoplasma spp. was isolated 8,3% and
Ureaplasma spp. in 11,7%. It was not possible the identification of the species found.
There was no association of mycoplasmas in the muco on the presence of
reproductive problems in the herds. At least in one case, ram with presence of
Mycoplasma in the semen infected a negative ewe, suggesting the importance of the

ram in spreading the bacteria in the heard.

Key words: Ovine. Mycoplasmas. Ureaplasma.
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1 INTRODUGAO

A ovinocultura brasileira, em vista do grande crescimento, vem alcangando
um destaque cada vez maior na pecuaria, apresentando-se como uma excelente
fonte de renda para os pequenos e médios produtores rurais de todas as regides
brasileiras. O aumento na produgao e na produtividade colocara a ovinocultura em
condigdes de igualdade com outras atividades pecuarias mais competitivas. O Brasil
possui um rebanho caprino e ovino de aproximadamente 12,6 e 13,9 milhdes de
cabecas respectivamente, distribuidos por todo pais. Mesmo se tratando de um
sistema de criagdo muito antigo, a ovinocultura, ainda, apresenta uma série de
problemas, que dificultam a producdo econdmica desses animais e necessitam de
urgentes solugdes, visando minorar os grandes prejuizos que causam a essa
producao agropastoril. De fundamental importancia dentre esses fatores, destacam-
se as enfermidades infecto-contagiosas ainda muito comuns nos rebanhos
brasileiros, associadas a outras, ainda consideradas como emergentes. Entre elas
poderiam ser destacadas as verminoses, as broncopneumonias, as doencas dos
recém-nascidos, a linfadenite caseosa e as micoplasmoses (CORDEIRO, 2001).

O abate mundial de caprinos e ovinos no periodo de 1991 a 2000 cresceu 7,5
%. Em 1970 foram abatidos no pais 752 mil unidades caprinas e 692 mil unidades
ovinas. Em 1992, esses numeros elevaram-se para 1.639 milhdes de cabecas
caprinas e 1.196 milhdes de cabecgas ovinas, representando um crescimento do
abate da ordem de 45,9 % e 57,8 % para caprinos e ovinos, respectivamente. A
producao brasileira de peles de caprinos e de ovinos deslanados, em 2000, foi de 6

milhdes de unidades. Ja a de ovinos lanados foi de 1,3 milhdes de unidades.
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A produgdo média atual de carne ovina no semi-arido Nordestino é de 2,8
kg/ha na caatinga nativa. Entretanto, pode alcancgar de 31,4 kg/ha a 71,2 kg/ha com
o uso de técnicas de manipulagdo da vegetagcdo nativa. A produtividade da
ovinocultura de corte no Brasil ainda é baixa. Uma das razbes esta no regime de
manejo da exploragdo que, predominantemente, é o extensivo, com alta
dependéncia da vegetagdo nativa, utilizagcdo de ragas ndo especializadas, uso de
praticas rudimentares de manejo, assisténcia técnica deficitaria, baixo nivel de
organizacéao e de gestdo da unidade produtiva.

Com a crescente demanda por produtos caprinos e ovinos, tem crescido o
numero de empresarios dispostos a investir nessas atividades, a agroindustria
instalada e as tecnologias ja disponibilizadas pela pesquisa, capazes de atender aos
diversos segmentos da cadeia produtiva, a ovinocultura ird se destacar no cenario

brasileiro como atividade de grande impacto sécio-econdmico(CORDEIRO, 2001).

Evoluindo de criagbes voltadas para a subsisténcia, hoje a expansao do
agronegocio da caprinovinocultura esta transformando o cenario produtivo no Brasil.
O mercado vem crescendo rapidamente, exigindo uma maior preocupagdo com
aspectos sanitarios. A producao de caprinos e ovinos deve ser fundamentada em
sistemas de exploracdo que possam garantir melhores condi¢gdes sanitarias para
estes animais, através de medidas de bioseguranga e de exames diagndsticos
confidveis e acessiveis. Através da Instrucdo Normativa N° 87 da Secretaria de
Defesa Agropecuaria, de 10 de dezembro de 2004, foi aprovado o Regulamento
Técnico do PNSCO (Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos). O
controle e erradicacdo das doencas de caprinos e ovinos, por meio de acdes
sanitarias e de vigilancia epidemioldogica definidas pelo DDA (Departamento de

Defesa Animal) e executadas pelos servigos oficiais e médicos veterinarios
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cadastrados, estédo entre os objetivos do Programa (Programa Nacional de Sanidade

de Caprinos e Ovinos, 2004).

A micoplasmose é uma enfermidade infecciosa que apresenta quadro clinico
complexo, cuja ocorréncia tem aumentado nestes ultimos anos em nosso meio
criatorio, representando atualmente sério problema nos principais rebanhos leiteiros

do nosso Estado (BENESI, 1985; D'’ANGELINO, 1982).

O objetivo desta pesquisa é estabelecer uma proposta para avaliagédo e
conduta ordenadas, que sirvam de modelo em nivel de campo, considerando-se as
informagdes basicas, como ocorréncia regional das micoplasmoses e seu impacto
reprodutivo no rebanho através de observag¢des de manejo e alimentagéo, condigcoes
ambientais e climaticas; que de forma integrada e conjuntamente com a analise
econOmica para tomada de decisdo, possa contribuir na resolucido dos problemas
em nivel local, e refletir posteriormente numa conduta regional; estudando-se os
plantéis ovinos em regime de criagdo extensiva e semi-intensiva para produgéo de

carne, da Regido de Piedade do Estado de S&o Paulo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Micoplasma possuem distribuicdo mundial e tem sido descrito
internacionalmente como responsaveis de disturbios reprodutivos em varias
espécies, sendo responsaveis por casos de: vulvovaginite granular, salpingite,
endometrite, mastite, infertilidade, perda embrionaria, abortos, morte neonatal,
sindrome do bezerro fraco, vesiculite seminal, balanopostite e epididimite. Muitos
ainda consideram a maioria dos micoplasmas de origem animal como oportunistas
ou comensais, sendo poucos reconhecidos como patogénicos causadores de
infertilidade.

A identificacido do micoplasma ocorreu em 1898 por Nocard na Franga em um
surto de pleuropneumonia contagiosa bovina e a primeira referéncia de isolamento

de micoplasma em cultura de células é de 1967.

2.1 MOLLICUTIS

Micoplasma, Ureaplasma e Acholeplasma sédo da familia Mycoplasmatacea,
pertencente a classe Mollicutes. Existem mais de 200 espécies de Mollicutes
(RUFFIN, 2001) composta por 5 ordens (Mycoplasmatales, Entomoplasmatales,
Acholeaplasmatales, Anaeroplasmatales e Incetae sedis) e 14 géneros (Micoplasma,
Eperythozoon, Haemobartonella, Ureaplasma, Entomoplasma, Mesoplasma,

Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroplasma, Erysipelothrix, Bulleidia,



23

Holdemania e Solobacterium) (BERGEY'S, 2001), onde cinco deles podem ser
encontrado em animais: Micoplasma, Ureaplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma e
Asteroplasma. Dentre eles somente Micoplasma e Ureaplasma sao patogénicos
para animais e sdo mais comumente encontrados (RUFFIN, 2001). Sdo conhecidas
102 espécies de Micoplasmas sp., além de muitas outras espécies que ainda nao
foram nomeadas e estdo sendo isoladas (RAZIN et al., 1998). Os Micoplasmas sao
considerados 0os menores organismos de vida livre, capazes de se auto replicarem
(BASEMAN; TULLY, 1997; RUFFIN, 2001) e se caracterizam pela falta de parede
celular, pelas colénias em forma de “ovo-frito” e pelo pequeno tamanho em relacéo a
outras bactérias, (RAZIN; TULLY, 1983), em geral, aproximam-se das dimensdes
dos maiores virus (0,2 a 0,4um). Poucas espécies, entretanto, apresentam-se
espiraladas, atingindo cerca de 100um. A forma filamentosa é "multinucleada",
podendo ocorrer em determinados momentos da multiplicacdo, pela falta de
sincronia entre a septacao na divisao celular e a replicacdo do DNA. Assim, além da
fissdo binaria, a partir dos filamentos, formam-se cadeias ou conjuntos de pequenas
células de micoplasma viaveis que se desprendem, e, sob pressao em filtros, podem
transpor a porosidade de 0,22um (BASEMAN; TULLY, 1997; TIMENETSKY;
METTIFOGO, 2002). O crescimento destes microrganismos em meio soélido é
expresso em pequenas coldnias de 50 — 500um de didmetro, usualmente em forma
de “ovo frito”, que sao visualizadas com o auxilio de microscopio estereoscopio. Em
meio liquido, o crescimento geralmente ndo causa turvagéo, provocando somente
alteragao no pH, revelado por um indicador presente no meio de cultura (RAZIN,

1995).

Possuem um pequeno genoma (< 1380 kb) sendo o menor conhecido entre os

procariotos. Membros desta classe tém sido divididos em dois grupos, de acordo



24

com o tamanho do genoma; um €& composto pelos géneros Micoplasma e
Ureaplasma, que possui cerca de 770 a 800 Kpb, e o outro formado pelos géneros
Acholeplasma, Spiroplasma e Anaeroplasma, que possuem o dobro do genoma

(HEREMANN, 1992).

O tamanho pequeno do genoma estabelece restricdo ao numero de proteinas
sintetizadas e, como consequéncia, os Micoplasmas possuem limitadas atividades
metabdlicas, portanto, sdo dependentes de varios compostos para o crescimento,
resultando em uma barreira para a pesquisa desses agentes (MILES; NICHOLAS,
1998). Em consequéncia eles usualmente requerem uma associagao intima com
células de superficie de mamiferos e manifestam complexos requerimentos
nutricionais para o crescimento in vitro (RUFFIN, 2001). Muitas espécies de
Micoplasmas expressam variavelmente na superficie celular antigenos
estruturalmente heterogéneos. Modificagbes nos genes que codificam moléculas de
adesdo revelam distintos modos de mutagdo capazes de gerar mudangas no
tamanho e diversidades antigénicas das moléculas de superficie, indicando um
importante mecanismo na patogenicidade das infecgdes por Micoplasmas por
mimetizar e escapar da resposta imune. Estas variacbes podem alterar os
mecanismos de colonizacdo e penetracdo dos Micoplasmas nos tecidos

(NICOLSON et al., 1999).

2.2 ASPECTOS CLINICOS DAS MICOPLASMOSES

Micoplasmas possuem predilecdo por membranas mucosas e serosas do trato

urogenital, trato respiratério, articulagdes, conjuntiva e glandula mamaria de animais
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causando doengas como vulvovaginites, vesiculite, pneumonia, artrite e mastite

(CLAYDE, 1983).

Um grande numero de espécies de Micoplasmas tem sido isolado de animais.
Muitos desse organismos sdo comensais apatogénicos que vivem nas superficies
mucosas, especialmente tratos genitais e respiratério. Alguns sao de patogenicidade
relativamente baixa, acarretando apenas uma moléstia branda, ou se tornando
patogénicos apenas quando em conjunto com outros injurias.

As espécies patogénicas do género Micoplasma foram descritas como
responsaveis pelo aparecimento de diversas doencgas, tais como: pleuropneumonia,
pneumonia, agalaxia, mastite, artrite e poliartrite, conjutivite e ceratoconjutivite
(BENESI, 1985; DAMASSA et al., 1992; D'ANGELINO et al., 1982; GREGORY et
al., 2003). Estudos realizados experimentalmente com ovinos e caprinos infectados
intra-articularmente mostraram que apdés 5 dias da inoculagdo os animais
apresentavam edema peri-articular e subcutaneo com proliferagao irregular da
membrana sinovial e moderada infiltracdo de linfécitos, mondcitos e
polimorfonucleares e presenca de um exsudato fibrinoso (GREGORY et al.,' em fase
de elaboragdo, [200-]; WANEPOEL; EFSTRATIOU; BLACKBURN, 1977). Em
caprinos, a espécie Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides foi descrita como a mais
freqUentemente isolada a partir de puncgao articular (ROSENDAL et al., 1979).
Mycoplasma capricolum foi descrita como causadora de poliartrite em ovinos, apés
desencadear um quadro de pneumonia intersticial e septicemia, em trabalho
experimental desenvolvido por Taoudi et al.,, (1987). As infec¢cdes causadas por

Mycoplasma spp., determinam manifestagdes articulares semelhantes as que

' Gregory, L. Avaliagdo clinica de caprinos acometidos por artrite. Diferencial entre artrite viral (CAE) e
bacteriana (Mycoplasma spp.) em dois casos atendidos nos Hospital de bovinos e pequenos ruminantes da
FMVZ-USP a ser editado (200-).
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ocorrem na infecgdo causada pelo virus da artrite encefalite dos caprinos (ROSSINI
et al., 1986).

Apesar dessa caracteristica de especificidade de hospedeiros, atualmente vem
aumentando a lista de isolamentos de Micoplasmas em hospedeiros que nédo sio
tipicos de certas espécies como: Mycoplasma canis em pulmao de bovinos
(NICHOLAS et al., 1995), Mycoplasma salivarium que € um Micoplasma bucal de
humanos em suinos, Acholeplasma oculi comum em caprinos que foi isolado em
liquido aminidtico de humanos (RAZIN, 1992) e Mycoplasma fermentans mais
comumente em humanos isolado em lesdo vulvar de ovinos (NICHOLAS et al.,

1998).

2.3 PRINCIPAIS MICOPLASMOSES QUE AFETAM PEQUENOS RUMINANTES

Recentemente as enfermidades causadas por agentes do género Micoplasma
tem sido ativamente estudadas e vem assumindo importancia econdémica
consideravel, principalmente entre os ovinos e caprinos. Entre estes animais, varias
sao as enfermidades que podem ocorrer em decorréncia da presenca de
Micoplasma nos diferentes sistemas organicos. Os micoplasmas normalmente
provocam infecgdes crdnicas, sugerindo uma capacidade em desenvolver um
mecanismo de escape frente ao sistema imunologico do hospedeiro, seja em
decorréncia de caracteristicas como a de apresentar variacdo nas suas proteinas de
superficie, ou em ter capacidade de provocar alteracbes nos componentes da

resposta imune. Embora os achados histopatologicos variam segundo a doenga
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determinada e a espécie de micoplasma envolvida, um dado em comum, € a
caracteristica reacado inflamatéria crénica, devido a infiltracdo classica de células

mononucleares nos tecidos afetados (GREGORY et al., 2003).

2.3.1 Mycoplasma agalactiae

Esse Micoplasma causa agalactasia contagiosa, uma das mais importantes
doencgas de ovinos e caprinos (DAMASSA; WAKENELL; BROOKS, 1992). Ha relatos
do envolvimento do Mycoplasma agalactiae com casos clinicos de vulvovaginite
granular em caprinos. (BENESI, 1985; GIL et al., 2003; SINGH; RAJYA; MOHANTY,

1974,1975).

2.3.2 Mycoplasma mycoides subespécie mycoides Large Colony (MmmLC)

MmmLC é membro do Mycoplasma mycoides cluster, um grupo de
Micoplasmas com caracteristicas sorologicas, gendmicas e antigénicas semelhantes
(BENESI, 1985; DAMASSA; WAKENELL; BROOKS, 1992). Embora o biotipo LC ndo
esteja associado com doengas que sao clinicamente e patologicamente bem
definida, existem alguns indicativos que esses Micoplasmas poderiam estar
envolvidos em condi¢gées patoldégicas em pequenos ruminantes. (NAGLIC et al.,
2001). Esses Micoplasmas podem ser isolados de caprinos com poliartrite,

conjuntivite, ceratite, pneumonia, com abscessos cervicais (ROSENDAL; ERNG,;
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WYAND, 1979) e de fetos abortados (RODRIGUEZ et al., 1995). Também foi
descrito que o biotipo MmmLC causa doengas genitais ulcerativas em ovinos na

Africa do Sul (KIDANEMARIAM, 2003; TRICHARD et al., 1993).

2.3.3 Mycoplasma mycoides subespécie captri

E um membro do Mycoplasma mycoides cluster e foi considerado por muitos
anos como causador da pleuropneumonia contagiosa caprina (CCPP) em caprinos
até MacOwan e Minette (1976) descreveram o isolamento de um novo Micoplasma
designado F38 em casos de pneumonia fibrinosa. Embora altamente virulento em
condicbes experimentais, ndo € mais considerado a causa primaria da CCPP
classica. Esse organismo parece ser especifico de caprinos e causa septicemia e
poliartrite (RODRIGUEZ et al., 1998), mas n&o é reconhecido como causador de
doencas naturais em ovinos. Trabalho anterior de prevaléncia de Micoplasmas no
trato genital de ovinos, demonstrou isolamento de Mycoplasma mycoides
subespécie capri em um rebanho com problemas reprodutivos (KAPOOR; SINGH;

PATHAK, 1984).

2.3.4 Mycoplasma capricolum subespécie capripneumoniae

Em 1976, MacOwan e Minette descreveram o isolamento de um novo
micoplasma (F38) de CCPP em um surto no Kenya e demonstrou que ele era

causador de uma pneumonia altamente contagiosa em caprinos. Mais tarde, Leach,
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Erng e MacOwan (1993) propuseram designar o Micoplasma caprino F38 como
Mycoplasma capricolum capripneumoniae, e desde entdo seu nome tem sido

amplamente usado como agente causador da CCPP classica.

2.3.5 Mycoplasma capricolum

Surtos de artrite ovina, pneumonia e conjuntivites (TAOUDI; JOHNSON;
KHEYYALI,1987) causado por Mycoplasma capricolum tem sido descrito. Existem
evidéncias que o Mycoplasma capricolum esta presente no conduto auditivo de
caprinos e ovinos (COTTEW; YEATS,1982) mucosa respiratéria e genital em
caprinos (DAMASSA; BROOKS; HOLMBERG,1984) e tem sido isolado em casos de
vulvovaginite e balanopostite em ovinos (JONES, 1983). DaMassa, Brooks e Adler
(1983) descreveram o envolvimento desse Micoplasma em casos de severa

pneumonia com alta mortalidade em animais jovens.

2.3.6 Mycoplasma arginini

Embora essa espécie nédo seja especifica de ovinos e caprinos (RUFFIN,
2001), relatos indicam que ele tem sido isolado de trato genital feminino (JONES,
1979; MCCAUGHEY; BALL, 1979), trato genital masculino de ovinos com orquite

(LANGFORD, 1975) e de animais aparentemente saudaveis (KAPOOR; SINGH,;
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PATHAK; 1984) e trato respiratorio e genital de pequenos ruminantes (RUFFIN,

2001).

2.3.7 Mycoplasma ovipneumoniae

Afeta ovinos e caprinos e € um dos muitos agentes associados com o
complexo de pneumonia da ambas as espécies. Foi provado que esse agente causa
uma pneumonia proliferativa exsudativa juntamente com Mannheinia haemolytica

(ROSENDAL, 1994).

2.3.8 Mycoplasma conjuctivae

Tem sido isolado em casos clinicos de ceratoconjutivite ovina juntamente com
outras bactérias e foi sugerido que ele seja o agente primario dessa doencgas
(JONES et al.,, 1976). Em 2003 foi relatado o primeiro surto de ceratoconjutivite
causado por Mycoplasma conjuctivae em caprinos adultos criados no estado de S&o
Paulo (GREGORY et al., 2003), ha relato de inoculagdes experimentais causando a

doenga que possui uma rapida transmissao no rebanho (RUFFIN, 2001).
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2.3.9 Mycoplasma sp 2D/ Mycoplasma ovino sorogrupo 11

Esse Micoplasma, que ainda nao é classificado como espécie, € conhecido
como Micoplasma ovino sorogrupo 11 ou cepa 2D, e vem sendo relacionado a casos
de vulvovaginite e problemas reprodutivos de ovinos e caprinos na Australia,

Estados Unidos, india, Inglaterra, Franca e Nigéria (NICHOLAS et al., 1999).

O Mycoplasma bidtipo designado 2D foi isolado de ovinos na Australia em 1972
de amostras de =zaragatoa prepucial e vaginal de animais sem problemas
reprodutivos aparente (CARMICHAEL et al., 1972). Enquanto Cottew, Lloyd e
Parsonson (1974) isolaram de ovelhas com vulvovaginite. Esses dois casos
contrastam com os achados de Livingstone Junior e Gauer (1983) que isolaram esse

micoplasma de 4 rebanhos sendo dois sadios e dois com problemas reprodutivos.

Mycoplasma 2D possui caracteristicas bioquimicas semelhantes ao M.
agalactiae (ERN@ et al., 1978). Mycoplasma ovino sorogrupo 11 foi isolado, na
Inglaterra, do trato genital de ovelhas que apresentavam problemas de infertilidade
(AYLING; BASHIRUDDIN; NICHOLAS, 2004; NICHOLAS et al., 1999), esta espécie
incomum foi demonstrada ser quase idéntica ao M. bovigenitalium desde entdo é
provavel ser reclassificado como tal (NICHOLAS et al., 2002). Em relatos de animais
experimentalmente infectados observou-se que o Mycoplasma ovino/caprino
sorogrupo 11 é patoldgico para o trato genital caprino causando severa vulvovaginite
granular, cervicite linfatica, endometrite e leve ooforite (RANA; GUPTA; BANGA,

1993).
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2.3.10 Mycoplasma fermentans

Mycoplasma fermentans é ocasionalmente isolado em material clinico de
humano mas seu habitat natural ndo é conhecido. Causa infeccdo renal em
pacientes com AIDS (BAUER et al., 1991) e além disso é causador de infec¢ao
sistémica fatal em humanos (LO et al., 1989). Ele é descrito no liquido aminiético e
em casos de uretrites e cervicites, no entanto seu papel nessas doencas nao é claro
(BLANCHARD et al., 1993). Apesar de n&o ser um hospedeiro de ovinos foi isolado
por Nicholas et al. (1998) de zaragatoa vaginal de uma ulcera, juntamente com
Histophilus ovis e Arcanobacterium pyogenes, que sao associados a doengas
reprodutivas, citando que esse Micoplasma pode ter contribuido para o

aparecimento das lesdes.

2.3.11 Mycoplasma putrefaciens

Mycoplasma putrefaciens esta entre os de maior tamanho de Micoplasmas
sendo considerado responsaveis pela Sindrome da Agalactia Contagiosa (SAC) em
pequenos ruminantes, além disso causa em caprinos mastites e artrites e foi isolado
em oviduto, utero e testiculo de ovinos com sindrome da agalactia contagiosa (GIL

et al., 2003).
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2.3.12 Acholeplasma laidlawii

Essa espécie nao possui um hospedeiro especifico e € mais frequentemente
isolado em ovinos e caprinos (BENESI, 1985; JONES et al.,, 1979, KAPOOR,;
SINGH; PATHAK, 1984), mas € geralmente considerado ndo patogénico. A. laidlawii
obteve a maior frequéncia de isolados de prevaléncia de Micoplasmas em trato
genital de ovinos, sendo considerado da flora saprofitica desses animais, pois foi
isolado principalmente de animais aparentemente saudaveis (KAPOOR; SINGH,;
PATHAK, 1984). No entanto Gupta et al. (1990) observaram casos de vulvite,

vaginite, cervicite e metrite apds infecgao experimental.

2.3.13 Acholeplasma axanthum

Tem sido isolado em varios hospedeiros, principalmente bovinos, equinos,
suinos e passaros (TULLY, 1979). Até entdo ndo era conhecido isolamentos em

ovinos até que Jones et al. (1983) o isolaram do trato genital de ovelhas.
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2.3.14 Acholeplasma Oculi

Foi isolado primeiramente em casos de ceratoconjutivite em cabras em
Minnesota, Alabamba (AL-AUBAIDI et al., 1973). Subsequentemente foi descrito o
isolamento em trato genital de cabras (KUMAR; PATHAK, 1978). Tiwana e Singh
(1982) isolaram ovelhas com quadros de vulvovaginite sendo o primeiro descrito na

literatura.

2.3.15 Ureaplasma spp.

Atualmente, sdo reconhecidas sete espécies de Ureaplasmas, uma de origem
humana e as outras restantes sdo de origem bovina, canina, felina e aviaria. Esse
Micoplasma foi isolado pela primeira vez de bovinos em 1967, do trato urogenital de
vacas aparentemente sadias, sendo descrito como agente nao-patogénico por
muitos anos, acreditando-se que pertencia a microbiota natural (TAYLOR-
ROBINSON et al.,1967). Atualmente &€ documentado internacionalmente em bovinos
sendo responsavel por casos de vulvovaginite granular, salpingite, endometrite,
mastite, infertilidade, perda embrionaria, abortos, morte neonatal, sindrome do

bezerro fraco, vesiculite seminal, balanopostite e epididimite (DOIG et al., 1980a>

2DOIG. P. A.; RUHNKE, H. L.; PALMER, N. C. Experimental bovine genital ureaplasmosis. I. Granular vulvitis following vulvar inoculation. Can.
J. Comp. Med., v. 44, p.252-258, 1980a.
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apud CARDOSO, 1998, p. : DOIG 1981a® apud CARDOSO, 1998, p.;
EAGLESOME et al., 1992° apud CARDOSO, 1998, p. ; ERA et al., 1995° apud
CARDOSO, 1998, p. .; LEON et al., 1994’ apud CARDOSO, 1998, p. ; LEON et
al., 1995° apud CARDOSO, 1998, p. ; MILLER et al., 1983° apud CARDOSO, 1998,
p. ; MILLER et al., 1994"° apud CARDOSO, 1998, p. ; MULIRA et al., 1992"" apud
CARDOSO, 1998, p. : RUHNKE et al.,, 1978 apud CARDOSO, 1998, p. ;
RUHNKE et al., 1984™ apud CARDOSO, 1998, p. ; THORNBER, 1982' apud

CARDOSO, 1998, p. ; YAMAMOTO el al., 1976" apud CARDOSO, 1998, p. )

Os Ureaplasmas isolados de ovinos foram estudados por Ball et al. (1985) e
Livingstone Junior e Gauer (1978,1982) por meio de inoculagdes experimentais,
sendo o sorotipo IX relacionado como responsavel por infertiidade e aborto em
ovelhas. Estes Ureaplasmas nao receberam ainda a designacao de espécie, sendo
apenas conhecidas suas caracteristicas sorolégicas, nas quais é baseada a
classificagdo em nove sorotipos. Adicionalmente, o conteudo de DNA e de
polipeptideos indicaram maior similaridade com Ureaplasma diversum, sugerindo
que o Ureaplasma ovino/caprino nao pode ser considerado uma nova espécie e sim
um subgrupo do Ureaplasma diversum (HOWARD; POCOCK, 1983; KOTANI;

NAGATOMO; OGATA, 1980).

* DOIG. P. A. Bovine genital mycoplasmosis. Can. Vet. J., v. 22, p. 339-343, 1981a.

S EAGLESOME, M. D.; GARCIA, M. M.; STEWART, R. B. Microbial agents associated with bovine genital tract infections and semen. Part II. Haemophilus
sommus, Mycoplasma spp. and Ureaplasma spp. Chlamydia; Phathogens and semen contaminants; treatment of bull semen with antimicrobial agents.
Veterinary Bulletin, v. 62, p. 887-910, 1992.

© ERA, falta referéncias ndo loc. na tese de CARDOSO

"LEON, B. A.: CAMPOS, E.; BOLANOS, H.; CABALLERO, M.; PADILLA, M. Aislamento de la bactera Ureaplasma sp en el tracto reprodutivo de vacas

lacheradas de Costa Rica. Rev. Biol. Trop., v. 42, p. 9-13, 1994.
$ LEON, B. A.: CAMPOS, E.; BOLANOS, H.; CABALLERO, M. Fatores de risco para las infecciones causadas por Ureaplasma diversum en vacas de un
ambiente tropical. Rev. Biol. Trop., v. 43, p. 21-25, 1994.

°MILLER, R. B.; RUHNKE, H. L.; DOIG, P. A.; POITRAS, B. J.; PALMER, N. C. The effects of Ureaplasma diversum inoculated into the amniotic cavity in
cows. Theriogenology, v. 20, p. 267-373, 1983.

' MILLER, R. B.; CHELMONSKA-SOYTA, A.; SMITS, B.; FOSTER, R.; ROSENDAL, S. Ureaplasma diversum as a cause of reproductive disease in cattle.
Vet. Clin. North. Am.: Food An. Pract., v. 10, p. 479-490, 1994.
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Ureaplasma ssp. € associado com pneumonia, ceroconjutivite e vulvite granular
na espécie bovina e com infertilidade e vulvite granular na espécie ovina
(LIVINGSTON JR.; GAUER, 1982) apesar de relatos de isolamento de Ureaplasma

de animais saudaveis (MCCAUGHEY; BALL, 1979, 1981).

2.4 PRINCIPAIS ALTERAGOES NO TRATO REPRODUTIVO CAUSADAS PELAS

MICOPLASMOSES

Os disturbios reprodutivos dos animais sao importantes fatores que interferem
na economia agropecuaria € sado normalmente originados de deficiéncias de manejo,
falhas de origem genética, influéncias do meio ambiente e doengas infecciosas. Os
micoplasmas incluem-se entre os agentes causadores de infecgbes no trato
reprodutivo dos animais (CARDOSO et al., 2001; RUHNKE et al., 1978; SHEPARD

et al., 1974).

A presenca de Micoplasmas no trato reprodutivo dos animais, como de
bovinos, a espécie animal mais estudada, e a associacdo com patologias foi
considerada controversa alguns anos atras, pois animais sadios eram encontrados
como portadores destas bactérias. Atualmente, os dados das infecgcbes naturais e
experimentais causando abortos e infertilidade em bovinos, além de surtos da
sindrome de vulvovaginite granular (VVG) comprovaram a importancia dos
micoplasmas como patdégenos do sistema reprodutivo (CHENOWETH, 1999; DOIG

et al.,, 1979; REID et al., 1989, SARDERSON; CHENOWETH, 1999).

Normalmente os micoplasmas sdo espécie-especificos, ou seja, determinadas
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espécies provocam uma doenca em hospedeiros definidos. No entanto,
encontramos algumas espécies que sao ubiquas, como Mycoplasma arginini, ou
mesmo saprofitas, a exemplo do Acholeplasma laidlawaii. Nos ovinos e caprinos,
diversos estudos relataram a presenca de um complexo de Micoplasmas comuns a
estas espécies de animais sendo associadas aos disturbios reprodutivos (JONES et

al., 1983; NICHOLAS et al., 1999).

2.4.1 Mycoplasma spp.

As informacgdes obtidas em estudos anteriores ndo estabelecem claramente a
causa, epidemiologia, caracteristicas clinicas, imunopatologia e controle da
vulvovaginite e balanite. Além disso pode-se fazer confusdo devido os diferentes
nomes usados por pesquisas realizadas em diferentes paises nas descricdes das
lesbes. Dentre os nomes que sdo dados a essa sindrome estdo: vulvovaginite
ulcerativa (IHEMELANDU, 1972) vulvovaginite (COTTEW; LLOYD; PARSONSON,
1974), balanite e vulvovaginite (WEBB; CHICK, 1976), vulvovaginite granular (DOIG;
RUHNKE, 1977), vulvites (BALL; MCCAUGHEY, 1982), balanite ulcerativa e vulvite
(DUNN, 1996), balanopostite ulcerativa e vulvovaginite (KIDANEMARIAM, 2003;

TRICHARD et al., 1993).

No entanto o isolamento de agentes infecciosos associados com a doenga nao
tem demonstrado a constancia de um organismo especifico (WEBB; CHICK, 1976).
Sinais clinicos e exames microbiolégicos sdo a base para o diagnostico da

vulvovaginite e balanopostite. O surgimento dos sinais clinicos da balanopostite
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ulcerativa e vulvovaginite pode variar, dependendo da invasdo bacteriana
secundaria, severidade e tempo da lesdo. Isto proporciona uma inconsisténcias na
descricdo dos sinais clinicos por varios autores (DENT, 1971; TRICHARD et al.,
1993, KIDANEMARIAM, 2003; WEBB; CHICK 1976). Além disso as dificuldades de
diagndstico da doenca se da devido ao fato de que n&do ha uma constancia de

isolamento de s6 um patégeno.

Dentre as espécies com potencial patogénico para causar infecgdes genitais
em pequenos ruminantes estdo incluso Mycoplasma capricolum (JONES, 1983;
JONES et al., 1983), Mycoplasma arginini (JONES, 1983), Mycoplasma mycoides
mycoides (COTTEW; LLOYD; PARSONSON, 1974; TRICHARD et al., 1993,
KIDANEMARIAM, 2003), Mycoplasma agalactiae (JONES, 1983), Acholeplasma
laidlawii e Acholeplasma axantum (JONES et al., 1983; KAPOOR; SINGH; PATHAK,
1984), Ureaplasma (BALL; MCCAUGHEY, 1979,1982; LIVINGSTONE JR.; GAUER,
1982). Embora espécies de Acholeplasma tenha sido isolado de animais com
vulvovaginite (KAPOOR et al.,, 1984), seu potencial e seu papel na etiologia e

desenvolvimento da doenca ainda é incerto.

Muitos trabalhos que acreditavam que balanopostite ulcerativa e vulvovaginite
fosse uma doenca infecciosa mas nao associada aos micoplasmas ou bactérias,
sugeriram que um virus pudesse ser o causador. Porém a investigacdo de uma
etiologia virética em cultura de tecido e microscopia eletrénica ndo tem revelado o
envolvimento de nenhum virus sobre casos de balanite ulcerativa e vulvite em ovinos
(TRICHARD et al., 1993; WEBB; CHICK, 1976,). Embora nenhum virus estivesse
sido constantemente isolado simultaneamente com a doenca, numerosas bactérias
patogénicas foram isoladas das lesbées (BALL; MCCAUGHEY, 1982). O papel das

bactérias secundarias na progressao da infecgdo por Micoplasma e Ureaplasma e
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tem suporte em relatos que as lesdes clinicas melhoram depois de tratamento

antibacteriano de amplo espectro (BALL; MCCAUGHEY, 1982).

Lesdes ulcerativas da vulva, pénis e prepucio associados com sorotipos de
Micoplasma e Ureaplasma tem sido descrito mundialmente (JONES et al., 1983).
Micoplasma e Ureaplasma tem sido isolado juntos ou separadamente em carneiros e
ovelhas acometidos por doengas associadas a vulvovaginite (COTTEW,; LLOYD;
PARSONSON, 1974), vulvovaginite e vulvite granular (DOIG; RUHNKE, 1977),
vulvite (BALL; MCCAUGHEY, 1982) e balanopostite ulcerativa e vulvovaginite

(TRICHARD et al., 1993).

A ocorréncia de vulvovaginite tem sido descrita antes do cio (MCCAUGHEY;
BALL, 1995), durante a estacdo de monta (JONES et al., 1983; ROBERTS;
BOLTON, 1945) e apds o parto (COTTEW; LLOYD; PARSONSON, 1974; JONES et
al., 1983;). Um surto da doenca afetaria até 50% de rebanho exposto (JONES et al.,

1983).

Varios estudos com ovinos e caprinos mostram que M. agalactiae, M. arginini,
M. capricolum, M. mycoides mycoides LC, A . laidlawii e espécies de Ureaplasma
podem ser isolados do trato genital de espécimes animais mostrando um impacto
em potencial de perdas devido infec¢gdes genitais (BALL; MCCAUGHEY, 1982;
COTTEW; LLOYD; PARSONSON, 1974; JONES et al.,, 1983; LIVINGSTONE;
GAUER, 1983; RAJYAN; MOHANTY, 1974; SINGH; DOIG; RUHNKE, 1977;

TRICHARD et al., 1993).

Embora a etiologia da doenga n&o esta definida foi isolado Mollicutes de
ovelhas e carneiros sadios (36%) e com lesbes de vulvovaginite e balanopostite
(83%) naturalmente infectados e de animais experimentalmente infectados que

reproduziram a doenga com sinais menos brandos (TRICHARD et al., 1993).
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Existem indicios que o Mycoplasma mycoides mycoides LC (MmmLC) pode ser o
principal causador de lesdes de balanopostite e vulvovaginite ulcerativa em ovinos
da raca Dorper na Africa do Sul (KINADEMARIAM, 2003; TRICHARD et al., 1993).
Apesar disso a literatura ndo tem revelado qualquer referéncia ao papel de MmmLC
como o agente exclusivo da doenga mas surgem evidéncias de que ele possui um
papel importante nessa afec¢gao dos ovinos, nos mostrando que essa espécie nao
ocorre exclusivamente em caprinos como era pensado (DAMASSA; BROOKS;
ADLER, 1983). Em caprinos Rodriguez et al., 1995 relatou o isolamento do MmmLC
de dois fetos naturalmente abortados de um rebanho que apresentava alta
mortalidade neonatal e aborto que geralmente ocorriam no tergo final da gestagao.
Esse periodo que ocorre o abortamento € mais comum em cabras e raro em
ovelhas, em geral as fémeas que abortam excretam o microorganismo no leite, no
fluido amnidtico e na placenta. O microorganismo também pode ser encontrado em

cotilédones, figado e bago dos fetos (PUGH, 2005).

Embora Mycoplasma espécie 2D ou Mycoplasma sorogrupo 11 tenha sido
isolado de ovelhas com problemas reprodutivos (COTTEW; LLOYD; PARSONSON,
1974; LIVINGSTONE; GAUER, 1983, NICHOLAS et al., 1999), isolamentos também
ocorreram em rebanhos aparentemente normais ndo tendo como estabelecer o
papel etiolégico dessa espécie (KAPOOR; SINGH; PATHAK, 1984; LIVINGSTONE;
GAUER, 1983) isso foi demonstrado no relato de Livingston e Gauer (1983) que
isolou esse Micoplasma de 4 rebanhos do Texas, Estados Unidos, sendo que 2 com
problemas reprodutivos e 2 sadios. Em caprinos, Rana, Gupta e Banga (1993),
inocularam experimentalmente Mycoplasma sorogrupo 11 e observaram lesbes
severas de vulvovaginite granular, caracterizada pela presenga de nédulos brancos

e edema de mucosa vaginal, cervicite linfatica, endometrite e leve ooforite apos
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exames clinicos e histoldgicos, concluindo que ele foi patolégico para o trato genital

caprino.

Microscopicamente, os trabalhos basicamente relatam presenca de
descamacao, degeneracao hidrépica e presenga de poucos linfécitos e neutrdfilos
na mucosa do epitélio vulvovaginal, lamina propria com infiltrados difusos com
linfocitos e células plasmaticas com presenca de foliculos linféides. Os capilares
adjacentes aos agregados linféides se tornam congestos e dilatados e na maioria
dos casos a porgcao anterior da vagina e do utero possuem infiltrado de linfocitos
subepitelial e células plasmaticas (GIL et al., 2003; RANA; GUPTA; BANGA, 1993;

SINGH; RAJYA; MOHANTY, 1974,1975).

No entanto inoculagbes experimentais desses organismos nao reproduziram
completamente a doenca, existem apenas fortes evidéncias que sugestionam o
envolvimento do Mycoplasma 2D e MmmLC com surtos de vulvovaginite em ovinos
na Australia (COTTEW; LLOYD; PARSONSON, 1974) e no Estados Unidos da
América (LIVINGSTONE; GAUER, 1983). Mycoplasma mycoides subespécie
mycoides tem sido isolado de colostro, leite com mastite, fetos abortados e liquido
aminidtico em caprinos (DAMASSA; BROOKS; ADLER, 1983). Um surto de
vulvovaginite e balanopostite foi descrito em um rebanho ovino na Inglaterra

(JONES, 1983).

Além de ser um dos responsaveis pela Sindrome de Agalactasia Contagiosa
em ovinos e caprinos o Mycoplasma agalactiae, esta relacionado com casos
expontaneos de vulvovaginite granular (GIL et al., 2003; PUGH, 2005; SINGH;
RAJYA; MOHANTY, 1974) e experimentais em cabras com lesbes caracteristicas de
granulos do tamanho de “cabega de alfinete” amarelo-esbraqui¢ado e translucido

dispostos de forma linear préximo ao clitoris, hiperemia de mucosa e edema além da
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presenca de exsudato purulento (SINGH; RAJYA; MOHANTY, 1974,1975) e em
carneiros infectados experimentalmente pode-se isola-lo no sangue, sémen, vesicula
seminal, testiculos e epididimos, observando mudancas nas caracteristicas dos

ejaculados e alteragdes degenerativas nos 6rgaos necropsiados (AK et al., 1995).

2.4.2 Ureaplasma spp.

Desde o primeiro relato de doenga urogenital em ovinos associado com
Ureaplasma (DOIG; RUHNKE, 1977), houveram muitos outros relatos similares em
outras partes do mundo (JONES et al, 1983; MCCAUGHEY; BALL, 1981;
MCCAUGHEY; BALL; IRWIN, 1979). Ureaplasma foi isolado em espojas vaginais
para sincronizagédo de cio na Irlanda do Norte de ovelhas normais (MCCAUGHEY;
BALL; IRWIN, 1979) e no mesmo pais associado a vulvite e vaginite com ulceragao
no vestibulo em alguns casos de transmissao experimental (BALL; MCCAUGHEY,

1982).

Embora exista um alto indice de isolados de Ureaplasma em trato genital de
ovelhas clinicamente normais (JONES; RAE, 1979; LIVINGSTONE JR.; GAUER,
1975; MCCAUGHEY; BALL, 1981; MCCAUGHEY; BALL; IRWIN; 1979), varios
sorotipos tem se demonstrado associado com doencas de ovinos (COTTEW,;
LLOYD; PARSONSON, 1974; LIVINGSTONE JR.; GAUER, 1982) esses diferentes
sorotipos podem estar associados as diferentes caracteristicas que se apresentam
0os animais de onde eles foram isolados, sendo assim apenas alguns sorotipos

podem estar envolvidos com infecgdo uterina permitindo a reprodugao experimental
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da doenga (JONES; RAE, 1979). Somente em 2004 foi relatado o primeiro
isolamento de Ureaplasma em sémen e zaragatoa vaginal de ovinos no estado de

Sao Paulo (GREGORY et al., 2004).

Livingston Junior e Gauer, 1978 isolaram de rebanhos do Texas 9 sorotipos
diferentes, acreditando que o sorotipo IX esteja relacionado com os casos de
infertilidade. A reproducdo experimental da doenca demostrou sinais de resposta
inflamatdria com hiperemia e edema na regido do vestibulo e vulva passageira que
pode ser justificada pela utilizagdo de animais adultos que podem ter sofrido uma
infeccdo natural prévia obtendo uma certa imunidade (BALL; MCCAUGHEY, 1982)
enquanto no experimento realizado com ovelhas virgens se observou um periodo de

persisténcia no trato reprodutivo maior (BALL; MCCAUGHEY; IRWIN, 1984).

Trabalhos demonstrando a transmissao venérea observaram queda na taxa de
natalidade dos animais acometidos (BALL; MCCAUGHEY; IRWIN, 1984) morte
neonatal devido nascimento de cordeiros fracos e repeticdo de cio, que pode ser
justificado com a hipotese de o Ureaplasma causar perdas reprodutivas na
concepcgao, durante as fases iniciais da prenhes, devido a morte do 6vulo no
momento de sua implantacdo no utero ou interferindo no desenvolvimento normal do
feto (LIVINGSTONE JR.; GAUER, 1982). Além disso a infecgao por Ureaplasma
pode resultar em placentite, porém o abortamento ndo €& um sinal clinico

predominante em surtos da doenca (PUGH, 2005).

O primeiro relato de vulvite granular sugestionou que certas cepas de
Ureaplasma estavam associadas com doengas (DOIG; RUHNKE, 1977).
Ureaplasma tem sido transmitido para ovelhas através da monta natural de carneiros
infectados (LIVINGSTONE JR.; GAUER, 1982). Além disso a habilidade dos

Ureaplasmas induzirem doenga genital tem sido confirmado por inoculagdes
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artificiais de cepas de Ureaplasmas, isolados de ovelhas com vulvites, em ovelhas
saudaveis com resultado de moderada granularidade e hiperemia na vulva (BALL;
MCCAUGHEY, 1982; DOIG; RUHNKE, 1977). McCaughey e Ball (1981) observaram
uma significante incidéncia de isolamentos de Ureaplasma na regidao vestibular da

vulva.

Estudos com Ureaplasma também mostraram que a infecgdo ocorre mais
frequentemente em ovelhas idosas. Estas fémeas permanecem como portadores por
longos periodos apés a infecgdo primaria, e por esta razdo quando ocorre uma
reinfeccdo a vulvite observada possui um grau moderado devido a imunidade ja
adquirida, que € o resultado da infeccédo prévia (MCCAUGHEY; BALL, 1981). A
prevaléncia de Micoplasmas e Ureaplasmas genitais é relacionado ao tempo que os
animais sdo mantidos no rebanho (LANGFORD, 1975). Ao observar ovelhas que
eliminaram Ureaplasma apds tratamento e se reinfectaram sem a presenca de
carneiro entre elas McCaughey e Ball, (1983), sugeriram apés isolar Ureaplasma da
regiao peri-anal de um dos animais que essa regido poderia servir como

reservatorio.

Alguns autores citam que o aumento de isolados de Ureaplasma em um
rebanho esta relacionado com fases de estresse que o animal € submetido como,
estresse fisico, tratamentos de sincronizagdo de cio e parto (LIVINGSTONE JR;
GAUER, 1982; MCCAUGHEY:; BALL, 1979). McCaughey e Ball (1985) compararam
as alteragdes fisioldgicas do estro com as causadas por Ureaplasmas genitais e
observaram que as ovelhas naturalmente infectadas tiveram um Ilabio vulvar
significantemente mais avermelhado e edemaciado que as nao infectadas,
sugestionando que Ureaplasma tem influéncia nessa aparéncia da vulva. A

diferenca entre o edema e Eritema vulvar entre animais infectados e ndo infectados
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embora estatisticamente significante ainda ndo é fator marcante para o diagndstico

da vulvovaginite por Ureaplasma, segundo o referido o autor.

2.4.3 Acholeplasma spp.

No caso do Acholeplasma spp., sua patogenia ainda ndo € definitivamente
confirmada Tiwana e Singh (1982) relataram o isolamento de Acholeplasma oculi de
material obtido do canal vulvovaginal e utero de 22 ovelhas com lesdes de
vulvovaginite e Jones et al. (1983) isolaram Acholeplasma axanthum de 3 das 4
amostras de zaragatoa vaginal positivas para Mycoplasma capricolum. Gupta et al.
(1990), apos inoculacédo experimental de Acholeplasma laidlawii em cabras concluiu
que esse organismo € patogénico para o trato genital de caprinos causando vulvite,
vaginite, cervicite e vulvite. Enquanto Kapoor, Singh e Pathak (1984) encontraram
um alto indice de isolados em animais sadios, considerando-o da flora saprofita de

ovinos assim com Jones e Rae (1979).

2.5 EXAMES LABORATORIAIS

Atualmente, a Organizagdo Internacional de Micoplasmologia recomenda o uso de
dois métodos para a deteccdo de micoplasmas em amostras clinicas: o cultivo e a

PCR.
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A especificidade dos micoplasmas pelos seus hospedeiros explica em parte a
necessidade do uso de meios de cultura mais complexos, exigindo uma maior
diversidade nutricional, que dificulta o cultivo. Estes meios necessitam de soro
animal, que fornece acidos graxos e colesterol para a sintese de membrana dos
micoplasmas. A necessidade do colesterol é unica entre os procariontes (RAZIN,

1995).

O diagnéstico laboratorial rapido e especifico € necessario para monitorar
efetivamente as doengas causadas por micoplasmas. A detec¢cao de micoplasmas é
baseada, principalmente, no isolamento de seu material biolégico com subsequente
identificacdo, baseados inicialmente na fermentacéo de glicose, hidrdlise de arginina
e uréia, formacdo de filmes e manchas, entre outros, e, finalmente, por métodos

soroldgicos, como a inibicao de crescimento e a imunofluorescéncia (GOLL, 1994).

Embora possamos adicionar antibidticos, tais como as penicilinas ou
cefalosporinas, antifungicos e outros agentes quimicos em concentragcdes maiores
para a colheita de amostras clinicas, estes procedimentos se mostram ainda
ineficientes diante do alto numero de contaminantes presentes nas amostras. Outra
causa que limita o isolamento dos micoplasmas é o fato de que estes sao
organismos frageis e susceptiveis, consequentemente, o material clinico deve ser
transportado refrigerado, em meios de transporte adequados ou mesmo no préprio
meio de cultura, a amostra deve ser inoculada o quanto antes, ndo ultrapassando 24

horas apds a colheita, mesmo sendo mantida sob refrigeragcdo (METTIFOGO, 2003)

As técnicas de diagndstico molecular sdo usualmente indicadas para
organismos que crescem lentamente in vitro ou que requerem um meio de cultura
complexo ou culturas celulares. No caso dos Mollicutes, o cultivo in vitro requer um

meio de cultura complexo, dispendioso e, em muitos casos, o crescimento é
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extremamente lento. Seria necessario ampliar o uso da metodologia molecular no
diagndstico de micoplasmas, para minimizar a necessidade do seu cultivo (RAZIN et

al., 1987)

A tecnologia de hibridagédo de DNA tem sido aplicada com éxito para detectar
patdgenos fastidiosos de importancia veterinaria, ndo sendo ainda aplicada em
rotina de diagndstico devido a sua complexidade e inviabilidade econb6mica. A
técnica da PCR possui ampla aplicabilidade na rotina diagndstica, por ser mais
especifica e sensivel (BUZINHANI, 2001). A PCR consiste em uma reagao in vitro
utilizada para copiar fragmentos especificos de DNA, constituida basicamente por
ciclos de variacado térmica promovendo a denaturacdo, anelamento e extensdo do
DNA alvo. Ao final do processo, sdo geradas milhdes de copias da sequéncia
desejada. Estes processos sdo dependentes da participacdo de enzimas especificas
(DNA polimerase), além de sequéncias de DNA iniciadoras para a replicagao

(“primers”).

Desenvolvida por Mullis e Faloona (1987), a PCR é uma técnica util nos
diferentes campos da biologia molecular, como a amplificagao e sequenciamento de
DNA em estudos de filogenia, clonagem de expressao génica, bem como a detecg¢ao

de agentes infecciosos (HIRATA, 1997).

A sensibilidade observada na PCR é importantissima para a deteccao de
agentes em amostras clinicas provenientes de animais assintomaticos ou sob
tratamento com antibiéticos. Além disso, é possivel detectar um organismo
patogénico antes que este induza uma resposta imunolégica ou em hospedeiros
imuno comprometidos, demonstrando também vantagens sobre os testes

soroldgicos (KEMPF, 1998)
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

a) avaliar a presencga das Micoplasma spp. em ovinos criados na regido de Piedade,
Estado de Sdo Paulo (Micoplasma sp, Ureaplasma spp. e Acholeplasma laidlawii) no

trato reprodutivo das fémeas ovinas;

b) relacionar a presenga destes microorganismos com alteragbes do sistema

reprodutivo;

c) estabelecimento da possivel correlagdo entre os tipos de lesbes macroscopicas

no aparelho genital de fémeas ovinas com os diferentes Mollicutes;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS UTILIZADOS E CATEGORIZAGAO

AMOSTRAL

Foram estudadas 60 fémeas da espécie ovina pertencente a 5 rebanhos de
propriedades localizadas na regidao de Piedade no Estado de Sao Paulo. As
propriedades foram escolhidas aleatoriamente dentre as que fazem parte da Unido
de criadores de ovinos e caprinos de Piedade e regido. Para verificagao da possivel
transmissao sexual de micoplasmas colheu-se material de uma fémea coberta por
um unico macho, sabidamente positivo. Para a avaliagdo da técnica diagnéstica
utilizou-se 17 animais dentro do projeto piloto.

Os animais utilizados para colheita de material foram selecionados de acordo
com o exame clinico geral os que nunca apresentaram disfun¢des reprodutivas e o
outro grupo em que alguma vez em sua vida reprodutiva ja haviam apresentado
disfuncbes reprodutivas inespecificas como: infertilidade, repeticido de cio,
endometrites, abortos, nascimento de cordeiros fracos, morte neonatal dentre outras.
Outro fator para colheita de material € a de que as fémeas tivessem parido pelo
menos uma vez.

O material clinico selecionado para analisar foi muco vulvovaginal obtido através

de colheita por zaragatoa.
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4.2COLHEITA DAS AMOSTRAS

Anteriormente a colheita do material clinico, as fémeas selecionadas foram
submetidas a higiene da regido externa da vulva com papel toalha descartavel. Para
obtencdo do material clinico a vulva era aberta com deslocamento dos labios
vulvares e através da utilizagdo do espéculo vaginal tipo bico de pato friccionava-se
a zaragatoa na regiao vestibulo-vaginal. O espéculo era previamente higienizado a
cada nova colheita com solugao de iodo polvidine e posteriormente era flambado e
resfriado com solugdo fisiolégica. As colheitas eram realizadas em duplicatas.
Imediatamente apds a fricgdo da zaragatoa o mesmo era transferido para tubos
coletores contendo meio de transporte SP4 para Micoplasma spp. e outro Ug para
Ureaplasma spp. e mantido sob refrigeragdo em isopores até o momento do
processamento laboratorial. As amostras eram processadas até 24 horas apés a

colheita.

4.3 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

Os animais foram examinados individualmente e realizava-se o exame especifico
do aparelho genital através da inspecao direta externa da vulva e vestibulo da
vagina, e inspecao indireta do fundo da vagina e entrada da cérvix através do auxilio

do espéculo e lanterna para melhor visualizagdo de lesdes caracteristicas de
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vulvovaginite ou outras alteracbes que foram registradas em uma ficha clinica
(Figura 1) que continha as seguintes observagoes:
- Em relagdo a vulva observagdes sobre o tamanho, assimetria de vulvar, posicao,
cicatriz, traumas, pigmentagao da pele, mucosa hipocorada ou hipercorada, edema,
presenca de corrimento, e se houvesse a presenca desse avaliava-se a coloragao
do muco, quantidade, consisténcia, aspecto e odor;
- No exame da vagina com o auxilio do espéculo era observado se havia a presenca
de traumas, lesdes granulosas, nédulos, petéquias, pustulas, telangectasia, eritema,
mucosas hipocorada ou hipercorada, urovagina, presenga de sangue e catarro
genital, e esse se presente observava-se coloragdo, quantidade, consisténcia,
aspecto e odor;
- Na cérvix ainda com o auxilio do espéculo observava-se a coloragdo da mucosa
que poderia ser classificada de quatro tipos: esbranquicada, résea-clara, rosea, e
avermelhada. Era observado também o formato da cérvix, coloragao, abertura do
orificio, umidade e se havia presenga de catarro genital ou n&o.
- Além do exame especifico do trato reprodutivo era realizado avaliagdo geral dos
outro aparelhos, digestdrio, locomotor, respiratorio, urinario, glandula mamaria, pele
e anexos e estado nutricional dos animais que era observado através do escore
corporal.
- Além dos dados obtidos no exame clinico, foi obtido através de anamnese
informacdes sobre o historico reprodutivo desses animais como: numero de partos,
data do ultimo parto, intervalo entre partos, se ja havia ocorrido casos de aborto,
prolapso, retencédo de secundinas, parto distdcico, parto prematuro e morte neonatal.
Os animais ainda foram divididos em dois grupos quanto a sua idade,j ovens

animais com idade abaixo de 2 anos e adultos acima de 2 anos.
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Data Coleta: Propriedade:
Nome: Idade: | Raca:
Exame da Vulva
Tamanho Corrimento:
reduzido
Assimetria labios Vulva — Calda - Membros
Posicdo Cor:
Trauma\Cicatriz Odor:
Pigmentag@o Pele Consisténcia:
Edema OBS:
Outros
Exame da Vagina
Traumas Catarro genital:
Lesao Cor:
Granulomatosa
Telangectasia
Nodulos Odor:
Petéquias Quantidade (1 a 5):
Eritema Aspecto:
Pustulas OBS:
Fezes\Urovagina
Cérvix
Coloracio: Catarro genital:
Esbranquigada Rosea-clara Cor: Aspecto:
Rosea Avermelhada
() Aberta - () Fechada | Odor:
Muco: OBS:
Palpagao Abdominal
Dor: () Sim () Nao Aumento de Volume: () Sim () Nao
Consisténcia: OBS:
Histérico Reprodutivo
Data de Aquisigio: Parto Prematuro: ( ) Sim () Nao
N de Partos: Estado geral dos neonatos:
Estado () Parto () Anestro
Reprodutivo: () Estro () Prenhez
Data iiltimo parto: Morte neonatal: () Sim ( ) Nio
Aborto ( ) Sim ( ) Nao |Numero:
Nimero : Idade:
Periodo da Intervalo entre partos:
gestacio:
Prolapso: ( ) Sim () Nao |Retencio de placenta: ( ) Sim () Nao
Parto distécico: () Sim () Nao |OBS:
Exame Clinico Geral

Escore Corporal

Pele e Anexos

Ap. Respiratério

Ap. Digestério

Ap. Urindrio

Ap. Locomotor

Gliandula Mamaria

Figura 1 — Ficha de exame clinico
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4.4 ANALISE LABORATORIAL

A analise laboratorial foi realizada através de cultivo bacteriano e reacédo de
cadeia em polimerase (PCR) no caso de Micoplasma spp. e Ureaplasma spp. e

somente reacao de cadeia em polimerase (PCR) no caso do Acholeplasma laidlawii.

4.4 1 Meios de Cultivo

Os meios de cultivo foram preparados de acordo com os protocolos abaixo.

4.4.2 Meios Liquido/ Sélido SP4 (TULLY, 1995)

I 0] (e T E= T (@ (o o | SRS 10,0 gr.
el =Y o] (0] aT= T (@ (T o | TP PPRPRR 534¢r.
- Mycoplasma Broth base (becton DickinSon) ..........coocieiiiiiiiiie e 3,5¢r.
1 S SSTER 750 mL

O pH foi ajustado em 7,8.

Adicionar 10 gramas (gr.) de agar purificado (Oxoid) para preparar meio sélido.

Autoclavar a 121°C por 20 minutos (min.);

Acrescentar assepticamente ao meio autoclavado:

- S0ro eqUino (CUHIAD)........coeiiii e 180 mL
= CRML 10686 (GIDCO)....eeuteeeeiuieeeiieieeiee ettt e eee et e et eeeetee e e sneeeesneeeeeeeeeenneeeeaneeeenns 50 mL
- Extrato fresco de 1eVedura 25%.........eeeiiiiiieee e 35 mL
= GliICOSE 10% (MEICK). ... eeeeeiteiee ettt 10 mL
= Arginina 10% (MErCK)......ooi i 1mL
= YEaSIOIate (DIfCO)......uueiieiiiiiiiie ettt e e e 10 mL
- Vermelho de Fenol 0,5% (MErCK).........ooiiiiiiiiie et 4 mL
- Penicilina 100 000 U/ML (SigMa).......cccccuuiiriiiiieeee e e et e e e e e e e e ssairnree e e e e e e e e e 1mL
- Acetato de talio 1% (SIGMA)........eeiiiiiiiiiie e 10 mL

Realizar teste de esterilidade a 37°C por 24 horas.



4.4.3 Meios Liquido Ug (RUHNKE; ROSENDAL, 1994)

= PPLO (DIfICO)...e v eeeeeeeeeeeeeeee s eeee e ees e ee e es e 21,

o D O o [=13 1] o F= TR TR 630 mL

O pH foi ajustado em 6,0.
Autoclavar a 121°C por 20 min;

Acrescentar assepticamente ao meio autoclavado:

- S0ro equino (CUMt@D)......ccoii i 200 mL
- Extrato fresco de levedura 25%.........ccoouviiiiiiiiiiiei e 100 mL
= Uréia 10% (SIGIMaA).. .. e 10 mL
- Penicilina 100 000 U/ML (SigM@).....ctiiiiiiiiieeiiiiiee et eeee e 5mL
B O Y I 101G 3 (] oo SO 50 mL
- L-Cisteina 2% (MEICK)......ooiuieeee e 10 mL
- Vermelho de Fenol 0,5% (MErCK)........cuuuiiuiiiiiieieiiie et 4 mL
- Anfotericina B (SIgMa).........ueeeiiiiiiiee s 200uL

Realizar teste de esterilidade a 37°C por 24 horas.

4.4.4 Meios Solido Us (RUHNKE & ROSENDAL, 1994)

S 1= 2 o ) TR 21,0gr
S HO e e e e e e e e e e e e e e e ———— 600 mL
= AGAr (NODIE=OXOIA) ...ttt n e 15gr.

O pH foi ajustado em 5,5.

Autoclavar a 121°C por 20 min.
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Acrescentar assepticamente ao meio autoclavado:

- S0ro eqUino (CUMlAD)........eeiiiiiie e 200 mL
- Extrato fresco de 1evedura 25%.........cooiueiiiiiiiiiieee e 100 mL
= Uréia 10% (SIgIMa).......eeeieeiiiiiie ettt e e et e e e e e e e e et ee e e e e neees 10 mL
- Penicilina 100 000 U/ML (SigMa).......cccccuuiiiiiiiieeee e eeeciiree e e e e e e e eeseinaee e e e aaa e e e 5mL
= MNSO4 3% (MEFCK)....eeeieiieeeee ettt e e e e e ennneeee s 5mL
- Vermelho de Fenol 0,5% (MErCK).........ooi i 4 mL
B O Y I 101G G 3 (] oo ST 50 mL
- Anfotericina B (SIgMa).........ueiiiiiiiiiiee e 200uL

Realizar teste de esterilidade a 37°C por 24 horas.

4.4.5 Subcultivo de Amostras de Referéncia de Micoplasma

55

As amostras de referéncia de micoplasmas, estocadas previamente em caldo e

glicerol a -20°C, eram subcultivadas em meios especificos SP4 a 37°C em atmosfera

de microaerofilia.

4.4.6 Cultivo de Micoplasma de Amostras Clinicas

O material clinico foi processado, no maximo, apos 24 horas da colheita. O caldo

SP4 e Ug utilizados como transporte, contendo a zaragatoa, foram homogeneizados

e submetidos a trés diluicdes decimais nos meios especificos. Destas amostras, a

propria zaragatoa e 50 ulL das diluicdes 10 foram utilizados diretamente na
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semeadura em placa de agar SP4 e Ug. Os meios liquidos e sodlidos foram
incubados a 37°C, sendo as placas com agar SP4 incubadas em condigdes de
microaerofilia e observadas por 15 dias consecutivos.

Os Micoplasmas foram caracterizados inicialmente pela producéo de colénias em
forma de “ovo frito” e por suas bases metabdlicas, como a utilizagao de glicose e/ou
arginina evidenciada pela alteragao de pH e formagéao de filmes e manchas (RAZIN;
TULLY, 1983).

Os Ureaplasmas foram caracterizados pela visualizagdo do aumento do pH no
meio de cultura devido a utilizacdo da uréia e pela presenca de pequenas coldnias
granulosas e de coloragdo marrom escuro no agar, devido a precipitagdo de cations

de manganés pela atividade da urease (RUHNKE; ROSENDAL, 1994).

4.4.7 Método de Extracdo de DNA

Todas as amostras colhidas foram realizadas o teste de PCR de acordo com

0os métodos abaixo descritos.

4.4.8 Extracdo do DNA das Cepas de Referéncia e Amostras Clinicas

Culturas positivas das cepas de referéncia (20 mL) e material clinico (1 mL)

foram submetidas a extragdo por fervura descrito por Fan, Kleven e Jackwood
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(1995). Foi realizada centrifugacao a 13000 rpm por 10 min., e duas lavagens do
sedimento com 100 uL de PBS (2,6 mM NaH;POy4; 7,4 mM NaHPO,4; 14 mM NaCl;
pH 7,2). O sedimento obtido foi ressuspenso em 20 uL de PBS, fervido em “banho
maria” por 10 min., acondicionado imediatamente em gelo por 5 min. e submetido a
nova centrifugacédo a 13.000 rpm por 10 min.. O sobrenadante foi estocado a - 20°C

até a sua utilizagao.

4.4.9 Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A execucao da PCR foi realizada em salas separadas para a preparacdo das
reagdes, manipulagdes das amostras de DNA e corrida eletroforética. Trocas de
luvas foram realizadas a cada entrada e saida das areas isoladas. Os reagentes da
PCR foram divididos em aliquotas e estocados em area livre de produtos
amplificados (HIRATA, 1997; KWOK; HIGUCHI, 1989). A cada amplificagdo foram
adicionados um controle positivo (cepa de referéncia) e um controle negativo (agua

ultrapura).

4.4.10 Ligonucleotideos Iniciadores (primers) Genéricos

Os primers genérico utilizados sdo complementares a sequéncias conservadas

do gene 16S do rRNA para a Classe dos Mollicutes (Micoplasma, Acholeplasma,
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Ureaplasma e Espiroplasma), descrito por Van Kuppeveld et al. (1992). Os primers
GPO3 e MGSO sao complementares, respectivamente, as regides V2 e V7 e estéao

nas posicdes 789 — 5’ e 1055- 3.

Tabela 1 - Primers GPO3 e MGSO das regides V2 e V7 do micoplasma genérico

Iniciadores Sequéncia Produto
GPO3 5’- GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATAC CCT-&
MGSO 5-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3 270pb

Para a reagdo em cadeia da polimerase foi adicionado a um microtubo (0,2 mL)
50 pmol de cada primer, 2 U de Tag DNA polimerase, 2,0 mM de MgCl,, 100 uM de
deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 5 uL da amostra de DNA e agua ultrapura
até o volume final de 50 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador (PCR
Express Thermal Cycler — Thermo Hybaid) programado para um ciclo de 94°C
durante cinco min, 35 ciclos de 94°C durante 30s, 55°C durante 30s, 72°C durante

30s. e um ciclo final de 72°C por 10 min.

4.4.11 Oligonucleotideos Iniciadores (primers) para o Género Ureaplasma

Os primers para a detecgdo do género Ureaplasma que foram utilizados séo
complementares a sequéncia conservada do gene 16S do rRNA (LAUERMAN,

1998).
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Tabela 2 - Primers UGPF e UGPR das regides conservadas do género Ureaplasma.

Iniciadores Sequéncia Produto Localizagao
UGPF 5'-GGATGAGGGTGCGACGTATC-3' 237— 256
UGPR 5'-GCGTTAGCTACAACACCGAC -3' 644 pb 862 — 881

Para a reacdo em cadeia da polimerase foi adicionado a um microtubo (0,2 mL) 20
pmol de cada primer, 1,25 U de Taq DNA polimerase, 2,0 mM de MgCl,, 50 uM de
deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 5 uL da amostra de DNA e agua ultrapura até o
volume final de 50 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador programado para:
40 ciclos a 94°C durante 30s, 55°C durante 30s, 72°C durante 60s. e um ciclo final de

72°C por cinco min.

4.4.12 PCR espécie-especifica

O PCR para Acholeplasma laidlawii foi realizado de acordo com as técnicas

descritas abaixo.

4.4.13 Acholeplasma laidlawii

Os primers utilizados sdo complementares a sequéncia do gene 16S do rRNA

especifica para A. laidlawii (descritos por DUSSURGETT; DUSSOIX, 1994).
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Tabela 3 - Primers UNI- e ACH3 para identificacao de Acholeplasma laidlawii

Primers Seqiiéncia Produto Localizagao
UNI- 5'- TAATCCTGTTTGCTCCCCAC-3' 505 pb 763 — 782
ACH3 5" AGCCGGACTGAGAGGTCTAC-3' 277 — 296

Para a reacao em cadeia da polimerase sera adicionado a um microtubo (0,2 mL)
40 pmol de cada primer, 1 U de Taq DNA polimerase, 1,2 mM de MgCl,, 200 uM de
deoxiribonucleotideos trifosfato (dNTP), 1 uL da amostra de DNA e agua ultrapura
até o volume final de 50 uL. A amplificagdo sera realizada em termociclador

programado para: um ciclo de 95°C por 5 min., 30 ciclos de 95°C por 30 s., 64°C por

1,5 min., 72°C por 1,5 min. e um ciclo final de 72°C por 10 min.

4.4.14 Detecgéao do Produto Amplificado

Os produtos da PCR (10uL) foram separados por eletroforese em gel de agarose a

1,5%, contendo 10 pg/mL de brometo de etidio em tampao TAE (40mM Tris-acetato; 2

mM EDTA, pH 8,0). A visualizagdo e fotodocumentagdo dos produtos foram realizadas

sob luz ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado sera 100 pb DNA Ladder

(Invitrogen). Este procedimento foi empregado em todas as analises dos produtos da

PCR.
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4.5 ESTATISTICA

Em principio, os resultados foram submetidos a analise de varidncia, sendo o
contraste entre médias analisado pelo Teste y 2 em amostras parameétricas e teste

de Fischer em amostras ndo paramétricas, com niveis de significancia igual a 5%
(p<0,05).
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5 RESULTADOS

O presente estudo das micoplasmoses em ovinos, desenvolvido na regido de
Piedade em propriedades da Associacao do Criadores de Ovinos e Caprinos da regiao

do estado de Sao Paulo, teve a duragao de aproximadamente 2 anos.

5.1. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os resultados encontrados nesta pesquisa no cultivo e no PCR estao dispostos

em 27 tabelas e 11 figuras.

5.1.1. Cultivo das Amostras de Muco Vulvovaginal para Detec¢ao de Micoplasma

Nas culturas realizadas em meio SP4 para o isolamento de Micoplasma sp de 18
amostras que nao contaminaram 6 resultaram positivas (33,3%). Estes isolados
apresentaram-se como colénias em forma de “ovo-frito” no agar SP4 e néao
apresentaram formacao de filmes e manchas (Figuras 2 e 3). Micoplasma sp foi isolado

em trato genital de fémea ovina pela primeira vez no Brasil.
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Figura 2 - Cultivo de muco vulvovaginal de ovinos em meio SP4 apresentando
crescimento de Mycoplasma spp. (X 40)

Figura 3 - Cultivo de muco vulvovaginal de ovinos em meio SP4 apresentando
crescimento de Mycoplasma spp. (X40, X100 e X400)



64

5.1.2. Cultivo das Amostras de Muco Vulvovaginal para Detec¢ao de Ureaplasmas

Nas culturas realizadas em meio Ug para o isolamento de Ureaplasma spp de 22
amostras, 10 foram positivas (45,5%) foram positivas. Estes isolados apresentaram-se
como coldnias marrom escuras e granulosas no agar Ug. (Figuras 4 e 5). O Ureaplasma

sp foi isolado pela primeira vez em cultura, em trato genital de ovinos no Brasil.

&

Figura 4 - Cultivo de muco vulvovaginal de ovinos em meio Ug apresentando
crescimento de Ureaplasma spp. (X40)

Figura 5 - Cultivo de muco vulvovaginal de ovinos em meio Ug apresentando
crescimento de Ureaplasma spp. (X40, X100 e X400)
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5.1.3 Cultivo das Amostras de Muco Vulvovaginal de Fémeas Ovinas com Crescimento

Associado

Durante o estudo houve crescimento em meio Ug de colbnias de Ureaplasma
spp. € Micoplasma spp. associadas (Figura 7). Pela primeira vez no mundo houve o

crescimento neste meio dos dois microorganismos associados.
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Figura 6 - Cultivo de muco vulvovaginal de fémea ovina em meio Ug apresentando
crescimento de Ureaplasma spp. e Mycoplasma spp. (X40)
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5.1.4 Cultivo das Amostras de Muco Vulvovaginal de Fémeas Ovinas no mesmo Pasto

que Macho Positivo Durante o Projeto Piloto.

Durante a fase projeto piloto foi isolado de uma fémea ovina apds o coito
Ureaplasma spp. em meio Ug do sémen de uma macho positivo (Figura 6), fato que

prova a transmissao através da monta natural.

Figura 7 - Cultivo de muco vulvovaginal de fémea ovina em meio Ug apresentando
crescimento de Ureaplasma spp. e presenca de espermatozoides apos a
cobertura por macho sabidamente positivo (X40)
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5.1.5 Detec¢cdo de Micoplasmas em Muco Vulvovaginal Ovino por meio da PCR

Utilizando Primers Genéricos

O DNA extraido das amostras clinicas colhidas em meios especificos para

Micoplasma e Ureaplasma foram submetidos a PCR com primers genéricos, onde

observou-se 45 reagdes positivas (75%).

<« 600pb

270pb

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR utilizando “primers” genéricos
GPO3/MGSO a partir do DNA de culturas extraido de amostras de muco vulvovaginal de
ovelhas. Coluna 01 a 10: amostras muco vulvovaginal sendo positivas as colunas 2, 4, 5,7 e 9.
Coluna 11: controle negativo das reagdes com agua ultra pura. Coluna 12: controle positivo da
reacdo com DNA de Mycoplasma bovis.Coluna 13: Coluna 16: padréo de peso molecular de

DNA — 100 bp
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5.1.6 Detecgdo de Ureaplasma spp. em Muco Vulvovaginal Ovino por meio da Técnica

de PCR

O DNA extraido das amostras clinicas colhidas em meios especificos para

Ureaplasma sp foram submetidos a PCR com primers especificos, onde se observou 40

reagdes positivas (66,7%).

644pb _, — D —— PERY

Figura 9 - Amplificagdo da subunidade 16S rRNA do género Ureaplasma spp com primers
UGPF/UGPR. Andlise de eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR a partir do
DNA de culturas extraido de amostras de muco vulvovaginal de ovelhas. Coluna de 1 a
14: amostras muco vulvovaginal sendo positivas as colunas 2, 5, 6,12 e 13. Coluna 14:
controle negativo das reagbes com agua ultra pura.; Coluna 15 controle positivo da reacao
com DNA do Ureaplasma diversum ATCC 49782; Coluna 6: padrao de peso molecular de

DNA — 100 bp
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5.1.7 Detecgédo de Acholeplasma laidlawii em Muco Vulvovaginal Ovino por meio da

Técnica de PCR

O DNA extraido das amostras clinicas colhidas em meios especificos para
Acholeplasma laidlawii foram submetidos a PCR com primers especifico, onde

observou-se 1 reagdes positivas (1,7%).

Figura 10 - Amplificagdo da subunidade 16S rRNA, espécie Acholeplasma ladlawii , com primers UNI
/ACHAZ3. Analise de eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR a partir do DNA de
culturas extraido de amostras de muco vulvovaginal de ovelhas. Coluna de 1: controle
positivo da reacdo com DNA de Acholeplasma ladlawii. Colunas 2 a 6 amostras muco
vulvovaginal sendo positivas as colunas 2 e 3. Coluna 7: controle negativo das reagdes com
agua ultra pura. Coluna 8: padrdo de peso molecular de DNA — 100 bp
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5.1.8 Resultados das Freqliiéncias de Micoplasmas e dos Sinais Estudados por Meio da

Técnica de PCR

Tabela 4 - Freqiéncia de animais positivos e negativos para micoplasmas segundo
categorias etarias, Séo Paulo, 2005

Animais % (N° de animais/Total de animais) P
Positivos Negativos
Jovens 60%(27/45)  60% (9/15) 1.000
Adultos 40%(18/45) 40%(6/15) -
Total 45 15 -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Das 60 amostras colhidas de muco vulvovaginal, observa-se na Tabela 1 que 27
animais jovens e 18 dos animais adultos foram positivos através da técnica da PCR
para micoplasmas. Ao comparar os dados nao se encontrou relacdo entre a presenca

ou nao de micoplasmas e a idade dos animais.

Tabela 5 - Freqléncia de alteragbes na vulva em animais infectados e n&ao
infectados por micoplasmas, Sdo Paulo, 2005

Alteragoes % (N° de animais/Total de animais) P
Positivos Negativos

Assimetria Vulvar 6,7%(3/45) 6,6% (1/15) 1.000
Corrimento 2,2%(1/45) 6,6% (1/15) 0.441
De Posigao 2,2% (1/45) 0%(0/15) 1.000
Edema 13,3%(6/45) 6,6% (1/15) 0.668
Hipercorada 4,4%(2/45) 6,6% (1/15) 1.000
Hipocorada 2,2% (1/45) 6,6% (1/15) 0.441
Pigmentacao da Pele 33,4%(15/45) 13,3%(2/15) 0.192
Tamanho Reduzido 2,2%(1/45) 6,6% (1/15) 0.441
Trauma 2,2%(1/45) 0%(0/15) 1.000

Valores p < 0.05 sdo estatisticamente significantes
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Nas 60 amostras colhidas de acordo com a tabela 2, 45 foram positivas para
micoplasmas genérico. Os dados obtidos no exame clinico da vagina foram
estatisticamente avaliados comparando-se a presenga ou ndo dos micoplasmas com as
lesbes estudadas. Nao se encontrou associagao estatisticamente significativa entre os
grupos.

Tabela 6 - Freqiiéncia de alteragbes da vagina observadas através da inspeg¢do
indireta em animais infectados e nao infectados por micoplasmas, Sdo

Paulo, 2005
Alteragoes % (N° de animais/Total de animais)

Positivos Negativos P
Catarro Genital 13,3%(6/45) 13,3%(2/15) 1.000
Edema 4,4%(2/45) 0%(0/15) 1.000
Eritema 11,1%(5/45) 6,6% (1/15) 1.000
Hipercorada 24,4%(11/45) 33,3%(5/15) 0.516
Hipocorada 4,4%(2/45) 0%(0/15) 1.000
Lesoes Granulosas  48,9%(22/45) 33,3%(5/15) 0.454

Nédulo 0%(0/45) 0%(0/15) -
Petéquia 4,4%(2/45) 6,6% (1/15) 1.000
Pustula 6,6%(3/45) 0%(0/15) 0.566
Sangue 4,4%(2/45) 0%(0/15) 1.000
Telangectasia 6,6%(3/45) 0%(0/15) 0.566
Trauma 2,2%(1/45) 0%(0/15) 1.000
Urovagina 2,2%(1/45) 6,6% (1/15) 0.441

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

A lesao de maior freqléncia entre as amostras colhidas foi a lesao granulosa.
Nao houve associagao estatisticamente significativa entre a presencga de alteragdes
e condicao de positivo para micoplasmas. A segunda lesdo de maior freqléncia

encontrada foi a coloragéo hipercorada da vagina.
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Tabela 7 - Freqliéncia de vulvovaginite em animais infectados e nao infectados por
micoplasmas, Sdo Paulo, 2005

% (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Vulvovaginite 68,9%(31/45)  60,0%(9/15) 0.752

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

A presencga de vulvovaginite foi diagnosticada através do exame clinico da
regido vulvovaginal quando observou-se uma das lesdes referidas nos tabelas acima
apresentadas (Tabela 5 e 6). Dos 60 animais, 40 foram diagnosticados com
vulvovaginite conforme a tabela 7. Nao houve associacdo estatisticamente

significante entre vulvovaginite e condigdo de positivo para micoplasmas (p=0.752).

Tabela 8 - Freqliéncia de alteragbes no historico reprodutivo dos animais estudados
infectados e néo infectados por micoplasmas, Séo Paulo, 2005

Alteragoes no Historico % (N° de animais/Total de animais) p
Reprodutivo Positivos Negativos

Aborto 13,3%(6/45) 0%(0/15) 0.321
Distocia 2,2%(1/45) 6,6%(1/15) 0.441

Fetos Prematuros 0%(0/45) 0%(0/15) -
Morte Neonatal 15,5%(7/45) 13,3%(2/15) 1.000
Problemas com Neonato  4,4%(2/45) 0%(0/15) 1.000
Prolapso 0%(0/45) 6,6%(1/15) 0.250
Retencao de Secundinas  4,4%(2/45) 0%(0/15) 1.000

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

As informacbes obtidas no histérico reprodutivo dos animais foram
relacionadas com a presenca ou ndo de micoplasmas em busca de associacdo. As

maiores frequéncias foram de animais que apresentaram morte neonatal e os que
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em algum periodo de sua vida reprodutiva abortaram conforme observado na tabela
5, porém estas manifestacdes nao foram estatisticamente significantes entre animais
infectados e nao infectados, assim como os animais que apresentaram parto
distécico, fetos prematuros, problemas com os neonatos, como nascimento de

cordeiros fracos, prolapso vaginal ou uterino e retencédo de secundinas.

Tabela 9 - Frequéncia de alteragbes nos diversos sistemas e no escore corporal dos
animais infectados e néo infectados por micoplasmas, Sdo Paulo, 2005

Alteragoes nos Sistemas % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
e Escore Corporal

Sistema Digestoério 0%(0/45) 0%(0/15) -
Sistema Locomotor 0%(0/45) 6,6%(1/15) 0.250

Sistema Respiratorio 0%(0/45) 0%(0/15) -

Sistema Urinario 0%(0/45) 0%(0/15) -
Glandula Mamaria 4,4%(2/45) 0% (0/15) 1.000
Pele e Anexos 4,4%(2/45) 6,6%(1/15) 1.000
Escore Corporal <2,5 20%(9/45) 6,6%(1/15) 0.426

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Nao foi detectada associacao estatisticamente significante entre as alteragdes

nos sistemas e escore corporal com a condicdo de positivo para micoplasmas.

5.1.9 Resultados das Freqliéncias de Mycoplasma spp. e dos Sinais Estudados por

Meio do Cultivo em Placa
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Tabela 10 - Freqiéncia de animais positivos para Mycoplasma spp. segundo
categorias etarias, Séo Paulo, 2005

Animais % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Jovens 40%(2/5) 76,9%(10/13) 0.268
Adultos 60%(3/5) 23,1%(3/13) -
Total 5 13 -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Das 60 amostras colhidas de muco vulvovaginal apenas 18 foram possiveis
de se realizar o diagnéstico através do isolamento para o Mycoplasma spp, pois as
outras amostras contaminaram. (Vide Tabela 10). Dessas 18 amostras, 5 foram
positivas para cultura de Mycoplasma spp. sendo 2 animais jovens e 3 animais
adultos. Nao foi identificada associacédo estatisticamente significativa entre a idade

dos animais e a presenga de Mycoplasma spp. no muco vulvovaginal.

Tabela 11 - Freqléncia de alteragcbes na vulva em animais infectados e ndo
infectados por Mycoplasma spp., S&o Paulo, 2005

Alteragoes % (N° de animais/Total de animais) p
Positivas Negativas

Assimetria Vulvar 0%(0/5) 0%(0/13) -
Corrimento 20%(1/5) 7,7%(1/13) 0.490
De Posicao 0%(0/5) 7,7%(1/13) 1.000
Edema 40%(2/5) 0%(0/13) 0.065
Hiperémica 20%(1/5) 0%(0/13) 0.278
Hipocorada 20%(1/5) 7,7%(1/13) 0.490
Pigmentacgao da Pele 40%(2/5) 23,1%(3/13) 0.583
Tamanho Reduzido 0%(0/5) 7,7%(1/13) 1.000

Trauma 0%(0/5) 0%(0/13) -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes
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Das 18 amostras onde foi possivel a realizagao do diagndstico através da
cultura bacteriana, as alteragdes mais frequentes foram a alteragdo da pigmentacéao
da pele e edema nos animais positivos (Tabela 11). Corrimento, coloragéo
hipercorada e coloracdo hipocorada sao outras lesbées encontradas nos animais
positivos. As demais lesdes s6 estiveram presentes em animais negativos ou nao foi
detectado em nenhum dos 18 animais. Nado houve associagcdo estatisticamente
significativa entre as lesdes e a presenga ou nao de Mycoplasma spp.

Tabela 12 - Freqliéncia de alteragbes da vagina em animais infectados e ndo
infectados por Mycoplasma spp.,S&o Paulo, 2005

Alteragoes % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Catarro Genital 20%(1/5) 15,4%(2/13) 1.000
Edema 0%(0/5) 0%(0/13) -
Eritema 0%(0/5) 15,4%(2/13) 1.000
Hipercorada 40%(2/5) 15,4%(2/13) 0.533
Hipocorada 20%(1/5) 0%(0/13) 0.278
Les6es Granulosas 60%(3/5) 46,1%(6/13) 1.000
Nédulo 0%(0/5) 0%(0/13) -
Petéquia 0%(0/5) 15,4%(2/13) 1.000
Pustula 20%(1/5) 0%(0/13) 0.278
Sangue 0%(0/5) 0%(0/13) -
Telangectasia 40%(2/5) 0%(0/13) 0.065
Trauma 0%(0/5) 0%(0/13) -
Urovagina 0%(0/5) 7,7%(1/13) 1.000

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

A tabela 12 acima relacionando as 18 amostras de cultivo bacteriano
demonstra a presenga de alteragbes na vulva como lesbes granulosas,

telangectasia, coloragdo hipercorada, coloragdo hipocorada, pustula e presenga de
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catarro genital, relacionados com a presenca ou nao de Mycoplasma spp. Sendo
que estas alteracbes nao estao estatisticamente associadas a condi¢cao de positivo.
As demais alteragdes nao foram observadas nas 5 amostras diagnosticadas como

positivas.

Tabela 13 - Freqiiéncia de vulvovaginite em animais infectados e nao infectados por
Mycoplasma spp., S&o Paulo, 2005

%(N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Vulvovaginite 80%(4/5) 69,2 (9/13) 0.270

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

A presenca de vulvovaginite foi diagnosticada no exame clinico da vulva
quando observou-se uma das lesdes referidas nas Tabelas acima (Tabelas 11 e 12),
com isso dos 18 animais, 4 foram diagnosticados com vulvovaginite (Tabela 13) e
também foram positivos para Mycoplasma spp.. Entre 0os animais negativos para
Mycoplasma spp., 4 estavam saudaveis e 9 foram diagnosticados com vulvovaginite.
Nao foi possivel identificar associagcdo entre a presenca Mycoplasma spp. e
vulvovaginite (p=0.270).

Tabela 14 - Freqléncia de alteragdes do histérico reprodutivo dos animais estudados
infectados e nédo infectados por Mycoplasma spp., S&o Paulo, 2005

AIteragées no Historico % (N° de animais/Total de animais) P
. Positivos Negativos
Reprodutivo
Aborto 0%(0/5) 15,4%(2/13) 1.000
Distocia 0%(0/5) 7,7%(1/13) 1.000
Fetos Prematuros 0%(0/5) 0%(0/13) -
Morte Neonatal 20%(1/5) 23,1%(3/13) 1.000
Problemas com Neonato  0%(0/5) 0%(0/13) -
Prolapso 0%(0/5) 0%(0/13) -
Retencao de Secundinas  0%(0/5) 0%(0/13) -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes
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Entre as 18 amostras apenas 1 apresentou histoérico de problema reprodutivo,
morte neonatal, e nao foi identificada associagao estatisticamente significante entre
condigcdo de positivo e alteragcbes no histérico reprodutivo (Vide Tabela 14). As

demais alteragdes nao foram observadas nos animais positivos.

Tabela 15 - Freqliéncia de alteragbes nos diversos sistemas e no escore corporal
dos animais infectados e néo infectados por Mycoplasma spp., Sdo

Paulo, 2005
Alteragoes nos Sistemas %(N° de animais/Total de animais) P
Positivos Negativos
e Escore Corporal

Sistema Digestério 0%(0/5) 0%(0/13) -

Sistema Locomotor 0%(0/5) 0%(0/13) -

Sistema Respiratério 0%(0/5) 0%(0/13) -

Sistema Urinario 0%(0/5) 0%(0/13) -

Glandula Mamaria 0%(0/5) 0%(0/13) -
Pele e Anexos 0%(0/5) 15,4%(2/13) 1.000
Escore Corporal < 2,5 40%(2/5) 7,7%(1/13) 0.172

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Nas 18 amostras onde foi possivel o diagnostico através do isolamento
bacteriano observou-se alteracdo no escore corporal de 3 animais sendo que 2
destes eram positivos para Mycoplasma spp. conforme tabela 15. Na avaliagcéo

estatistica destes casos o valor de p foi igual a 0.172, n&o significante.
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5.1.10 Resultados das Freqiiéncias de Ureaplasma spp. e dos Sinais Estudados por

Meio da Técnica de PCR

Tabela 16 - Freqluéncia de animais positivos para Ureaplasma spp. segundo
categorias etarias, Sdo Paulo, 2005

Animais % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Jovens 55%(22/40) 70%(14/20) 0.402
Adultos 45%(18/40) 30%(6/20) -
Total 40 20 -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Das 60 amostras colhidas de muco vulvovaginal submetidas a PCR e 40
foram positivas para Ureaplasma spp., sendo que 22 foram animais jovens e 18
animais adultos (Vide Tabela 16). Dos 20 animais restantes negativos para
Ureaplasma spp. 14 eram jovens e 6 adultos. Nado se verificou associagao
estatisticamente significativa entre a faixa etaria dos animais e a deteccdo ou nao
do Ureaplasma spp..

Tabela 17 - Frequéncia de animais positivos para Ureaplasma spp. segundo a

presenca ou ndo de alteragbes encontradas no exame clinico
especifico da regido da vulva, Sdo Paulo, 2005

Alteragoes % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Assimetria Vulvar 7,5%(3/40) 5%(1/20) Assimetria Vulvar
Corrimento 5%(2/40) 0%(0/20) Corrimento
De Posicao 2,5%(1/40) 0%(0/20) De Posicao
Edema 17,5%(7/40) 0%(0/20) Edema

Hiperémica 5%(2/40) 5%(1/20) Hiperémica
Hipocorada 2,5%(1/40) 5%(1/20) Hipocorada

Pigmentagao da Pele 27,5%(11/40) 30%(6/20) Pigmentacao da Pele

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes
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A relagao entre as 60 amostras diagnosticadas pela PCR e as alteragdes
observadas na vagina, nao apresentaram valores estatisticamente significantes
(Tabela 17), tendo maior frequéncia a presencga de coloragéo alterada da vulva (17)
e edema (7) que foi o que mais se aproximou do valor estatisticamente significante

(0.084).

Tabela 18 - Freqliéncia de alteragbes na vagina em animais infectados e nao
infectados por Ureaplasma spp., Sdo Paulo, 2005

Alteragoes % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos

Catarro Genital 12,5%(5/40) 15%(3/20) 1.000
Edema 2,5%(1/40) 5%(1/20) 1.000
Eritema 15%(6/40) 0%(0/20) 0.165
Hipercorada 25%(10/40) 30%(6/20) 0.760
Hipocorada 5%(2/40) 0%(0/20) 0.548
Lesao Granulosa 47,5%(19/40) 40%(8/20) 0.784

Nédulo 0%(0/40) 0%(0/20) -
Petéquia 7,5%(3/40) 0%(0/20) 0.544
Pustula 5%(2/40) 5%(1/20) 1.000
Sangue 5%(2/40) 0%(0/20) 0.548
Telangectasia 5%(2/40) 5%(1/20) 1.000
Trauma 0%(0/40) 5%(1/20) 0.333
Urovagina 2,5%(1/40) 5%(1/20) 1.000

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Na PCR a presenga de lesdes granulosas foi o sinal clinico mais frequente,
nao apresentando associagao estatisticamente significativa com a condigdo de
positivas. Verificou-se coloracdo hiperémica em 10 animais, eritema em 6 e
presencga de catarro genital em 5, nenhum dos 3 sinais apresentaram valor menor

que 0,05, e nenhum ndédulo foi observado nos 60 animais (Tabela 18).
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Tabela 19 - Frequiéncia de vulvovaginite em animais infectados e néo infectados por
Ureaplasma spp., Sdo Paulo, 2005

% (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Vulvovaginite 72,5%(29/40) 55%(11/20) 0.287

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Devido a técnica de PCR ser mais sensivel para a deteccdao do
microorganismo, notou-se que houve uma numero maior de amostras positivas para
Ureaplasma spp. do que pela técnica do isolamento. Devido a este numero maior de
amostras obteve-se uma maior frequéncia de animais com vulvovaginite e positivos
para Ureaplasma spp. (29 de 60 animais). Entretanto, ndo houve associagao
estatisticamente significante entre a presenga de vulvovaginite e condicdo de
positivos para Ureaplasma spp..

Tabela 20 - Freqliiéncia de alteragbes do historico do animal relacionados ao sistema

reprodutivo em animais infectados e ndo infectados por Ureaplasma
spp.. Sao Paulo, 2005

Alteragcoes no Historico % (N° de animais/Total de animais) p
. Positivos Negativos
Reprodutivo

Aborto 10%(4/40) 10%(2/20) 1.000
Distocia 2,5%(1/40) 5%(1/20) 1.000

Fetos Prematuros 0%(0/40) 0%(0/20) -
Morte Neonatal 17,5%(7/40) 10%(2/20) 0.704
Problemas com Neonato 5%(2/40) 0%(0/20) 0.548
Prolapso 0%(0/40) 5%(1/20) 0.333
Retengdo de Secundinas 5%(2/40) 0%(0/20) 0.548

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes
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A morte neonatal em filhotes de animais positivos pelo PCR foi o problema
reprodutivo de maior frequéncia, mas assim como o0s outros registrados nao
apresentaram valores menores que 0.05 e n&o foram estatisticamente significantes

(Vide Tabela 20).

Tabela 21 - Freqliéncia de alteragbes nos diversos sistemas e no escore corporal
dos animais infectados e néo infectados por Ureaplasma spp., Sao

Paulo, 2005
Alteragoes nos sistemas % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
e Escore Corporal

Sistema Digestoério 0%(0/40) 0%(0/20) -
Sistema Locomotor 2,5%(1/40) 0%(0/20) 1.000

Sistema Respiratorio 0%(0/40) 0%(0/20) -

Sistema Urinario 0%(0/40) 0%(0/20) -
Glandula Mamaria 2,5%(1/40) 5%(1/20) 1.000
Pele e Anexos 5%(2/40) 5%(1/20) 1.000
Escore Corporal < 2,5 20%(8/40) 10%(2/20) 0.471

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

O escore corporal baixo foi a alteracdo mais freqliente entre as 60 amostras
diagnosticadas pela PCR para Ureaplasma spp., ocorreu em 8 animais (Tabela 18).
Os outros sistemas também afetados durante o estudo foram pele e anexos,
locomotor e mamario que assim como escore corporal baixo ndo apresentou
associagao estatisticamente significativa com a condicdo de positivo. Nos demais

sistemas néo foi diagnosticado nenhuma alteragao.
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5.1.11 Resultados das Freqliéncias de Ureaplasma spp. € dos Sinais Estudados pela

Técnica de Cultura em Placa

Tabela 22 - Freqiéncia de animais positivos para Ureaplasma spp. segundo
categorias etarias pela técnica de cultura em placa, Sdo Paulo, 2005

Animais % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Jovens 42,8%(3/7) 60%(9/15) 0.652
Adultos 57,2%(417) 40%(6/15) -
Total 7 15 -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Na realizagdo do cultivo bacteriano para Ureaplasma spp. das 60 amostras,
22 nao contaminaram e pode-se obter o diagndstico. Dessas amostras, 3 isolados
eram de animais jovens, e 4 isolados eram de animais adultos. Mesmo obtendo-se
diagndstico positivo ndo houve associagcdo estatisticamente significativa entre a

idade dos animais e a presenca de Ureaplasma spp.

Tabela 23 - Freqliéncia de alteragbes na vulva em animais infectados e nao
infectados por Ureaplasma spp. e isolados em meio de cultura em
placa, S&o Paulo, 2005

Alteragoes % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Assimetria Vulvar 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000
Corrimento 14,3%(1/7) 0%(0/15) 0.318
Edema 42,8%(3/7) 6,6%(1/15) 0.077
De Posicao 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000
Hiperémica 28,6%(2/7) 0%(0/15) 0.091
Hipocorada 0% (0/7) 0%(0/15) -
Pigmentacgao da Pele 42,8%(3/7) 26,6%(4/15) 0.630
Tamanho Reduzido 0% (0/7) 0%(0/15) -
Trauma 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes
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Das amostras onde foi realizado o diagnéstico através do isolamento, as
alteracdes observadas e podendo estar associados a presenca de Ureaplasma spp.
foram alteragcao de pigmentacao da pele, edema, coloragao hiperémica e corrimento,
nenhum desses sinais apresentaram associagao estatisticamente significativa com a
condigao de positivos. Os demais sinais clinicos ndo foram observados (Vide Tabela

23).

Tabela 24 - Freqiiéncia de alteragbes na vagina em animais infectados e né&o
infectados por Ureaplasma spp. isolados em meio de cultura em
placa, S&o Paulo, 2005

Alteracoes % (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos

Catarro Genital 14,3%(1/7) 0%(0/15) 0.318

Edema 0% (0/7) 0%(0/15) -
Eritema 14,3%(1/7) 6,6%(1/15) 1.000
Hipercorada 42,8%(3/7) 20%(3/15) 0.334
Hipocorada 28,6%(2/7) 0%(0/15) 0.091
Lesao Granulosa 71,4(5/7) 40%(6/15) 0.361

Nédulo 0% (0/7) 0%(0/15) -
Petéquia 0% (0/7) 20%(3/15) 0.523
Pustula 28,6%(2/7) 0%(0/15) 0.091
Sangue 14,3%(1/7) 0%(0/15) 0.318
Telangectasia 28,6%(2/7) 0%(0/15) 0.091
Trauma 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000
Urovagina 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

As alteragcbes na regidao vulvar com maior freqiéncia das 22 amostras
diagnosticadas por isolamento foi a presenca de lesao granulosa que nao obteve
valor significante entre positivos e negativos (Tabela 24), porém os sinais que mais

se aproximaram do valor de p menor que 0,05 foram a presenca de telangectasia,
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pustulas e coloragdao hipocorada que também nao apresentaram valor
estatisticamente significante (p=0.091). A presenga de ndédulo, trauma e urovagina

nao foi observado em nenhuma das 22 amostras.

Tabela 25 - Frequiéncia de vulvovaginite em animais infectados e néo infectados por
Ureaplasma spp. e isolados em meio de cultura em placa, Sdo Paulo,

2005
% (N° de animais/Total de animais) p
Positivos Negativos
Vulvovaginite 100%(7/7) 53,3%(8/15) 0,051

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

A presenca de vulvovaginite foi diagnosticada no exame clinico da vulva
quando observou-se uma das lesbes referidas no Tabela acima (Tabelas 20 e 21),
com isso dos 22 animais onde foi possivel a realizagao do cultivo bacteriano, 7 foram
diagnosticada a vulvovaginite e eram positivas para Ureaplasma spp.(Vide Tabela
25). Dos animais negativos 7 eram saudaveis e 8 apresentavam sinais de
vulvovaginite. A associagdo entre a presenga ou nao de Ureaplasma spp. em

animais saudaveis e com vulvovaginite n&o foi significativa (p=0.051).
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Tabela 26 - Freqliiéncia de alteragbes do historico do animal relacionados ao sistema
reprodutivo em animais infectados e néo infectados por Ureaplasma spp.
isolados em meio de cultura em placa, Sdo Paulo, 2005

Alteragoes no Histoérico %(N° de animais/Total de animais) p
. Positivos Negativos
Reprodutivo

Aborto 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000
Distocia 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000

Fetos Prematuros 0% (0/7) 0%(0/15) -
Morte Neonatal 14,3%(1/7) 20%(3/15) 1.000

Problemas com Neonato 0% (0/7) 0%(0/15) -

Prolapso 0% (0/7) 0%(0/15) -

Retengdo de Secundinas 0% (0/7) 0%(0/15) -

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes

Nas 22 amostras submetidas ao isolamento, o historico reprodutivo desses
animais demonstrou que apenas 1 dos animais positivos ja havia apresentado
problemas reprodutivos que foi a morte neonatal, esse Unico caso nao foi suficiente
para se demonstrar associagédo estatisticamente significativa entre os grupos (Vide
Tabela 26).

Tabela 27 - Frequéncia de alteragbes nos diversos sistemas e no escore corporal

dos animais infectados e néo infectados por Ureaplasma spp. isolados
em meio de cultivo em placa, Sdo Paulo, 2005

Alteracoes nos Sistemas %(N° de animais/Total de animais) P
Positivos Negativos
e Escore Corporal

Sistema Digestoério 0% (0/7) 0%(0/15) -
Sistema Locomotor 0% (0/7) 6,6%(1/15) 1.000

Sistema Respiratorio 0% (0/7) 0%(0/15) -

Sistema Urinario 0% (0/7) 0%(0/15) -

Glandula Mamaria 0% (0/7) 0%(0/15) -
Pele e Anexos 0% (0/7) 13,3%(2/15) 1.000
Escore Corporal <2,5  42,8%(3/7) 6,6%(1/15) 0.077

Valores de p <0.05 séo estatisticamente significantes



86

Nas 22 amostras onde foi realizado o isolamento, observou-se em 3 animais
um déficit no escore corporal e que quando foi relacionado com a presenca de

Ureaplasma spp. nao se obteve valor estatisticamente significativo (Tabela 27).

5.1.12 Resultados das Freqiiéncias de Acholeplasma laidlawii e dos Sinais Estudados

por Meio da Técnica de PCR

Das 60 amostras colhidas de mucovaginal, apenas 1 animal adulto foi positivo
no PCR para Acholeplasma laidlawii, € ndo se verificou associagao estatisticamente
significante entre a idade dos animais e sua presenca. Dentre as alteragdes
encontradas no trato reprodutivo estavam: presenca de corrimento (p=0,033) e
mucosa hiperémica da vulva (p=0,05) apresentando associagdo com a condi¢ao de
positivo para Acholeplasma laidlawii.

Na vagina desse animal positivo foi observado: presenca de catarro genital
(p= 0.133), mucosa hipercorada (p= 0.267), lesdo granulomatosa (p= 0.450) e
telangectasia (p= 0.05) que foi a unica alteragdo observada na vulva que obteve
associacao a presenca de Acholeplasma laidlawii.

A detecgao de um animal positivo n&o foi suficiente ocorrer a associacao de
Acholeplasma laidlawii com a presencga de vulvovaginite (p=1.000).

Nao foi observado alteragcdes no historico reprodutivo e nos sistemas do
animal positivo, somente foi notado escore corporal < 2 (p= 1.000). Lembrando que

valores de p < 0.05 sao estatisticamente significantes.
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Figura 11 - Demonstragdo do numero de amostras e o grau de aproveitamento para
o diagndstico de Ureaplasmas entre a técnica de isolamento e da PCR

O gréafico 1 mostra o aproveitamento das amostras colhidas em relagdo a
técnica diagnostica utilizada. Das 77 amostras colhidas para realizagdo do
diagndstico através do isolamento de Ureaplasma spp. , apenas 26 foram possiveis
de se realizar o diagndstico sem que ocorresse a contaminagdo da amostra por
outras bactérias. Destas amostras em 7 cresceram colbnias de Ureaplasma spp. nas
placas de cultivo. Ao se utilizar a PCR para realizagdo do diagnéstico dessas
mesmas amostras, foi possivel o diagndstico de 100% das amostras, pois néo houve
o problema da contaminagao, sendo 44 positivas para Ureaplasma spp.. Das 77
amostras, 17 eram do projeto piloto e ndo foram realizadas a avaliacao e ficha

clinica dos animais e por isto nao entraram na estatistica do trabalho.
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6 DISCUSSAO

Com a crescente demanda por produtos caprinos e ovinos, tem crescido o
numero de empresarios dispostos a investir nessas atividades, a agroindustria
instalada e as tecnologias ja disponibilizadas pela pesquisa, capazes de atender aos
diversos segmentos da cadeia produtiva, a caprino-ovinocultura ira se destacar no
cenario brasileiro como atividade de grande impacto sécio-econémico.

Subnutricdo, doencas debilitantes, infecto-contagiosas e manejo inadequado
sao as principais causas do mau desempenho reprodutivo, com quebra na produgao
de leite e carne, devido a ocorréncia de abortamentos e infertilidade (GENOVEZ,
2003). Num rebanho livre de doencas, a alimentagcado passa a ser o principal fator de
deficiéncia reprodutiva. Se as caréncias nutricionais sdo supridas, os problemas
reprodutivos infecciosos passam a se constituirem num dos mais importantes fatores
limitantes da expansdo da pecuaria, com implicagdes na comercializagao
internacional. Enfermidades bacterianas e parasitarias como brucelose, leptospirose,
toxoplasmose e neosporidiose ou neosporose entre outras (GENNARI, informacgéao
verbal, 2005)1, ainda sao problemas para os rebanhos nacionais, embora dados
reais ndo sejam conhecidos. Pesquisas em ovinos e caprinos tém sido renegadas
em virtude da bovinocultura ter um papel econémico importante na atividade
pecuaria nacional, o quadro, porém da pecuaria estd se modificando devido aos
novos programas governamentais de politicas publicas visando o incremento de
atividades para o pequeno agricultor. Esta forma alternativa de agricultura auto-
sustentavel vem trazendo a caprino e ovinocultura a um desenvolvimento crescente,
fazendo com que os pesquisadores iniciem suas atividades nesta area para que se
obtenha dados estatisticos das doengas ja que nao ha dados epidemiolégicos

confiaveis, atualmente (Programa Nacional de Sanidade de Ovinos e Caprinos, 2004).
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A patogenicidade de algumas espécies de micoplasmas tem sido questionada
principalmente quando encontradas em hospedeiros sadios associadas a afeccdes
nao usuais. Este aspecto mantém a comunidade cientifica atenta para a questao da
falta ou mesmo pela dificuldade de comprovacado dos fatos (BASEMAN; TULLY,
1997). Entre os micoplasmas de origem animal, este aspecto, embora descrito em
poucas espécies, € mais complexo pela diversidade de espécies destas bactérias e
dos respectivos hospedeiros. Assim, 0 encontro de micoplasmas nao usualmente
associados aos problemas reprodutivos em ovinos ndo pode ser desconsiderado.

A necessidade de se viabilizar técnicas mais eficientes para o diagndstico de
disturbios reprodutivos que tém como causa agentes infecciosos, no caso
principalmente das micoplasmoses, sdo de grande importancia para se obter um
controle mais efetivo desta doenca, diminuindo desta forma as perdas econdmicas
do produtor.

O diagnéstico de micoplasmoses realizado em casos de disturbios
reprodutivos ndao sido processados de forma ampla em nosso pais, o que dificulta
avaliar o real envolvimento destes microorganismos nestas enfermidades. Pesquisas
relacionadas a epidemiologia destes microorganismos bem como a patogenicidade
devem ser realizadas, para que se possa melhor entender e assim controlar os
disturbios causados pelos Mollicutes.

No presente trabalho de acordo com o objetivo proposto encontrou-se a
presenca de micoplasmoses no trato reprodutivo de fémeas ovinas de acordo como
cita outros autores (BALL; LIVINGSTONE JUNIOR; GAUER, 1983; DOIG; RUHNKE,
1977; MCCAUGHEY, 1982; SINGH; RAJYAN; MOHANTY, 1974).

A associagao dos micoplasmas com patologias no trato reprodutivo ainda deve

ser mais estudada no Brasil. A avaliacdo dos resultados desta pesquisa, ainda nao
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foi possivel provar ser as micoplasmoses em ovinos a maior causadora de disturbios
relacionados a producao desta espécie animal, e como alguns autores citam a
presenga do microorganismo nao significa presenga da doenga. Este aspecto ainda
€ muito controverso devido aos animais sadios também serem portadores desta
bactéria em varias outras espécies (DOIG et al., 1979; REID et al., 1989;
SARDERSON; CHENOWETH, 1999).

Durante o processamento das amostras notou-se que a deteccdo do
micoplasma genérico era muito maior do que os micoplasmas isolados e buscou-se
entdo a identificagcdo das amostras através do PCR especifico (Micoplasma spp.;
Ureaplasma spp. e Acholeplasma laidlawii). Nao foi possivel determinar as espécies
em questdo somente para o Acholeplasma laidlawii, abrindo-se um campo para o
sequenciamento dos isolados, que certamente trara resultados inovadores como o
descobrimento de uma nova espécie de Ureaplasma no Brasil. Com a analise dos
resultados ha uma suposicdo de que os micoplasmas encontrados n&o sejam
espécie-especificos como relatam alguns autores. Acredita-se ap6s a avaliagao dos
resultados que também em ovinos existe um complexo de micoplasmas comuns a
esta espécie de animais sendo associadas aos disturbios reprodutivos (JONES et

al., 1983; NICHOLAS et al., 1999).

Apds a pesquisa nos animais de campo notou-se que as observacdes deste
estudo estdo de acordo com informacdes obtidas em pesquisas anteriores que nao
estabelecem claramente a causa, epidemiologia, caracteristicas clinicas,
imunopatologia e controle da vulvovaginite. Nos resultados encontrados as
diferentes formas de vulvovaginite podem ser classificadas em vulvovaginite
granular, vulvovaginite (presenca de petéquias e vesiculas) e vulvite ndo sendo

realmente estabelecido a causa verdadeira dessas diferentes lesdes. Procurou-se
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estudar estas lesdes separadamente e associadas para avaliar o grau de
comprometimento dos micoplasmas com essas alteragdes e ndo obteve-se relacdo
estatisticamente significante concordando com os estudos de diversos
pesquisadores (BALL; MCCAUGHEY, 1982; COTTEW; LLOYD; PARSONSON,
1974; DUNN, 1996; IHEMELANDU, 1972; KIDANEMARIAM, 2003; TRICHARD et

al., 1993; WEBB; CHICK, 1976).

Durante a pesquisa procurou-se isolar outros tipos de agentes relacionados
com a vulvovaginite sendo que as amostras resultaram negativas nao
correlacionando a enfermidade com outro agente etiolégico. A presengca de
contaminagdes pode ter impedido este isolamento. Devido a este fato ha correlagao
positiva com os achados de Webb e Chick, (1976) onde a presenca de agentes
infecciosos associados com a doenca nao tem demonstrado a constancia de um
organismo especifico. Apds a analise dos resultados notou-se que ha uma
diversidade de alteragdbes ou manifestacbes que sdo classificadas como
vulvovaginite o que leva a crer segundo a literatura que a doenca possui diferentes
fases, e deve ser diagnosticada logo no inicio dos primeiros sinais para se obter uma
eficiéncia melhor no exame complementar bacteriolégico, pois dependendo da
invasado bacteriana secundaria e da fase da enfermidade, havera uma diferenciacao
dos sinais clinicos como citam varios autores (DENT, 1971; KIDANEMARIAM, 2003;

TRICHARD et al., 1993; WEBB; CHICK 1976).

Nos resultados obtidos foi isolado em meio de cultura pela primeira vez no
Brasil na regiao vulvovaginal, Ureaplasma spp. e Mycoplasma spp. e detectado o
Acholeplasma laidlawii espécies que sao consideradas por diversos pesquisadores
como provaveis causadoras de enfermidades no trato genital de pequenos

ruminantes. Nao foi possivel provar que estas espécies possuiam este potencial
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patogénico, pois como é observado na literatura referida, existem diferentes cepas
deste microorganismo com variaveis graus de patogenicidade. Acredita-se que as
cepas isoladas nesta pesquisa néo correspondiam a cepas agressivas que podem
causar abortos. Estudos posteriores vao ser realizados para identificar quais séo as
espécies envolvidas, através do sequenciamento e de identificagdo de outras
espécies pelo PCR especifico destes achados, com o intuito de comparar com os
achados citados na literatura (BALL; MCCAUGHEY, 1979,1982; COTTEW; LLOYD;
PARSONSON, 1974; JONES, 1983; JONES et al., 1983; KAPOOR; SINGH;
PATHAK, 1984; KAPOOR et al.,, 1984; KIDANEMARIAM, 2003; LIVINGDTONE;

GAUER, 1982; TRICHARD et al., 1993).

Durante as nossas pesquisas nao observamos nenhuma manifestagdo nas
lesdes encontradas que sugerisse que a vulvite poderia ser causada por um agente
viral, concordando com a literatura que eles nao sao responsaveis por um possivel
envolvimento nesta enfermidade (WEBB,; CHICK, 1976; TRICHARD et al., 1993).
Pelos resultados encontrados ha a evidéncia que bactérias contaminantes poderiam
ser patogénicas e estar associadas com a vulvite encontrada (BALL; MCCAUGHEY,

1982).

Lesbes ulcerativas da vulva como descrevem alguns autores nao foram
observadas nos animais, € nao houve por esta razdo a possibilidade de correlacéo
com a presenca de micoplasmoses durante o trabalho. Acredita-se que lesdes
ulcerativas na vulvovaginite apareceria em uma fase mais evoluida da doenga em
que apods a eclosdo de vesiculas, formaria no mesmo local este tipo de alteracao.
Estudos histopatoldgicos das diversas fases da vulvovaginite seria interessante para
avaliar estas diversas lesdes e o prognéstico da enfermidade dependendo da fase

da doenga (JONES et al., 1983). Assim como alguns autores encontrou-se nesta
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pesquisa em alguns casos a associagao entre Micoplasma spp. e Ureaplasma spp.
em ovelhas acometidos por doengas associadas a vulvovaginite (BALL;
MCCAUGHEY, 1982; COTTEW; LLOYD; PARSONSON, 1974; DOIG; RUHNKE,
1977; TRICHARD et al., 1993), ndo foi possivel a avaliagdo estatistica deste grupo
por ser um numero insuficiente e por dificuldade de identificacdo destas amostras

devido as técnica diagnosticas utilizadas.

Nao foi possivel avaliar a fase do ciclo estral em que a vulvovaginite era mais
prevalente devido as dificuldades de transporte e acompanhamento diario dos
animais para assim comparar os resultados da pesquisa com os achados de alguns
autores, que relataram que a ocorréncia de vulvovaginite esta presente antes do cio
(MCCAUGHEY:; BALL, 1995), durante a estacao de monta (JONES et al., 1983;
ROBERTS; BOLTON, 1945) e ap6s o parto (COTTEW; LLOYD; PARSONSON,

1974; JONES et al., 1983).

Ao avaliar-se as perdas reprodutivas dos animais acometidos por vulvovaginite
com ou sem a presenca de micoplasmoses, nao se encontrou nenhuma correlacéao
com as perdas na producdo dos animais avaliados. Discorda-se entdo com os
resultados e citagbes de muitos autores, pois nesta pesquisa segundo o relato dos
tratadores todos os animais avaliados ndo possuiam relatos de aborto ou
infertilidade  frequentes (BALL; MCCAUGHEY, 1982; COTTEW; LLOYD;
PARSONSON, 1974; DOIG; RUHNKE, 1977; JONES et al., 1983; LIVINGSTONE
JUNIOR; GAUER, 1983; SINGH; RAJYAN; MOHANTY, 1974; TRICHARD et al.,

1993).

Estudos sobre a importancia das micoplasmoses e suas diferentes espécies ja
conhecidas ainda devem ser realizadas no Brasil. Esta pesquisa é pioneira neste

aspecto, pois ainda nao se sabe da problematica deste microorganismo e da sua
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ocorréncia em diversas regides. Apos este estudo inicial deve-se continuar as
pesquisas para elaborar metodologias de identificagdo de espécies compativeis com
0s nossos laboratorios no Brasil, que ainda apresentam muitas dificuldades
financeiras para a padronizacdo destas técnicas. Com o advento do Programa
Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos o Ministério da Agricultura deve
preocupar-se agora em auxiliar os laboratérios existentes quanto a estes problemas
reais promovendo assim um avango tecnolégico na area de controle de doencgas
nesta espécie animal. Durante a pesquisa nenhuma situacdo alarmante foi
encontrada na regido de Piedade como abortos em massa ocorridos na Africa do Sul
em animais da raca Dorper citados na literatura e causada por uma espécie que
ainda nao foi identificada no Brasil. Pode-se salientar entdo, que apesar dos
achados desta pesquisa, e ao comparar com os resultados de Livingston Junior e
Gauer, (1983) nota-se que ha discordancias no mesmo trabalho, pois sendo isolado
0 microorganismo estudado na mesma regidao, Texas nos Estados Unidos, em 2
rebanhos eles causaram perdas reprodutivos e outros 2 rebanhos n&do, semelhantes
aos resultados encontrados Ball e McCaughey (1982) e McCaugghey, Ball e Irwin

(1979) na Irlanda do Norte.

Acredita-se que as cepas mais patogénicas ainda nao estdo presentes na
nossa area, fato este que deve-se ser discutido para que a vigilancia epidemioldgica
local tome devidas providéncias no controle da possivel entrada de agentes mais
agressivos (DAMASSA; BROOKS; ADLER, 1983; KINADEMARIAM, 2003; PUGH,

2005; RODRIGUEZ et al., 1995; TRICHARD et al., 1993).

Os resultados da pesquisa prova e concorda com o relato de alguns autores e
principalmente com Livingston Junior e Gauer, (1983) onde os animais com

isolamento ou que foi detectado micoplasmoses no trato genital tanto de ovelhas
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com problemas reprodutivos como de rebanhos aparentemente normais néo houve a
possibilidade de se estabelecer uma correlagdo positiva com o papel etioldgico
desse microorganismo com a presenga de disturbios reprodutivos (COTTEW,;
LLOYD; PARSONSON, 1974; LIVINGSTONE JUNIOR; GAUER, 1983; KAPOOR,;

SINGH; PATHAK, 1984; NICHOLAS et al., 1999).

A avaliagdo das manifestacdes causadas pelas micoplasmoses em ovinos nao
permitiu concluir qual o tipo de lesdo causada por este género, havendo relatos de
varias alteracdes também em outras espécies na literatura como o de Rana, Gupta e
Banga (1993), que inocularam experimentalmente Mycoplasma sorogrupo 11 e
observaram lesGes severas de vulvovaginite granular, caracterizada pela presenca
de nodulos brancos e edema de mucosa vaginal, cervicite linfatica, endometrite e
leve ooforite apds exames clinicos e histolégicos, concluindo que ele foi patoldgico

para o trato genital caprino.

Durante a pesquisa nao foi realizado a inoculagdo experimental de amostras
positivas para avaliagcdo da possivel reinfecgdo e patogenicidade das cepas
encontradas. Uma nova pesquisa deve ser realizada para avaliar o grau de
patogenicidade e infectividade destas cepas encontradas. Trabalhos referidos na
literatura sugestionam em diversos paises o0 envolvimento de algumas cepas com
disturbios reprodutivos como na Australia, Inglaterra e Estados Unidos por exemplo,
sendo que nestes paises a reinfeccdo por Mycoplasma 2D e MmmLC néo
reproduziram completamente a doenca, apesar de existirem apenas fortes
evidéncias que sugestionam o envolvimento desta espécie com surtos de
vulvovaginite (COTTEW; LLOYD; PARSONSON, 1974; JONES, 1983;
LIVINGSTONE JUNIOR; GAUER, 1983). Outra espécie citada na literatura como

possivel agente da vulvovaginite granular expontédnea € a Mycoplasma agalactiae
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(GIL et al., 2003; PUGH, 2005; SINGH; RAJYA; MOHANTY, 1974). Nos achados
também evidenciou-se a presenca de lesdes caracteristicas de granulos do tamanho
de “cabeca de alfinete” amarelo-esbraquicado e translucido dispostos de forma linear
proximo ao clitéris, hiperemia de mucosa e edema além da presenca de exsudato
purulento (SINGH; RAJYA; MOHANTY, 1974,1975), mas nao houve a possibilidade
de correlacionar estas manifestacbes com a presenca desta mesma espécie e
mesmo outras micoplasmoses. Durante a nossa pesquisa houve a possibilidade de
encontrar o0 microorganismo no sémen dos animais que conviviam com as fémeas
infectadas. Provou-se também que um macho sabidamente positivo infectou uma
fémea negativa através da monta natural. Este achado foi realizado apds a leitura,
de uma placa de meio semeada com muco vaginal de uma fémea que acabava de
ter sido coberta e que apresentava crescimento de Ureaplasma spp. Apos avaliagao
do sémen deste animal também foi observado mudancas na qualidade seminal
como foi observado por Ak et al., (1995) e Livingstone Junior e Gauer, 1982, e néo

observado por Gregory et al., informagao verbal, 2005.

O nosso achado de Ureaplasma spp. no sémen de fémeas cobertas por
animais infectados coloca o Brasil entre os paises em que a doencga ja foi relatada
como citam alguns autores (BALL; MCCAUGHEY, 1982; DOIG; RUHNKE, 1977;
GREGORY et al., 2004; JONES et al, 1983; MCCAUGHEY; BALL, 1981;
MCCAUGHEY; BALL; IRWIN, 1979). Durante a pesquisa ndo houve nenhuma
correlagao entre a presenca de Ureaplasma spp. e alteragcbes do trato genital de
ovinos concordando com alguns autores (JONES; RAE, 1979; LIVINGSTONE
JUNIOR; GAUER, 1975; MCCAUGHEY; BALL, 1981; MCCAUGHEY; BALL; IRWIN,
1979). Alguns relatos acreditam que varios sorotipos tem se demonstrado associado

com doengas de ovinos (COTTEW,; LLOYD; PARSONSON, 1974; LIVINGSTONE
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JUNIOR; GAUER, 1982) nao foi possivel nesta pesquisa avaliar o sorotipo do
isolado em questdo, por acreditar ser uma nova espécie. Por esta razdo pode-se
sugerir que talvez o Ureaplasma isolado nao esteja relacionada com nenhuma cepa

patogénica (JONES; RAE, 1979).

Devido a dificuldade de identificar os diferentes sorotipos existentes nao foi
possivel avaliar o sorotipo do Ureaplasma spp. em questdo com possiveis
problemas de fertilidade como pesquisou Livingston Junior e Gauer, (1978) talvez
como estes autores encontraram 9 sorotipos diferentes e acreditando que o sorotipo
IX esteja relacionado com os casos de infertilidade, o sorotipo encontrado
provavelmente ndo tenha sido o sorotipo |IX pois ndo houve nenhuma correlacdo no
trabalho com a presenga do microorganismo e casos de alteragdes no trato
reprodutivo. De acordo com alguns estudos acredita-se que imunidade em animais
adultos pode ser um fator fundamental na persisténcia do microorganismo no trato
genital, estes estudos relatam que fémeas virgens poderiam ser mais predispostas a
apresentaram a infeccao, fato ndo correspondente com os achados desta pesquisa,
em que encontrou-se correlacdo nenhuma entre animais jovens e adultos e a
presenca de micoplasmoses (BALL; MCCAUGHEY, 1982; BALL; MCCAUGHEY;

IRWIN, 1984).

Trabalhos demonstrando a transmiss&o venérea estdo de acordos com os
resultados desta pesquisa (BALL; MCCAUGHEY; IRWIN, 1984) ao contrario com
outros relatos de achados de morte neonatal devido nascimento de cordeiros fracos,
repeticdo de cio, perdas reprodutivas na concepgao, durante as fases iniciais da
prenhes e interferéncia no desenvolvimento normal do feto (LIVINGSTONE JUNIOR,;

GAUER, 1982) placentite sem o abortamento em surtos da doenca (PUGH, 2005)
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estdo discordantes desta pesquisa que n&o encontrou nenhum destes achados

acima relacionados durante em dois anos de observagao na regiao de Piedade.

De acordo com os resultados estabelecidos nesta pesquisa sobre a localizagao
das lesbes provocada pelos micoplasmas ha uma correlacdo positiva com os
achados de McCaughey e Ball (1981) que observaram uma significante incidéncia

de isolamentos de ureaplasma na regiao vestibular da vulva.

A variavel idade foi estudada nesta pesquisa onde os grupos foram separados
entre jovens e adultos, estudos mostraram que a infecgdo ocorre mais
frequentemente em ovelhas velhas, eles acham que nelas permanecem como
portadores por longos periodos apds a infecgao primaria, esta afirmacgéao nao esta de
acordo com esta pesquisa que nao notou influéncia da idade entre os animais
infectados ou ndo (LANGFORD, 1975; MCCAUGHEY; BALL, 1981). Nao ha
nenhuma evidéncia em que os animais sejam reinfectados devido a infecgao
perianal das fémeas sem a presenca do macho, fato relatados por McCaughey e
Ball, (1983), de acordo com os resultados e as observagdes a transmissao através
da monta por machos infectados seriam a maior fonte de reinfecgao das fémeas do

rebanho.

Alguns autores citam que o aumento de isolados de ureaplasma em um
rebanho esta relacionado com fases de estresse que o animal € submetido como,
estresse fisico, tratamentos de sincronizacido de cio e parto, este fato nao pode ser
avaliado por este estudo devido ao sistema de criacdo submetidos nas fazendas
visitadas serem um sistema extensivo com monta natural o ano inteiro e sem
tratamento de sincronizagdo (LIVINGSTONE JUNIOR; GAUER, 1982,
MCCAUGHEY; BALL, 1979). As alteragdes encontradas por McCaughey e Ball

(1985) onde relacionaram o estro com a maior incidéncia de alteragbes vulvares, nao
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foi possivel realizar esta observagdo nesta pesquisa devido ao grupo de animais
sorteados para este estudo estarem em diversas fases do ciclo, mesmo assim
através das observacgoes realizadas por este autor de que a diferenga entre o edema
e eritema vulvar entre animais infectados e nao infectados embora estatisticamente
significante ainda nédo é fator marcante para o diagndstico da vulvovaginite por

ureaplasma.

No caso do Acholeplasma laidwaii apesar uma amostras apresentar-se
positivas, ndo houve evidéncia de que este microorganismo fosse causador das
possiveis lesdes encontradas e concorda-se com a literatura que a sua patogenia
ainda nao é definitivamente confirmada. Ha relatos como Tiwana e Singh (1982) que
também isolaram Acholeplasma oculi de material obtido do canal vulvovaginal e
utero e encontraram 22 ovelhas com lesdes de vulvovaginite s6 que néao fizeram
uma comparagao com animais normais para avaliar se o0 agente primario realmente
eram 0s micoplasmas. Ha ainda muita controvérsia entre as opinides dos
pesquisadores que acreditam que algumas cepas de Acholeplasma spp. (GUPTA et
al., 1990; JONES et al., 1983) sejam patogénicas, este fato ndo esta de acordo com
os resultados desta pesquisa concordando com Kapoor, Singh e Pathak (1984) e

Jones e Rae (1979).
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7 CONCLUSOES

1- O método de colheita de muco vulvovaginal ovino por meio de zaragatoas, mostrou-
se satisfatorio para o cultivo de micoplasmas e ureaplasmas e na obtencdo do DNA

para a realizacdo da PCR dos micoplasmas;

2 - A PCR realizada com primers genéricos foi importante para se realizar uma triagem
nas amostras clinicas para posterior identificagcdo, mostrando ser uma metodologia

sensivel.

3 - Foi obtido o isolamento e a detecgao de Mycoplasma spp, Ureaplasma spp. e

Acholeplasma laidlawii em porcentagem das amostras analisadas.

Tabela 28 - Porcentagem de animais positivos nas 60 amostras de zaragatoa
vulvovaginal, segundo a técnica diagnéstica utilizada. S&o Paulo, 2005

Técnica Micoplasma % (N° de animais/Total de animais)

Diagnéstico

PCR Micoplasma genérico 75% (40/60)
Isolamento Mycoplasma spp. 8,3% (5/60)

PCR Ureaplasma spp. 66,7%(40/60)
Isolamento Ureaplasma spp. 11,7% (7/60)

PCR Acholeplasma laidwaii 1,7% (1/60)
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4 - Foi isolado pela primeira vez no Brasil Micoplasma spp. em vagina de ovinos.

5 - Foi isolado pela primeira vez no Brasil Ureaplasma spp. em vagina de ovinos.

6 - Foi detectado pela primeira vez no Brasil Acholeplasma ladlwaii em vagina de

ovinos.

7 — Nao foi comprovada a associacdo de micoplasmas com a presenca de alteracdes no

trato reprodutivo de fémeas ovinas na regido de Piedade.

8 — Foi comprovada a infeccdo da fémea ovina através de monta natural por um macho

infectado, provando que a principal fonte de infecgao dos animais é através do coito.

9 - Durante o estudo houve crescimento em meio Ug de colénias de Ureaplasma spp. €
Micoplasma spp.. Pela primeira vez no mundo houve o crescimento neste meio dos dois

microorganismos associados.
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