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Envolvimento de micoplasmas em vacas com disturbios reprodutivos

Mycoplasmas involvement in cows with reproductive disorders

Maria da Graca Fichel do Nascimento’, Flora Helena de Freitas D’Angelis?,
Elmiro Rosendo do Nascimento® & Osvaldo de Almeida Resende*

RESUMO

Microrganismos pertencentes ao género Mycoplasma tém sido isolados do trato genital e de s€mem bovino,
podendo expressar patogenicidade ou ndo. O objetivo deste estudo foi verificar a presenca de Mycoplasma spp., € comparar
com o diagndstico de trés importantes doengas da reproducio, em 14 vacas que apresentavam distirbios reprodutivos. Fo-
ram coletadas amostras de muco vaginal de cada animal, usando-se solu¢do salina tamponada a 0,85% para as coletas,
transferindo-se aliquotas simultaneamente para o meio de Hayflick modificado, para isolamento de Mycoplasma spp., €
para o meio de Lactopep para diagndstico da Tricomonose bovina. Também foram coletadas amostras para pesquisa de anti-
corpos: de muco vaginal em tampao de gaze para a prova de muco aglutinagdo lenta, para o diagnéstico de Campilobacteriose
e amostras de sangue para o teste de soroaglutinaco em placa, para o diagndstico de Brucelose. Das 14 amostras examina-
das, oito (57,1%) foram positivas para Mycoplasma spp., e todas (100%) foram negativas para Brucelose, Tricomonose e
Campilobacteriose, principais doengas da reproducio, registrando-se a ocorréncia de microrganismos do género Mycoplasma
no trato genital de vacas com problemas reprodutivos, sugerindo-se seus envolvimentos como patégenos.

Descritores: Mycoplasma, bovino, trato genital, infertilidade.

ABSTRACT

Microorganisms of the genus Mycoplasma have been isolated from the genital tract and from semen of bovine,
and they can be pathogenic or not. The objective of this study was to verify the presence of Mycoplasma spp., and to compare
with the diagnosis of other three important reproductive diseases, in 14 cows with history of reproductive disorders. Vaginal
mucus samples were collected from each animal by using buffer saline solution at 0.85%, followed by the transferring of ali-
quots, simultaneously, to the modified Hayflick medium, for Mycoplasma isolation, and to Lactopep medium, for the diag-
nosis of Bovine Tricomoniasis. Additionally, samples were also collected for immunodiagnosis: from vaginal mucus, col-
lected in a gauze buffer, for the lent mucus agglutination test, for the diagnosis of Campylobacteriosis, and blood samples for
the standard plate agglutination test, for the diagnosis of Brucellosis. From the 14 samples examined, eight (57.1%) were
positive for Mycoplasma spp., and all of them (100%) were negative to Brucellosis, Tricomoniasis and Campilobacteriosis.
These results acknowledge the occurrence of microorganisms of the genus of Mycoplasma in the genital tract of cows with
reproductive problems, in Brazil, suggesting their pathogenic involvement.
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INTRODUCAO

As doengas genitais em bovinos contribuem
sensivelmente para a diminui¢do da producio de leite
e carne, sendo ainda os agentes infecciosos responsa-
veis por sérios problemas na reproducdo, produzindo
abortos e, conseqiientemente, infertilidade. Microrga-
nismos pertencentes ao género Mycoplasma sdao apon-
tados como responsaveis por diversas patogenias geni-
tais de bovinos, podendo levar a repeticdo de cio por
impedimento da fertilizacdo ou interferéncia no de-
senvolvimento inicial do embrido [5,10,14,18,21-23].
A transmissdo venérea pode ocorrer principalmente nos
casos em que M. bovis, M. canadense e M. bovigenita-
lium estejam envolvidos [6,18,20,21]. Além disso, vulvo-
vaginite granular j4 foi produzida em novilhas livres de
doencas através de inoculag@o experimental de M. bovi-
genitalium, comprovando sua patogenicidade nos distur-
bios reprodutivos [22].

Embora existam alguns relatos de doencas re-
produtivas bovinas causadas experimentalmente por
certas espécies de Mycoplasma além de vdrios relatos
de isolamento, em outros paises [1,3,5-8,11,18-20,22,
23,25,27], no Brasil existem poucos trabalhos sobre o
envolvimento de micoplasmas em trato reprodutivo bo-
vino [4,14-17,24]. Nascimento et al. [16] isolaram pela
primeira vez no Brasil, cepas de M. bovirhinis, de muco
vaginal de novilhas com vulvovaginite granular. Adi-
cionalmente, também foram isolados micoplasmas de
touros procedentes de rebanho com problemas repro-
dutivos [15].

Neste trabalho, verificou-se a presenca de orga-
nismos do género Mycoplasma no trato genital de va-
cas com problemas reprodutivos, adaptando-se para seu

Tabela 1. Positividade para Mycoplasma spp. em amostras de muco vagi-
nal de 14 fémeas bovinas, por tipo de distirbio reprodutivo, de uma

propriedade localizada no Estado de Minas Gerais.

diagnéstico um método de coleta usado para Tricomo-
nose, e comparou-se (ou se estabeleceu comparacdo)
com os diagnésticos de Tricomonose, Campilobacte-
riose e Brucelose.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de muco vaginal foram coletadas de
14 vacas mestigas de Charolé€s com Nelore. Os ani-
mais apresentavam diversos sinais clinicos de patolo-
gias reprodutivas (Tabela 1).

Para a coleta de material, adaptou-se o uso de
solucdo salina tamponada a 0,85%, transferindo-se ali-
quotas simultaneamente para o isolamento de Myco-
plasma spp., para meio liquido de Hayflick [20], usa-
do para transporte e cultivo, e para o meio de Lactopep,
conforme preconizado, para diagndstico de Tricomo-
nose bovina, segundo técnica empregada por Mello &
Guida (1954), apud Lopes [12].

Amostras de muco vaginal foram também cole-
tadas para diagndstico de Campilobacteriose, pelo mé-
todo de mucoaglutinacdo lenta [9] além de amostras de
sangue para exames de Brucelose, pelo método da so-
roaglutinagio rapida em placa, segundo normas do Mi-
nistério da Agricultura [2]. Com excecdo das amostras
de sangue, as demais amostras coletadas foram acondi-
cionadas em caixa térmica com gélo, até a chegada ao
laboratério, onde as amostras de muco vaginal, acondi-
cionadas em meio liquido de Hayflick, foram inocu-
ladas em meios sélido (placas) e liquido (tubos com
tampa) de Hayflick.

Os cultivos em placa foram incubados em mi-
croaerofilia, a 37°C, utilizando-se jarra com vela acesa,
até aproximadamente 10 dias, sendo examinadas a cada
dois dias, em microscépio estereoscopico,
para visualizacio de col6nias em forma de
“ovo frito”. Todos os cultivos seguiram os
procedimentos adotados para isolamento

Disttirbio Fémeas Diagnosticadas™*

Reprodutivo

Positivas N° (%) Negativas N° (%)

Total de Fémeas

de micoplasmas [21,26].
As proporcdes de resultados po-

Ausente 1(7,14) 1(7,14)
Natimorto 3 (21,43) 2 (14,29)
Aborto 2 (14,29) 3 (21,43)
VVD/Aborto* 1(7,14) 0 (0,00)
VVD 1(7,14) 0 (0,00)
Total 8 (57,14) 6 (42,86)

sitivos e negativos para micoplasma, por

2

s tipo de distirbio, foram comparadas pelo
teste de Qui-quadrado, com intervalo de

° confianca de 95% [13].

1

; RESULTADOS

14 Os resultados para os exames de

“Presencga de corrimento mucopurulento discreto, Mycoplasma posteriormente identifi-
cado como M. bovis. VVD: Vulvovaginite Discreta. *¢?> com P<0,0045.

Brucelose, Campilobacteriose e Tricomo-
nose foram todos negativos, o que exclui
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a possibilidade de uma dessas enfermidades ter sido
responsédvel pelos disttirbios reprodutivos que os ani-
mais apresentavam (Tabela 1). Entretanto, das 14 amos-
tras de muco vaginal, 57,15% (8/14) foram positivas
para o isolamento de Mycoplasma spp., sendo somente
7,15% (1/4) sem distirbios reprodutivos. Inicialmente,
os micoplasmas caracterizaram-se pela formacio de
colonias tipicas em forma de “ovo frito” e confirmadas
posteriormente pela coloracdo de Dienes, sendo uma
delas classificada como M. bovis (Tabela 1). Quatro das
14 cepas ndo fermentaram glicose, mas hidrolizaram
arginina, caracterizando a existéncia de mais de uma
espécie de Mycoplasma.

DISCUSSAO

A taxa de ocorréncia de micoplasma de 57,15%,
obtida nesse estudo, foi muito superior aquelas descri-
tas em outros paises [3,11] representadas, respectiva-
mente, por 11,0% e 21,0%, o que nos leva a crer que o
método de coleta empregado é bastante promissor.

Das cinco vacas que abortaram, duas foram po-
sitivas para o isolamento do Mycoplasma spp. (Tabela
1), o que sugere o possivel envolvimento desta bacté-
ria em aborto bovino. Dados semelhantes foram rela-
tados anteriormente de genitdlia de fémeas bovinas, bem
como de fetos abortados e de placenta [11,25]. Pode-
se observar que os dois animais com vulvovaginite dis-
creta foram positivos para micoplasma (Tabela 1), o que
reforca a hipétese do possivel envolvimento de Myco-
plasma nas patologias reprodutivas bovina. Adicional-
mente, embora ndo fosse o objetivo deste estudo, classi-
ficou-se um dos isolados, amostra obtida de vaca com
vulvovaginite e que havia abortado, como Mycoplasma
bovis (M.bovis), cuja patogenicidade genital e/ou repro-
dutiva ja € bastante conhecida [11,25].

Pelo teste de Qui-quadrado, houve diferengas
estatisticamente significativas (p<0,0045) entre as pro-
por¢des de resultados positivos e negativos, por tipo
de disttirbio reprodutivo, sendo a maior diferenca para
VVD e VVD/Aborto.

De acordo com os resultados desse estudo (Ta-
bela 1), pode-se verificar adicionalmente, que a técni-
ca utilizada para a coleta de amostras de muco vaginal
em solucdo salina tamponada, adaptada para o diagnds-
tico de isolamento de Mycoplasma, foi eficiente, poden-
do portanto, ser recomendada para o isolamento desse
microrganismo de fémeas bovinas.

Sabe-se que a presenca de microrganismos pa-
togénicos introduzidos pela transferéncia de embrides,
ou outros métodos (inseminacdo artificial), resulta em
infec¢des no trato reprodutivo e conseqiientemente in-
fertilidade [8]. A presenca de micoplasmas no apare-
lho genital de fémeas bovinas pode repercutir em doen-
cas genitais, e esses animais podem transmitir esse mi-
crorganismo a outros animais e causar infertilidade. A
maioria dos estudos envolvendo isolamento e/ou pato-
genicidade de Mycoplasma spp. de trato reprodutivo
bovino, por infec¢cdo natural ou experimental, foi rea-
lizada na década de 90 e nenhum deles procurou rela-
cionar o distirbio encontrado com a presenca de ou-
tras enfermidades correlatas.

No presente trabalho, o diagndstico positivo
de Mycoplasma spp. através de isolamento, do trato ge-
nital de vacas com problemas reprodutivos e com diag-
ndstico negativo para Tricomonose, Campilobacteriose
e Brucelose, tornou-se um fato altamente sugestivo da
patogenicidade dos micoplasmas isolados. Além disso,
a presenca de M. bovis em animal com disttirbio repro-
dutivo confirma as suspeitas de envolvimento de Myco-
plasma e sua patogenicidade. A Micoplasmologia, por
ser uma area de dedicagdo praticamente exclusiva,
bastante complexa e demandar muito trabalho laborato-
rial, talvez justifique a caréncia de estudos semelhantes,
que envolvam diagndstico conjunto de micoplasmose
e outras enfermidades reprodutivas, os quais ndo foram
encontrados na literatura, embora mere¢cam ser condu-
zidos. Adicionalmente, o diagnéstico de Mycoplasma
spp. de bovinos, por isolamento, € bem mais dificil do
que o de outras espécies animais, por existir cepas cujo
crescimento em meio liquido é quase imperceptivel.

CONCLUSAO

Os sinais clinicos observados, somados aos re-
sultados positivos de isolamento de Mycoplasma spp.,
sendo um deles M. bovis, e a auséncia de outros patd-
genos pesquisados, quer pela tentativa de isolamento
ou imunodiagnéstico, sdo altamente sugestivos do envol-
vimento dos micoplasmas, em distirbios reprodutivos
em bovinos. Desta forma, recomenda-se o diagnésti-
co das micoplasmoses na etiolopatogenia das enfermi-
dades reprodutivas bovinas, incluindo outras doencas
ndo contempladas no presente estudo.
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