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VOLTARELLI, Daniele Cristina. Diagnéstico etiolégico molecular de infecgoes
genitais em fémeas bovinas ocasionadas por Mollicutes dos géneros
Mycoplasma e Ureaplasma. 2014. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal;
Area de Concentragdo: Sanidade Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2014.

RESUMO

A vulvovaginite granular (VVG) é uma infecgao caracterizada pela presenca de
secrecédo, granulagdes e vesiculas nas mucosas vaginal e vulvar descrita em fémeas
bovinas de varias partes do mundo. Bactérias dos géneros Mycoplasma spp. e
Ureaplasma diversum, que se caracterizam por serem fastidiosos e de dificil
diagndstico, sao frequentemente descritos como os principais agentes etiolégicos
envolvidos nessa infecgdo. O objetivo deste estudo foi desenvolver um sistema de
diagndstico molecular, constituido por uma PCR genérica seguida de uma nested-
PCR, para a identificacdo de espécies bacterianas da classe Mollicutes em material
bioldgico proveniente de animais com VVG. Para a PCR genérica foram desenhados
primers consensuais degenerados (MolliFw1 / MolliRv1) tendo como alvo uma regiao
conservada denominada espacgo intergénico (ITS) e parte dos genes ribossomais
16S e 23S do genoma dos Mollicutes. Posteriormente, foram desenhados primers
internos para reacdes individuais de nested-PCR especifica para as espécies de M.
bovis (MybovisFw2 / MybovisRv2), M. bovigenitalium (MygenitFw3 / MygenitRv3) e
U. diversum (UdivFw4 / UdivRv4). Para determinar a especificidade dos primers os
produtos amplificados por meio de nested-PCR foram submetidos ao
sequenciamento e analise da sequéncia de nucleotideos. O sistema de diagndstico
desenvolvido foi ainda avaliado frente a 31 amostras de swabs vaginais colhidos de
vacas com vulvovaginite clinica, provenientes de trés rebanhos sendo dois de corte
dos estados de Minas Gerais (n=12) e Mato Grosso do Sul (n=11) e um leiteiro do
estado do Parana (n=8). Todas as 31 amostras foram previamente avaliadas quanto
a presenca de herpesvirus bovino - 1 por meio de semi nested-PCR e foram
negativas. Em 87,1% (27/31) das amostras avaliadas foram identificados pelo menos
um dos micro-organismos investigados. Infecgdes singulares e mistas ocorreram em
54,8% (17/31) e 32,2% (10/31) das amostras, respectivamente. U. diversum foi
identificado em 83,8% (26/31) e o M. bovigenitalium em 35,4% (11/31) das amostras
analisadas. Nenhum dos trés rebanhos bovinos incluidos no estudo apresentou
infeccdo singular por M. bovis. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem a
importancia de U. diversum e do M. bovigenitalium na etiologia da VVG. As taxas de
positividade para Mycoplasma spp. e U. diversum obtidas foram semelhantes e/ou
superiores aos resultados apresentados em estudos que incluiram como métodos de
diagnostico técnicas de cultivo bacteriolégico e também reagdes moleculares como
PCR e nested-PCR. O sistema molecular de diagndéstico de infecgdes genitais em
fémeas bovinas ocasionadas por bactérias da classe Mollicutes revelou-se como
uma alternativa viavel, rapida, sensivel e especifica para o diagndstico de M. bovis,
M. bovigenitalium e U. diversum a partir de material biolégico. O diagndstico precoce
dos trés principais patdégenos bacterianos envolvidos em infeccbes genitais em
vacas com VVG é de grande importancia, pois possibilita a implantacdo de medidas
de tratamento, controle e profilaxia mais rapidas e efetivas das infecgoes.

Palavras-chave: Vacas. Vulvovaginite granular. PCR genérica. Nested-PCR.



VOLTARELLI, Daniele Cristina. Molecular etiological diagnosis of genital
infections in cows by Mollicutes of the genera Mycoplasma and Ureaplasma.
2014. 76 f. Dissertation (Master Degree in Animal Science) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

Granular vulvovaginitis (GVV) is an infection characterized by the presence of vaginal
granular discharge, and vesicles in vaginal and vulvar mucosa described in cows
worldwide. Bacteria of the genera Mycoplasma spp. and Ureaplasma diversum are
characterized by being fastidious and difficult to diagnose are frequently described as
the main etiological agents involved in this infection. The objective of this study was
to develop a molecular diagnostic method, consisting of a generic PCR followed by a
nested-PCR for identification of bacterial species of the Mollicutes class in biological
material obtained from animals with GVV. Degenerate primers were designed for
generic consensus PCR (MolliFw1 / MolliRv1) targeting the conserved intergenic
spacer region denominated ITS and part of the 16S and 23S ribosomal genes of
Mollicutes. Subsequently, internal primers were designed for individual nested-PCR
reactions specific for the M. bovis (MybovisFw2 / MybovisRv2), M. bovigenitalium
(MygenitFw3 / MygenitRv3) and U. diversum (UdivFw4 / UdivRv4) species. To
determine the specificity of the primers, the nested-PCR amplified products were
subjected to sequencing and nucleotides sequence analysis. The diagnostic system
developed was used to screening of 31 vaginal swabs collected from cows with
clinical vulvovaginitis from three herds; two beef herds in Minas Gerais (n=12) and
Mato Grosso do Sul (n=11) and one dairy herd of Parana (n=8) state. All 31 samples
were negative for the presence of bovine herpesvirus - 1 by semi nested-PCR. At
least one of the microorganisms investigated was present in 87.1% (27/31) samples.
Single and mixed infections occurred in 54.8% (17/31) and 32.2% (10/31) of sample,
respectively. U. diversum was identified in 83,8% (26/31) and M. bovigenitalium in
35.4% (11/31) of samples. None of the three herds included in the study showed M.
bovis single infection. The results of this study suggest the importance of U. diversum
and M. bovigenitalium in the etiology of GVV. The positivity rates for Mycoplasma
spp. and U. diversum reported here were similar or higher than the results of
previous studies usin diagnostic methods such as bacterial culture and molecular
techniques including PCR and nested-PCR. The molecular tools for diagnosis of
genital infections in cows caused by bacteria of the class Mollicutes revealed itself as
a reliable, rapid, sensitive and specific alternative for the diagnosis of M. bovis, M.
bovigenitalium and U. diversum from biological material. Early diagnosis of the three
major bacterial pathogens involved in genital infections in cows with GVV is of major
importance, because it enables the implementation of more effective measures of
treatment, control and prophylaxis of infections.

Key Words: Cow. Granular vulvovaginits. Genenic PCR. Nested-PCR.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUGAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo,
estimado em mais de 200 milhdes de animais, sendo superado apenas pela india,
onde, em fungcdo de aspectos culturais, a produgdo de carne nao assume
importancia comercial significativa (USDA, 2014). A pecuaria representa um dos
principais setores do agronegdcio brasileiro. Tanto na produgdo de carne bovina
quanto de leite, o pais vem apresentando seguidamente taxas recordes de produgao
e exportacdo (IBGE, 2013).

De acordo com dados do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos da América (USDA, 2014), além de ser o segundo maior produtor de carne
bovina, desde 2004, o Brasil lidera o ranking como o maior exportador de carne
bovina do mundo. Embora em indices menores, a pecuaria leiteira exibe potencial de
expansao, pois anualmente, apresenta aumentos consideraveis na produgao. Esses
dados expressivos da pecuaria bovina evidenciam a importancia econémica e social
da bovinocultura no Brasil.

O desempenho reprodutivo dos animais constitui-se num dos fatores
de maior importancia que afeta a eficiéncia e a produtividade da pecuaria bovina
(FORNI; ALBUQUERQUE, 2006; NEVES et al., 2010). Para a obtencao de padrbes
ideais de eficiéncia reprodutiva é preciso que ocorra perfeita interagao entre fatores
fisioldgicos, genéticos, nutricionais, ambientais e sanitarios (CORREA et al., 2000;
DOBSON et al., 2007; SARTORI; DODE, 2008).

Diversas biotecnologias direcionadas a reprodugao animal tém sido
desenvolvidas e aprimoradas no sentido de aumentar a eficiéncia reprodutiva e,
consequentemente, maximizar a produgcdo de animais geneticamente superiores.
Dentre as principais biotécnicas adotadas no Brasil destacam-se a Inseminagao
Artificial (IA), Transferéncia de Embrides (TE), Fecundagdo In Vitro (FIV) e o
desenvolvimento de farmacos e protocolos cada vez mais eficientes para a
sincronizagao de cio como, por exemplo, a Inseminagao Artificial em Tempo Fixo
(IATF). Infecgbes no trato reprodutivo e/ou genital de fémeas e machos podem

comprometer negativamente as taxas e parametros utilizados para aferir a eficiéncia
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reprodutiva de rebanhos bovinos que adotam biotécnicas da reproducao (BOLS et
al., 1997; AX et al., 2000; SENEDA et al., 2002).

Muitos problemas reprodutivos sao causados por diferentes classes
de micro-organismos como bactérias, virus, fungos, protozoarios e também por
micotoxinas que, de forma direta ou até mesmo indireta, comprometem o trato
reprodutivo de fémeas e machos (NASCIMENTO; SANTOS, 2008).

As principais infecgcdes do trato reprodutivo bovino ocorrem por via
hematdgena ou entdo pela via ascendente, por contiguidade de infecgbes genitais.
Em vacas as infecgdes de origem hematdgena comprometem diretamente o
concepto, enquanto que as infecgdes por via ascendente comprometem outras
estruturas como cérvix e utero ocasionando cervicite e endometrite, tornando o
ambiente uterino inadequado para a manutengao e desenvolvimento embrionario
(NASCIMENTO; SANTOS, 2008).

As consequéncias mais comuns das infecgdes no trato reprodutivo
de fémeas bovinas sdo disturbios na ovulagdo, infertiidade e mortalidade
embrionaria, fetal e perinatal (GIVENS; MARLEY, 2008; NASCIMENTO; SANTOS,
2008). Sinais de falhas reprodutivas em um rebanho podem também ser atribuidos a
causas nao infecciosas, como anormalidades genéticas, intoxicagdes e traumas
fisicos, além de causas nutricionais (GIVENS, 2006).

Considerando a importancia econémica da bovinocultura de corte e
leite no Brasil, assim como os prejuizos financeiros ocasionados por disturbios
infecciosos da reprodugao, com o objetivo de garantir maior eficiéncia reprodutiva e,
consequentemente, maior produtividade do rebanho, torna-se necessaria a adogao
de medidas que visem o controle e, principalmente, a profilaxia dos potenciais
patdgenos do trato reprodutivo (GIVENS; MARLEY, 2008; NASCIMENTO et al.,
2010).

Em todo o mundo, e sobretudo no Brasil, as infec¢des sistémicas do
trato reprodutivo bovino sdo pesquisadas com muito mais frequéncia e intensidade
em relacdo as infecgbes genitais que, via-de-regra, sao negligenciadas. Na
sequéncia, serao abordados alguns aspectos etiologicos, clinicos, epidemioldgicos e

de diagnostico de infecgdes genitais em vacas destacando-se as vulvovaginites.
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1.2 VULVOVAGINITE

A vagina e a vulva séo relativamente resistentes as infecgcbes e essa
resisténcia deve-se, principalmente, ao tipo de epitélio (estratificado pavimentoso)
que as reveste, a presenca de acido latico e a imunidade de mucosa com producao
de anticorpos (ACLAND, 1998). As vulvites e vaginites sao processos inflamatorios
caracterizados por hiperemia, presenga de exsudato catarral e histologicamente por
infiltrado  inflamatdrio  linfocitario (NASCIMENTO; SANTOS, 2008). Essas
inflamagdes podem ocorrer em consequéncia de situagdes adversas destacando-se:
i) partos distécicos; ii) traumas; iii) causas infecciosas e/ou de transmissao venérea;
iv) causas inespecificas; v) em associagédo a outros processos inflamatoérios do trato
genital como cérvix e utero; vi) causas iatrogénicas (GRUNERT et al., 2005).

Apesar da caracteristica multifatorial das vulvovaginites bovinas
destacam-se ainda aquelas ocasionadas por infecgdes genitais, alguns micro-
organismos podem ser responsaveis diretos por infecgdes da vulva, vestibulo,
vagina e cérvix. Entre os principais agentes etiolégicos de vulvovaginites na espécie
bovina destacam-se o Mycoplasma bovis (M. bovis), Mycoplasma bovigenitalium (M.
bovigenitalium) e Ureaplasma diversum (U. diversum) que sao associados ao quadro
clinico denominado Vulvovaginite Granular (VVG) e o herpesvirus bovino-1 (BoHV-
1), agente etiologico da Vulvovaginite Pustular Infecciosa (Infectious Pustular
Vulvovaginitis — IPV) (GRUNERT et al., 2005).

1.3 VULVOVAGINITE GRANULAR (VVG)

A VVG dos bovinos é a inflamagdo da vagina e da vulva. Na fase
aguda a infeccéo é caracterizada clinicamente por hiperemia da mucosa, secregcao
vulvar mucopurulenta profusa e presenga de granulos elevados de 1 a 2 mm de
diametro, conforme apresentado na figura 1 (ACLAND, 1998). Os nddulos sé&o
visiveis 5 a 7 dias apos a infeccdo. A doencga pode torna-se crénica e as lesdes
desaparecem em aproximadamente trés meses. Cerca de 10% dos animais
infectados podem apresentar vesiculas de 2 a 5 mm na parede dorsal lateral da
vulva. Embora a denominagéo vulvovaginite granular, possa até ser incorreta sob o
ponto de vista anatomopatoldgico, pois sugere um processo inflamatério
granulomatoso, histologicamente os nédulos correspondem a areas de acumulo de
linfocitos e plasmécitos (FOSTER, 2007; SCOTT et al., 2011). Em consequéncia da
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inflamagéo pode ocorrer cervicite, salpingite, endometrite, infertilidade, repeticdo de
cio, morte embrionaria e fetal (DOIG et al., 1980a; GIVENS; MARLEY, 2008;
GHANEM et al., 2013).

Figura 1 — Presencga de vesiculas e hiperemia na parede dorsal lateral da vulva
(setas) de animais com vulvovaginite granular (VVG)

Fonte: Préprio autor

Os episddios clinicos de VVG bem como as suas consequéncias
podem ser facilmente confundidas com IPV que é uma infecgao viral ocasionada por
BoHV-1 (KIRKBRIDE, 1987). A IPV aguda pode se desenvolver no trato genital de
fémeas entre 2 a 4 dias apdés a monta natural ou inseminagao artificial com sémen
contaminado. Clinicamente, os sinais da infec¢do viral sdo observados apds o
periodo de incubagao que varia de 1 a 3 dias e caracterizam-se pelo aparecimento
de hiperemia, corrimento genital, que varia de seromucoso a mucopurulento, e
edemaciagao da vulva. Pequenas pustulas distribuidas na mucosa podem coalescer
formando ulceras recobertas por material fibrinoso que ocupam grande parte da
superficie vulvar (HENZEL et al., 2008). Histologicamente, na IPV observa-se
necrose do epitélio e presencga de corpusculos de inclusdo intranucleares (SCOTT et
al., 2011).

A VVG, ocasionada tanto por M. bovis, M. bovigenitalium quanto por
U. diversum, produz maior volume de material mucopurulento do que a IPV e as
lesdes teciduais sdo mais salientes e produtivas. Entretanto, apenas essas

caracteristicas nao sao suficientes para a realizagdo de diagndstico clinico uma vez
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que é extremamente dificil distinguir a VVG e a IPV apenas com base em sinais
clinicos (KIRKBRIDE, 1987).

1.3.1 Etiopatogenia / Epidemiologia

O cultivo de micoplasma foi descrito pela primeira vez por Edmond
Nocard e Emile Roux em 1898, em tecidos de bovinos com pleuropneumonia e
artrite, assim estes agentes foram denominados “Pleuropneumonia Like Organisms”
(PPLOs). A natureza dos micoplasmas tem representado um desafio na
compreensao da sua biologia, classificagdo e taxonomia. Devido ao seu tamanho
pequeno e capacidade de transpor filtros que bloqueavam a passagem de bactérias,
estes micro-organismos foram considerados virus por muitos anos. No entanto, eles
cresciam em meios de cultura como as bactérias e foram confundidos com as
formas - L - bacterianas até o final dos anos 60 (RAZIN; HAYFLICK, 2010).

A simplicidade estrutural e tamanho pequeno do genoma dos
micoplasmas levou Morowitz e Wallace (1973) a proporem que micoplasmas sdo 0s
organismos mais primitivos existentes e, que devem ser colocados na raiz da arvore
filogenética. Somente com a introducdo de dados obtidos do sequenciamento do
rRNA, Woese et al. (1980), sustentaram a hipétese de que os micoplasmas surgiram
da evolugdo degenerativa de bactérias Gram positivas, mais especificamente dos
clostridios. O nome micoplasma foi utilizado para denominar os micro-organismos da
classe Mollicutes, mas sugeriu-se o uso do termo molicutes como nome trivial, para
designar qualquer micro-organismo dessa classe. O termo micoplasma refere-se
atualmente apenas aos membros do género Mycoplasma (WALKER, 2003).

Os géneros Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. pertencem a
classe Mollicutes, que é composta por cinco ordens, seis familias e 14 géneros.
Varias espécies de Mycoplasma ja foram isoladas de bovinos, ocasionando
infeccbes respiratérias, urogenitais, articulares, mamarias, conjuntivais e
neuroldgicas. Entretanto, M. bovis e M. bovigenitalium sao consideradas patogénicas
para o trato reprodutivo, respiratério e mamario de bovino. No género Ureaplasma
apenas o U. diversum foi isolado de desordens reprodutivas em bovinos
(KIRKBRIDE, 1987; NICOLET, 1996; RAZIN et al., 1998). Os membros da classe

Mollicutes infectam grande variedade de espécies animais e sado considerados
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cosmopolitas podendo ser encontrados como comensais ou patdégenos do trato
respiratorio superior e trato urogenital inferior de bovinos (RAZIN; HAYFLICK, 2010).

Por muito tempo M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum foram
considerados comensais e ndo patogénicos para o trato genital de bovinos.
Posteriormente, esses agentes foram associados a quadros clinicos de VVG e com
isso, assumiram importancia em termos de sanidade animal. (RUHNKE et al., 1978;
DOIG et al., 1979; SANTOS et al., 2013).

Os Mollicutes sdo os menores procariotas de vida livre e
caracterizam-se por serem desprovidos de parede celular, possuirem apenas a
membrana celular com esterdis como unico envoltorio, e serem constituidos por
genoma pequeno, comparado com outras bactérias, e com menor proporgao de C +
G (citosina e guanina). Sao bactérias pleomorficas, variando de esféricas até espiral
e filamentosas. As colbnias tipicas sdao pequenas (0,01 a 1 mm) apresentando
aparéncia caracteristica de “ovo frito” (NEIMARK, 1986; RAZIN, 1992).

Os Mollicutes apresentam resisténcia a substéncias antimicrobianas
que afetam a parede celular e sua sintese, mas sdo sensiveis a compostos que
interferem na sintese protéicas e de acidos nucléicos. Em geral, as bactérias
sobrevivem fora do hospedeiro por periodos substanciais em ambientes umidos e
frios, no entanto, sdo bastante suscetiveis ao calor, a alteracbes de pH e a maioria
dos detergentes e desinfetantes (RAZIN; HAYFLICK, 2010).

Ureaplasmas diferenciam-se de outros Mollicutes por necessitarem
da ureia para o seu crescimento e também por ndo conter acidos graxos em sua
estrutura, apresentam ainda caracteristicas de ndao suportarem alcalinizagao in vitro,
ocasionada pela hidrélise da ureia no meio de cultura. Esta caracteristica € o
principal aspecto responsavel pela dificuldade no desenvolvimento e evolugdo dos
estudos com relacao a esse género de Mollicutes. O U. diversum é sub-classificado
como grupo A, B ou C, por apresentar heterogeneidade sorolégica (RAZIN; TULLY,
1983; TRUSCOTT, 1983).

O processo de viruléncia dos Mollicutes pode ser complexo e
variado, pois é esclarecido em algumas espécies, mas desconhecido em outras. As
células do hospedeiro fornecem os substratos necessarios para o desenvolvimento
microbiano, disponibilizando os precursores de lipidios, purinas e pirimidinas pré-
formadas (TRYON; BASEMAN, 1992). Nos mamiferos, usualmente, os Mollicutes

preferem as células mesenquimatosas que revestem a cavidade serosa das
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articulagbes e membranas dos sistemas respiratério, digestorio e urogenital, o que
permite considera-los patégenos de superficie (RAZIN; TULLY, 1983; HOWARD,
1984).

Nas infecgdes, 0 mecanismo de destruicdo das células eucariotas se
inicia pela aderéncia, invasado ou fusdo dos Mollicutes com as células hospedeiras.
Durante a replicacao celular, dependendo da espécie de Mollicutes, sao liberados
metabdlitos como perdxido de hidrogénio, aménia, lipases, proteases e nucleases.
Considerando que os Mollicutes sdo micro-organismos de crescimento lento, a
infeccdo pode ndo conduzir a destruicao celular, porém a célula pode entrar em um
processo de estresse metabdlico, a ponto de aumentar a sua vulnerabilidade frente
a outras infecgdes (TRYON; BASEMAN, 1992).

Algumas espécies de Mollicutes sdo capazes de mimetizarem ou
modularem a resposta imune inata e adquirida do hospedeiro ocasionando uma
série de reagdes imunoldgicas que conduzem a alteragdes patoldgicas (NICOLET,
1986). In vivo, usualmente esses micro-organismos se aderem a superficie celular
por meio de adesinas, sendo que algumas espécies possuem estruturas polares
especializadas para esta propriedade (MUTO; USHIDA, 2002).

O principal reservatorio para os Mollicutes é o hospedeiro infectado.
Animais assintomaticos infectados transportam organismos nas superficies mucosas
incluindo mucosa nasal, conjuntival, oral, intestinal e genital (WALKER, 2003). As
vias de eliminagdo de M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum sado secregoes
organicas, especialmente sémen, mucos prepucial e vaginal, secregdo conjuntival,
nasal e leite. A transmiss&o ocorre por contagio indireto, por meio de equipamentos
contaminados como pipetas de inseminacéao e teteiras de ordenhadeiras mecanicas.
No entanto, as principais formas de transmissdo sao contagio direto pelo coito, em
que touros infectados disseminam os agentes por meio da monta natural ou sémen
contaminado (KIRBRIDE, 1987; BRITTON et al.,, 1988a; MILLER et al., 1994).
Mycoplasma spp. e U. diversum tém distribuicdo mundial e podem ser disseminados
por meio do comeércio internacional de animais, sémen industrializado e, mais
recentemente, por produtos de transferéncia de embrides (BRITTON et al., 1988b;
BIELANSKI et al., 2000; BUZINHANI et al., 2011).

A ocorréncia de VVG e os disturbios reprodutivos que ela ocasiona
ja foram descritas em rebanhos bovinos de varios paises como, por exemplo,
Canada (DOIG et al.,1979), Costa Rica (LEON et al., 1995), Austria (PETIT et al.,
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2008), Israel (LYSNYANSKY et al., 2009), india (CHANDRA et al., 2010), ltalia
(TRAMUTA et al., 2011), Australia (SMITH et al., 2012; ARGUE et al., 2013) e Japao
(GHANEM et al., 2013). No Brasil a infecgédo ja foi relatada nos estados de Sao
Paulo (CARDOSO et al., 2000a), Minas Gerais (NASCIMENTO et al., 2005), Alagoas
(OLIVEIRA FILHO et al., 2005), Goias, Santa Catarina (BUZINHANI et al., 2007;
GAMBARINI et al., 2009), Paraiba (SANTOS et al., 2013), Bahia (MARQUES et al.,
2013) e recentemente no Mato Grosso (GAETI et al., 2014). Entretanto, estudos na

regido norte do Parana permanecem por ser realizados.

1.3.1.1  Mycoplasma bovis e Mycoplasma bovigenitalium

M. bovis foi isolado em bovinos pela primeira vez em 1961 nos
Estados Unidos de um caso de mastite severa em vaca leiteira (HALE et al., 1962).
M. bovis € um patégeno reconhecido para a espécie bovina podendo causar
endometrite, salpingite, ooforite, abortamento e vesiculite seminal. E também um
importante agente etiolégico de mastite, otite, artrite e pneumonia (RUHNKE;
ROSENDAL, 1994). Hirth et al. (1966) observaram que 10 de 12 novilhas
inseminadas com sémen contaminado com M. bovis, apresentaram varios episodios
de repeticdo de cio e a necropsia, em 4 de 8 animais, foram observados graus
variados de salpingite supurativa crénica, endometrite cronica e adesao ovariana.

M. bovis pode ser introduzido em rebanhos livres da doenca pela
aquisi¢éo de animais portadores (PFUTZNER; SACHSE, 1996). O micro-organismo
pode permanecer viavel no sémen de touros congelados em nitrogénio liquido, por
até 18 meses mantendo a capacidade de ocasionar lesdes no sistema reprodutor de
fémeas (HIRTH et al., 1966; DOIG, 1981). Experimentalmente, o M. bovis pode
causar aborto quando inoculado no fluido amniético, tendo sido isolado de fetos
abortados, do utero e do muco cervical de vacas inférteis (LANGFORD, 1975;
PANANGALA et al., 1978).

O M. bovigenitalium é considerado um dos patdégenos de maior
importancia para o trato genital de bovinos. A presenca dessa bactéria esta
associada a patologias do sistema reprodutor como VVG, infertilidade, endometrite,
vesiculite seminal e baixa motilidade espermatica (RUHNKE; ROSENDAL, 1994). M.
bovigenitalium pode ainda ser considerado comensal do trato genital, podendo ser

introduzido no utero por meio da inseminacao artificial ou monta natural e causar
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endometrite, interferindo com a implantacdo do embrido ou mesmo resultando em
sua morte (MILLER et al., 1994).

Afshar et al. (1966) descreveram pela primeira vez a associagéo do
M. bovigenitalium com quadros clinicos de VVG. Entretanto, os autores relataram
que a doenca somente foi reproduzida de forma consistente nos casos em que o
epitélio vulvovaginal foi levemente escarificado antes da inoculacdo da bactéria.
Posteriormente, Ruhnke et al. (1978) isolaram, ainda que em baixa frequéncia, M.
bovigenitalium em casos naturais de VVG. Nesse mesmo estudo houve maior
associacdo entre a infeccdo natural e o isolamento do U. diversum. Estudos
realizados na década de 70 no Canada, utilizando como técnica de diagndstico o
cultivo bacteriano a partir de amostras do trato reprodutivo de vacas inférteis e de
um feto abortado, demostraram a presenca de M. bovigenitalium tanto em secrecdes
vaginais quanto nos cotilédones de utero gravidico e no tecido renal do feto
(LANGFORD, 1975).

Com o objetivo de investigar um surto com suspeita clinica de IPV
em um rebanho de Israel que apresentava vulvovaginite granular e outras desordens
reprodutivas, Lysnyansky et al. (2009) identificaram M. bovigenitalium em 11 de 20
amostras de swab vaginal e associaram o micro-organismo ao surto de VVG uma
vez que o BoHV-1 nao foi identificado em nenhuma amostra clinica. Em um estudo
recente realizado no Japao, foi demostrado que a infecgdo uterina por M.
bovigenitalium pode estar associada a distocia e endometrite no pds-parto em vacas
leiteiras (GHANEM et al., 2013).

Petit et al. (2008), estudando a prevaléncia de infeccbes por
Mollicutes em bovinos leiteiros na Australia, verificaram correlagao significativamente
superior (12,5%) entre o numero de animais que havia abortado no periodo de um
ano, com aqueles que foram positivos para M. bovigenitalium, em relagdo ao niumero
de animais sem qualquer histérico de aborto que também foram positivos para o
agente. No Brasil, Buzinhani et al. (2007) avaliaram 112 amostras de muco vaginal
coletadas de vacas com disturbios reprodutivos das quais 9,8% foram positivas na
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para M. bovis e 37,5% na nested-PCR
para U. diversum.

Em estudos conduzidos por Kreusel et al. (1988), espécies de M.
bovis e M. bovigenitalium empregadas em infec¢gdes experimentais pela via

intraprepucial foram re-isoladas em sete de oito touros, nos quais foram observadas
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lesdes inflamatérias brandas em dois animais. Sprecher et al. (1999), analisando
amostras de sémen de 100 touros, observaram que a maioria (94%) das amostras
continha um ou mais agentes patogénicos para o trato reprodutor incluindo o M.
bovis, M. bovigenitalium e o U. diversum demonstrando que o sémen pode ser fonte
de contaminacao e disseminacao da doenca.

Bielanski et al. (2000) relataram que a suplementacdo em meios de
cultivo com antibidticos e a lavagem dos embribes de acordo com as
recomendagdes da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS),
nao sao eficazes para eliminar o M. bovis e M. bovigenitalium e que ambos 0s micro-
organismos podem ser transmitidos através da fecundacgao in vitro, devido a sua
capacidade de aderir a membrana do espermatozoide e a zona pelucida dos
embrides. Em estudo recente realizado no Brasil, com o objetivo de avaliar a
interacao in vitro do M. bovigenitalium com as células do cumulus, Goes et al. (2012)
demonstraram que a contaminacdo por Mycoplasma pode ser imperceptivel as
manipulagdes da FIV, uma vez que as células infectadas com este micro-organismo

nao ocasionam turvacdo no meio de cultura.

1.3.1.2 Ureaplasma diversum

Esta espécie, assim como as espécies do género Mycoplasma spp.
€ considerada um patégeno de grande importancia, por ocasionar disturbios
reprodutivos em bovinos como vulvovaginite granular, infertilidade, endometrite,
salpingite, cervicite, perda embrionaria, abortos e, nos machos, vesiculite seminal,
balanopostite, epididimite e alteragbes espermaticas (DOIG et al., 1980a; RAE et al.,
1993; CHELMONSKA-SOYTA et al., 2001).

O U. diversum foi isolado pela primeira vez em 1967 do trato
urogenital de vacas aparentemente sadias. Portanto, o micro-organismo foi
inicialmente considerado como agente ndo patogénico por pertencer a microbiota
normal (TAYLOR-ROBINSON et al., 1967). Posteriormente, Doig et al. (1980b), em
um estudo experimental com inoculagdo vulvar, reproduziram quadros de VVG
bovina e confirmaram a importéncia deste micro-organismo para o trato reprodutivo
bovino.

Rae et al. (1993) verificaram forte associagao entre a presenca de U.

diversum e lesdes vaginais, no entanto, ndo houve associagao entre a gravidade das
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lesbes vaginais e a atividade ovariana. Com isso, os autores acreditam que U.
diversum esta relacionado com o processo de infertilidade, mas o papel deste micro-
organismo nesta enfermidade ainda ndo foi esclarecido. Segundo Kreplin et al.
(1987) a fertilidade bovina pode ser comprometida pela infecgdo com Ureaplasma.
Sanderson et al. (2000) observaram que vacas negativas para U. diversum tiveram
maior facilidade de fertilizacdo do que as que apresentaram cultura positiva para
esse micro-organismo. Surtos de infertilidade podem ou ndo estar associados com
evidéncias clinicas de vulvovaginite, porém quando a fase aguda da doencga
predomina no rebanho, pode-se observar reducdo consideravel da fertilidade
(OLIVEIRA FILHO et al., 2005).

A inoculagdo do U. diversum na vulva e cérvix ndo produz lesées no
utero ou oviduto, mas inoculagbes intrauterinas resultam em salpingite e
endometrite. As lesdes produzidas nao sao tado graves quanto as causadas pelo M.
bovis, mas a infeccdo pode resultar em um ambiente desfavoravel para o embrido.
Morte embrionaria com retorno ao cio, frequentemente acompanhada de secrecao
vulvar purulenta pode ocorrer apos a inseminacgao de fémeas com VVG (DOIG et al.,
1980a). No entanto, Chelmonska-soyta et al. (1994, 2001) observaram que o U.
diversum estimula interleucina - 1 (IL-1), fator de necrose tumoral - a (TNF-a) e éxido
nitrico (NO) em leucdcitos mononucleares, mais ndo impede o desenvolvimento
embrionario e a formacéo do blastocisto.

Experimentalmente, o U. diversum n&o causa alteragdes estruturais
em morulas bovinas (BRITTON et al., 1987). Entretanto, o micro-organismo foi
identificado na superficie externa da zona pelucida, podendo ser transmitido durante
a transferéncia de embrido (BRITTON et al., 1988a; 1988b). Smits et al. (1994)
sugeriram que o U. diversum altera a integridade de células do oviduto, contribuindo
para a deficiéncia de implantacdo e desenvolvimento do embrido bovino. Quando o
U. diversum cresce em células do oviduto ocorre a ciliase, desciliagao e descamacao
do epitélio (STALHEIM et al., 1976).

A potente atividade de hidrolise da ureia pela urease, com liberacdo
de aménia, pode ser considerada um fator de viruléncia dos Ureaplasmas,
provavelmente afetando o tecido adjacente ao local da infec¢gdo. Outro fator de
viruléncia é a redugdo significativa da prostaglandina E; e Fyq pelas células do
endométrio, apos a infecgao pelo U. diversum. As prostaglandinas séo necessarias

para a implantagdo e manutencao da gestacao (KIM et al., 1994) e os ureaplasmas
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sdo capazes de alterar este contexto, provavelmente pela atividade da fosfolipase A
(LAMONT et al., 1990). Esta enzima pode liberar quantidade excessiva de acido
araquidoénico, resultando na inibicdo dos substratos para a sintese da prostaglandina
(CASSELL et al., 1993).

Mulira et al. (1992) observaram a presenga de U. diversum em
43,3% de vacas leiteiras e em 27,1% de vacas de corte. Além disso, os autores
verificaram que o isolamento deste molicute em fémeas que apresentaram lesao
vulvar foi duas vezes superior aos isolamentos realizados em fémeas sadias. Petit et
al. (2008) isolaram esse micro-organismo em 36% dos swabs vaginais de vacas com
e sem disturbios reprodutivos, sendo que esta bactéria foi isolada em 2,6% (8/17)
das vacas que apresentavam vaginite.

No Brasil, o primeiro registro da presengca de U. diversum em
bovinos foi realizado por Cardoso et al. (1997). Cardoso et al. (2000b) também
isolaram U. diversum em 38,8% (59/152) das amostras de muco vulvovaginal de
vacas apresentando vulvovaginite e disturbios reprodutivos, evidenciando a
importancia do diagndstico laboratorial desse micro-organismo no Brasil. Os autores
relataram ainda que animais da raca Holandesa apresentaram menor frequéncia de
infeccdo quando comparados com animais das racas Nelore e Jersey, sugerindo
maior resisténcia da raga Holandesa.

Nuliparas e primiparas apresentam risco de adquirir a infec¢do 2,99
vezes maior do que as multiparas, independentemente da raca. As infeccbes
ocorrem com maior frequéncia no inverno, quando comparadas ao verao,
ocasionando a transmiss&o direta em rebanhos contaminados (LEON et al., 1995). A
transmissao venérea de touros infectados € importante na disseminag¢ao da doenca,
nao podendo ser descartada a transmisséo indireta por fomites (DOIG, 1981).

U. diversum esta envolvido em casos de vesiculite seminal,
balanopostite, epididimite (PILASZEK; TRUSZCZYNSKI, 1988) e em alteragbes
morfolégicas e funcionais nos espermatozoides (PANANGALA et al.,, 1981;
EAGLESOME et al., 1992). U. diversum coloniza o prepucio e a porgao distal da
uretra de touros e foi isolado da ampola e vesicula seminal (FISH et al., 1985). A
cavidade prepucial pode ser o principal ponto de contaminagado do sémen quando a
colheita é feita através de vagina artificial. Entretanto, demonstrou-se que a uretra

também pode ser colonizada por esta bactéria, sugerindo que os procedimentos
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instituidos para reduzir o numero de micro-organismos no prepucio podem nao ser
totalmente efetivos na prevencao da contaminagao do sémen (DOIG, 1981).

Mulira et al. (1992) observaram que 47,2% dos touros leiteiros e
67,6% dos touros de corte apresentaram U. diversum no trato reprodutivo. A
aderéncia dos micro-organismos interfere na espermatogénese, transporte
espermatico, capacitacdo e fecundacdo. Os espermatozoides podem atuar na
transmissdo dos agentes, pois os antibidticos, rotineiramente utilizados nas centrais
de inseminacgdo, ndo eliminam Mycoplasma e Ureaplasma (RAE et al., 1995). U.
diversum é capaz de produzir placentite grave e, por multiplicar-se no feto, alveolite
fetal, que pode resultar em aborto ou mesmo nascimento de bezerros fracos. Em
rebanhos infectados os abortos podem ser esporadicos e ocorrerem em qualquer
periodo gestacional. A infecgdo apresenta-se de forma crénica e o micro-organismo
pode ser eliminado pela urina e por descarga vulvar apés a expulsao fetal
(HOWARD et al., 1973; MILLER et al., 1983; RUHNKE et al., 1984).

1.3.2 Diagndstico

Os métodos utilizados para a deteccdo de Mycoplasma spp. e U.
diversum estdo restritos as técnicas de isolamento e identificacdo sorolégica. No
entanto, estes procedimentos sdao demorados, de dificil padronizacéo e dispendiosos
(SIMECKA et al., 1992; VAN KUPPEVELD et al., 1992). Apesar do isolamento ser o
meétodo de eleigdo, pois possibilita a visualizagdo dos micro-organismos, o método
pode ser comprometido pela presenga de bactérias contaminantes, usualmente
presentes quando as colheitas de material biolégico para diagndstico sédo realizadas
a campo. O periodo de tempo transcorrido entre a colheita da amostra clinica e o
processamento laboratorial também pode comprometer a viabilidade dos micro-
organismos, o que prejudica a técnica de isolamento ou cultivo em meios artificiais.
Estes fatores tém determinado a implementagao de técnicas mais rapidas, sensiveis
e especificas (CARDOSO et al., 2000b).

As técnicas moleculares, como a PCR, tém sido um grande avanco
para o diagnéstico das micoplasmoses, pois além de detectarem cepas inviaveis
para o isolamento, requerem pequenas quantidades de DNA presentes na amostra
clinica a ser analisada (ANDRADE, 1993; GHADERSOHI et al., 1997). A PCR é de

grande utilidade para o diagnostico das micoplasmoses, pois detectam células
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viaveis ou inviaveis, em menor tempo. Estas caracteristicas agilizam o diagnostico
laboratorial, possibilitando ao clinico de campo a rapida implantagcéo de estratégias
mais eficazes para o controle e profilaxia da infecgdo no rebanho (CARDOSO;
VASCONCELLOQOS, 2004).

1.3.3 Tratamento, Controle E Profilaxia

As formas de controle indicadas para as micoplasmoses
reprodutivas sao as terapias com antibidticos local, preventiva para as infecgdes
genitais nas fémeas, e sistémica, para os casos de infeccbes em machos. A
auséncia de parede celular, caracteristica dos Mollicutes, indica a utilizacdo de
antibidticos cuja agao seja sobre a sintese proteica. As drogas preconizadas s&o: o
tartarato de tilosina, a oxitetraciclina e o fumarato de tiamulin (TRUSCOTT et al.,
1975; HOLZMANN et al., 1984; PICARD et al., 1984; STIPKOVITS et al., 1984).

A auséncia de recursos imunoprofilaticos efetivos contra as
micoplasmoses genitais determina que o controle destas enfermidades dependa de
medidas de higiene e de procedimentos sanitarios, incluindo a segregacao de
animais infectados (PATHAK; GARG, 1988). Apds a implantacdo destas medidas,
procedimentos que contribuem para minimizar a transmissao dos micro-organismos
também devem ser adotados. O uso de pipetas de inseminacgao artificial com bainha
e/ou camisa sanitaria, assim como lavagem, limpeza e desinfec¢ao de implantes
hormonais utilizados nas biotécnicas de reproducdo tém sido preconizados
(EAGLESOME et al., 1992).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema molecular de diagndstico etiologico para infecgdes
genitais ocasionadas por bactérias das espécies Mycoplasma bovis,

Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum em fémeas bovinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver uma PCR genérica para a amplificacdo de sequéncias

genbmicas conservadas no DNA de Mollicutes;

Desenvolver reacées de nested-PCR para que por meio da amplificacéo
parcial de sequéncias genbOmicas presentes em Mycoplasma bovis,
Mycoplasma bovigenitalium e em Ureaplasma diversum seja possivel a
diferenciagdo desses trés principais patdgenos bacterianos envolvidos em

infeccoes genitais em fémeas bovinas;

Avaliar o sistema de diagndstico etiolégico molecular de Mollicutes
desenvolvido frente a amostras bioldgicas obtidas a partir de amostras

clinicas de vulvovaginite em fémeas bovinas.
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3 ARTIGO PARA PUBLICAGAO

3.1 Diagnéstico Etiolégico Molecular De Infeccoes Genitais Em Fémeas

Bovinas Ocasionadas Por Mollicutes Dos Géneros Mycoplasma E Ureaplasma

RESUMO

A vulvovaginite granular (VVG) é uma infecgao caracterizada pela presenca de
secrecao, granulagdes e vesiculas nas mucosas vaginal e vulvar descrita em fémeas
bovinas de varias partes do mundo. Bactérias dos géneros Mycoplasma spp. e
Ureaplasma diversum, que se caracterizam por serem fastidiosos e de dificil
diagnodstico, sao frequentemente descritos como os principais agentes etiolégicos
envolvidos nessa infecgdo. O objetivo deste estudo foi desenvolver um sistema de
diagndstico molecular, constituido por uma PCR genérica seguida de uma nested-
PCR, para a identificacdo de espécies bacterianas da classe Mollicutes em material
bioldgico proveniente de animais com VVG. Para a PCR genérica foram desenhados
primers consensuais degenerados (MolliFw1 / MolliRv1) tendo como alvo uma regiéo
conservada denominada espaco intergénico (ITS) e parte dos genes ribossomais
16S e 23S do genoma dos Mollicutes. Posteriormente, foram desenhados primers
internos para reacgdes individuais de nested-PCR especifica para as espécies de M.
bovis (MybovisFw2 / MybovisRv2), M. bovigenitalium (MygenitFw3 / MygenitRv3) e
U. diversum (UdivFw4 / UdivRv4). Para determinar a especificidade dos primers os
produtos amplificados por meio de nested-PCR foram submetidos ao
sequenciamento e analise da sequéncia de nucleotideos. O sistema de diagndstico
desenvolvido foi ainda avaliado frente a 31 amostras de swabs vaginais colhidos de
vacas com vulvovaginite clinica, provenientes de trés rebanhos sendo dois de corte
dos estados de Minas Gerais (n=12) e Mato Grosso do Sul (n=11) e um leiteiro do
estado do Parana (n=8). Todas as 31 amostras foram previamente avaliadas quanto
a presenca de herpesvirus bovino - 1 por meio de semi nested-PCR e foram
negativas. Em 87,1% (27/31) das amostras avaliadas foram identificados pelo menos
um dos micro-organismos investigados. Infecgbes singulares e mistas ocorreram em
54,8% (17/31) e 32,2% (10/31) das amostras, respectivamente. U. diversum foi
identificado em 83,8% (26/31) e o M. bovigenitalium em 35,4% (11/31) das amostras
analisadas. Nenhum dos trés rebanhos bovinos incluidos no estudo apresentou
infeccdo singular por M. bovis. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem a
importancia de U. diversum e do M. bovigenitalium na etiologia da VVG. As taxas de
positividade para Mycoplasma spp. e U. diversum obtidas foram semelhantes e/ou
superiores aos resultados apresentados em estudos que incluiram como métodos de
diagnostico técnicas de cultivo bacteriolégico e também reagdes moleculares como
PCR e nested-PCR. O sistema molecular de diagnoéstico de infecgdes genitais em
fémeas bovinas ocasionadas por bactérias da classe Mollicutes revelou-se como
uma alternativa viavel, rapida, sensivel e especifica para o diagndstico de M. bovis,
M. bovigenitalium e U. diversum a partir de material biolégico. O diagndstico precoce
dos trés principais patdégenos bacterianos envolvidos em infeccbes genitais em
vacas com VVG é de grande importancia, pois possibilita a implantacdo de medidas
de tratamento, controle e profilaxia mais rapidas e efetivas das infecgoes.
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Palavras-chave: Vacas. Vulvovaginite granular. PCR genérica. nested-PCR.

3.2 Introducgao

A vulvovaginite granular (VVG) é uma doenga genital infecciosa que acomete
os bovinos e foi descrita pela primeira vez por Isepponi na Suica em 1887. Na fase
aguda a infecgao € caracterizada clinicamente por hiperemia da mucosa genital,
subito aparecimento de secre¢do vulvar mucopurulenta profusa, assim como pela
presenca de granulagbes e/ou vesiculas nas mucosas vaginal e vulvar, 4 a 10 dias
apos o contato com o micro-organismo (DOIG et al., 1979).

Varias etiologias foram propostas para a VVG como bactérias, protozoarios,
virus e deficiéncia nutricional (HUNTER et al., 1958; DOIG, 1981). Posteriormente,
estudos demonstraram o envolvimento de bactérias do género Mycoplasma (M.
bovis e M. bovigenitalium) e Ureaplasma (U. diversum) na patogenia da VVG em
bovinos (HIRTH et al., 1966; RHUNKE et al., 1978; DOIG et al., 1980). Sendo, estes
micro-organismos atualmente considerados os principais agentes etiologicos desta
infecgdo genital em bovinos.

Os Mycoplasmas e Ureaplasmas pertencem a classe dos Mollicutes, ordem
Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae. Organismos pertencentes a essa
classe sdo os menores procariotas de vida livre e se caracterizam pela auséncia de
parede celular e pela morfologia das colénias em forma de “ovo frito” (RAZIN;
HAYFLICK, 2010). Os Mycoplasma e Ureaplasmas podem ser encontrados como
comensais ou patdégenos do trato urogenital de bovinos. Estes micro-organismos ja
foram isolados de bovinos, ocasionando infeccbes respiratérias, urogenitais,
articulares, mamarias, conjuntivais e neurologicas (NICOLET, 1996; RAZIN et al.,
1998).

A VVG pode interferir no reconhecimento materno da gestagdo, na
implantacdo e desenvolvimento do embrido, resultando em morte embrionaria
precoce ou tardia, infertilidade e repeticdo de cio (KREPLIN et al.,1987;
CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994; SMITS et al.,, 1994). Os animais infectados
podem apresentar outras patologias do sistema reprodutivo decorrentes da
inflamacao como cervicite, salpingite, endometrite e abortamento (DOIG et al., 1980;
PFUTZNER; SACHSE, 1996; GIVENS; MARLEY, 2008; GHANEM et al., 2013).
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Disturbios reprodutivos associados a VVG com o envolvimento de Mollicutes
sdo descritos em rebanhos bovinos de varios paises como Canada, Costa Rica,
Austria, Israel, india, Italia, Australia e Japdo (DOIG et al.,1979; LEON et al., 1995;
PETIT et al., 2008; LYSNYANSKY et al., 2009; CHANDRA et al., 2010; TRAMUTA et
al.,, 2011; SMITH et al., 2012; ARGUE et al., 2013; GHANEM et al., 2013).

No Brasil, a infeccao ja foi relatada nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais,
Alagoas, Goias, Santa Catarina, Paraiba, Bahia e, recentemente no Mato Grosso
(CARDOSO et al., 2000a; NASCIMENTO et al., 2005; OLIVEIRA FILHO et al., 2005;
BUZINHANI et al., 2007; GAMBARINI et al., 2009; SANTOS et al., 2013; MARQUES
et al.,, 2013; GAETI et al.,, 2014). Essa ampla distribuicdo por varias regides
geograficas demonstra a ocorréncia da infecgdo em rebanhos bovinos brasileiros.
Apesar dos diversos relatos da doenca, o envolvimento dos Mollicutes nas
patologias do sistema reprodutor de bovinos nédo estd bem esclarecido.
Possivelmente as dificuldades encontradas nas técnicas de diagndstico utilizadas
para a identificacdo destas bactérias, restringem a caracterizagado epidemiolégica e
patogénica da VVG (BUZINHANI et al., 2007).

Os métodos utilizados para a detecgao de Mycoplasma spp. € U. diversum a
partir de amostras bioldgicas obtidas de animais com sinais clinicos estdo restritos
as técnicas de identificagdo soroldgica e isolamento bacteriano. No entanto, estes
procedimentos sdo demorados, laboriosos, dispendiosos e de dificil padronizacao
(SIMECKA et al., 1992; VAN KUPPEVELD et al., 1992). O isolamento ou cultivo dos
molicutes pode ainda ser prejudicado, pois estes micro-organismos sao fastidiosos e
exigem meios de cultura enriquecidos. Para o isolamento de Mollicutes sao
necessarios cuidados adicionais durante a coleta e transporte de materiais
bioldégicos. Esses aspectos, que interferem tanto na especificidade quanto na
sensibilidade do cultivo bacteriano como método de diagndstico de eleicdo, tém
influenciado na implementagcdo de técnicas mais rapidas, sensiveis e especificas
para a deteccdo de Mycoplasma e Ureaplasmas em amostras clinicas (CARDOSO
et al., 2000Db).

O objetivo do estudo foi desenvolver um sistema de diagndstico molecular
para a identificacdo de M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum em swabs
vulvovaginais de fémeas bovinas apresentando quadro clinico de vulvovaginite e

disturbios reprodutivos.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (Primers)

Com base em sequéncias depositadas no GenBank (tabela 1), inicialmente,
foram desenhados primers consensuais degenerados tendo como alvo uma regiao
conservada presente nos Mollicutes denominada espacgo intergénico (ITS) e em
parte dos genes ribossomais 16S e 23S (figura 2, 3). Em uma reagdo de PCR
genérica os primers denominados MolliFw1 (forward) e MolliRv1 (reverse)
amplificam fragmentos com tamanho variando de 847 a 866 pb do genoma dos
Mollicutes. A tabela 1 apresenta as principais caracteristicas dos primers MolliFw1 e
MolliRv1.

Posteriormente, foram desenhados primers internos (figura 4) com o objetivo
de amplificar especificamente segmentos genémicos de M. bovis, M. bovigenitalium
e U. diversum, tendo como base os produtos amplificados pelos primers
degenerados MolliFw1 e MolliRv1. Em reacdes de nested-PCR espécie especifica
os primers denominados MybovisFw2 / MybovisRv2; MygenitFw3 / MygenitRv3; e
UdivFw4 / UdivRv4; amplificam produtos de 488, 296 e 404 pb do genoma de M.
bovis, M. bovigenitalium e U. diversum, respectivamente (tabela 2).

Amostras de M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum obtidas de casos
clinicos de VVG foram utilizadas para a avaliagdo da especificidade dos primers
desenhados nesse estudo, bem como para a padronizacdo das condigdes para a
realizacado das reagdes da PCR genérica e da nested-PCR espécie especifica. Apds
a padronizacao das reagdes as sequéncias obtidas de cada espécie na nested-PCR
especifica foram depositadas com os seguintes numeros no GenBank: KJ767190
(M. bovigenitalium strain BRA/UEL1); KJ767191 (M. bovis strain BRA/UEL2);
KJ767192 (U. diversum strain BRA/UEL3). O DNA das cepas BRA/UEL1 (M.
bovigenitalium), BRA/UEL2 (M. bovis) e BRA/UEL3 (U. diversum) foi utilizado como
controle positivo das reagbes de PCR genérica e nested-PCR especifica para cada

espécie.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos primers genéricos desenhados para a amplificacédo
da regido denominada espaco intergénico (ITS) e em parte dos genes ribossomais
16S e 23S presentes nos Mollicutes.

NG Tamanho
) umero MolliFw1 5'>3’ MolliRv1 5'>3’ do produto
e acesso
(pb)
CCGTCAAACYATGGGAGC™  GTGYCCCGCCMTACTCAGG”
M. bovis AY780798 --------- C-—mmmmmm == C-———- C-—mmmm—- 864
M.
Co AY780797 ---—---—--- Cr—-mm- - C————- Cmm=—- 863
bovigenitalium
M. agalactiae NC—?; ¥ Cr—-mm === C————-- Cmmm——- 866
U. diversum JNO35894 ---——-——- T —-—- T-———— A-mmmm—- 847
U. urealyticum NC—T [ A— T ——- T-—=—— Cmmm——- 852
U. parvum NC—?; R T -—- T-—=—— Cmmmm——- 851

*Nucleotideos degenerados: Y=C,T; M=C, A.

Figura 2 — Representagdo esquematica da regido denominada espaco intergénico
(azul) e dos genes ribossomais 16S e 23S (cinza) presente nos Mollicutes.

Espacgo Intergénico
16S (ITS) 235

Fonte: O préprio autor

Figura 3 — Localizagdo dos primers externos MolliFw1 / MolliRv1 (preto)
desenhados para a amplificacdo da regido espaco intergénico (ITS) e em parte dos
genes ribossomais 16S e 23S do genoma dos Mollicutes por meio da PCR genérica.

Primer externo Primer externo
MolliFw1 MolliRv1

16S ! | ITS x| 23S
¥ Bl B 4
— S

Forward Reverse
Fonte: O préprio autor
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Figura 4 — Localizagao dos pares de primers internos MybovisFw2 / MybovisRv2,
MygenitFw3 / MygenitRv3 e UdivFw4 / UdivRv4 (vermelho) desenhados para a
amplificacdo da regido genémica denominada espaco intergénico (ITS) de M. bovis,
M. bovigenitalium e U. diversum por meio de nested — PCR espécie especifica.

Primer externo Primer externo
MolliFw1 MolliRv1

16S J ITS ] 238

5 3’

Forward Reverse
Primers

interno
Fonte: O préprio autor

Tabela 2 — Caracteristicas dos primers desenhados para a amplificacdo da regiao

espaco intergénico do genoma de Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovigenitalium e
Ureaplasma diversum.

Primers Direcao Sequéncia Tamanho do
produto (pb)

MybovisFw2 Forward 57-GTACACTTGTCTTTTATCACTATA-3~

MybovisRv2 Reverse 57 -AAGGTATCTCGCTTTATGTCCT-3~ 488

MygenitFw3 Forward 57 -CGTATTGATTCATCGAGTAAT-3"

MygenitRv3 Reverse 57 -ATGGTGTCTCGCTCGACT-3" 296

UdivFw4 Forward 57 -TGGTCGGATTCTATTTAGTT-3”

UdivRv4 Reverse 57 -TGGCTACTGAGATGTTTCAC-3~ 404

Fonte: O préprio autor
3.3.2 Amostras clinicas

Foram utilizadas 31 amostras de swabs vaginais obtidas de casos clinicos de
vulvovaginite. As amostras eram provenientes de trés rebanhos bovinos, sendo dois
de vacas de corte da raca Nelore dos estados de Minas Gerais (MG; n=12 animais)
e Mato Grosso do Sul (MS; n=11 animais) e um rebanho leiteiro da raga Holandesa
Preta e Branca do estado do Parana (PR; n=8 animais). Os swabs vaginais foram
colhidos no periodo de agosto/2013 a fevereiro/2014 e, transportados em microtubos
contendo 500 uL de PBS (tampao salino fosfato, pH 7,2), nesse periodo,

permaneceram estocados em temperatura de -80°C. No momento da colheita todas
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as vacas apresentavam sinais clinicos caracteristicos de vulvovaginite em
associacao com relatos de infertilidade e mortalidade embrionaria precoce e tardia.
As Dbiotecnologias da reproducdo utilizadas nos rebanhos avaliados eram
transferéncia de embrides (TE) em MG, inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)
no MS e inseminacgao artificial (IA) no rebanho leiteiro do estado do PR. Os trés
rebanhos eram livres de Brucelose e empregavam vacinagdo regular contra
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Diarreia Viral Bovina (BVD) e Leptospirose.
Todas as amostras de swabs vaginais incluidas nesse estudo foram triadas como
negativas para herpesvirus bovino-1 (BoHV-1) por meio de semi nested-PCR,

realizada segundo Takiuchi et al. (2003).

3.3.3 Extracdo de DNA

Os microtubos foram descongelados em temperatura ambiente. Apds
homogeneizagdo em vortex e centrifugagéo a 1500 x g por 15 min a 4°C, aliquotas
de 250 pL do sobrenadante foram tratadas com tampao de lise (SDS 10%, dodecil
sulfato de sddio, C12H25Na04S e 20 mg/mL de proteinase K). Apés incubagao por 30
min a 56° C o DNA presente nas amostras bioldgicas foi extraido pelo método da
silica / isotiocianato de guanidina descrito por Boom et al. (1990). Aliquotas de agua

ultrapura autoclavada foram incluidas como controle negativo.

3.3.4 PCR genérica

Para a amplificagao parcial do DNA de Mollicutes por meio da PCR genérica
foram utilizados 5 pL de DNA extraido e 45 yL de mix PCR contendo 1 pL (20 pmol)
dos primers forward (MolliFw1) e reverse (MolliRv1); 200 mM de cada dNTP
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, EUA); 2,5 unidades da enzima Platinum
Tag DNA polymerase (Invitrogen, Life Technologies, BRA); 1x PCR buffer (20 mM
Tris—HCI pH 8,4 e 50 mM KCI); 1,5 mM de MgCl, e agua ultrapura autoclavada
suficiente para o volume final de 50 pL. A amplificacdo foi realizada em termo
ciclador (Swift MaxPro, Esco Healthcare, EUA) com as seguintes condigbes de
tempo e temperatura: uma etapa inicial de 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 1
min/94°C, 1 min/55°C, 1 min/72°C, e uma extensao final de 7 min/72°C. Aliquotas de
5 pL do produto da PCR foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 2%
contendo brometo de etideo (0,5 pg/mL) em tampéo TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89
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mM acido bérico; 2 mM EDTA) sob voltagem constante (90 V) por aproximadamente

45 min e visualizado sob luz UV.
3.3.5 Nested-PCR

Para a amplificagao especifica do DNA de M. bovis, M. bovigenitalium e de U.
diversum a partir da PCR genérica realizada com primers degenerados para
amplificacdo parcial de DNA de Mollicutes foram realizadas trés reacdes individuais
de nested-PCR utilizando os primers MybovisFw2 / MybovisRv2 (M. bovis);
MygenitFw3 / MygenitRv3 (M. bovigenitalium) e UdivFw4 / UdivRv4 (U. diversum).
Para cada reacao de nested-PCR foram utilizados 1 uL do produto da PCR genérica
e 49 pL de mix nested-PCR, contendo 1 uL (20 pmol) de cada primer (forward e
reverse); 200 mM de cada dNTP (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, EUA); 1,5
unidades da enzima Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen, Life Technologies,
BRA); 1x PCR buffer (20 mM Tris—HCI pH 8,4 e 50 mM KCI); 1,25 mM de MgCl, e
agua ultrapura autoclavada suficiente para o volume final de 50 uyL. A amplificacéo
foi realizada em termo ciclador de acordo com as seguintes condi¢des de tempo e
temperatura: uma etapa de desnaturacéo inicial de 5 min & 94 C, seguida de 35
ciclos de 1 min/94°C, 1 min/58°C, 1 min/72°C, e uma extensao final por 7 min/72°C.
Aliquotas de 5 pL do produto da nested-PCR foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose, como descrito anteriormente. O mesmo protocolo foi realizado para
as trés reagdes de nested-PCR utilizando os pares de primers especificos para M.

bovis, M. bovigenitalium e U. diversum.
3.3.6 Purificacdo, sequenciamento e analise das sequéncias

Com o objetivo de caracterizar a especificidade dos produtos amplificados nas
reacdes de nested-PCR um produto amplificado representante de cada um dos
micro-organismos avaliados, obtido a partir de amostras bioldgicas provenientes dos
trés rebanhos bovinos, foi selecionado para se realizar o sequenciamento de
nucleotideo. Os produtos foram purificados utilizando o kit comercial PCR DNA and
Gel Band Purification (Invitrogen, Life Technologies, EUA) e quantificados em Qubit
™ Fluorometer (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) utilizando o kit
Quant-iT ™ dsDNA BR Assay (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). O
sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye Terminator v 3.1 Cycle
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Sequencing (Applied Biosystems, Foster city, EUA) com os primers correspondentes
sense e antisense, em sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster city, EUA), de acordo com as instrugbes do fabricante. As
qualidades das sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o software PHRED
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph). As sequéncias eram selecionadas
somente se as bases possuissem qualidade igual ou maior que 20. As sequéncias
consensuais foram determinadas utilizando o software CAP3
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/cgi-bin/phph/cap3.pl) e a busca por
similaridade foi realizada comparando com as sequéncias depositadas no GenBank
utilizando o software BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado utilizando o software
CLUSTAL W (versdo 1.4) incluso no pacote MEGA versdo 5.1 e a matriz de
identidade foi obtida utilizando o software BioEdit versao 7.0.8.0. O numero de
acesso dos Mollicutes no GenBank utilizados para a analise filogenética: AY780798
(Mycoplasma (M. bovis); AY780797 (M. bovigenitalium); NC_013948 (M. agalactiae);
JN935894 (Ureaplasma (U. diversum); NC_011374 (U. urealyticum); NC_010503 (U.

parvum).

3.4 Resultados

3.4.1 PCR genérica e nested-PCR

O par de primers degenerados (MolliFw1 / MolliRw1) desenhados nesse
estudo para a PCR genérica possibilitaram a amplificagdo de um produto com
aproximadamente 860 pb do genoma dos Mollicutes. A amplificagdo de fragmentos
com tamanho de 488, 296 e 404 pb foi obtida utilizando-se um par de primers interno
para cada espécie na nested-PCR especifica para M. bovis (MybovisFw2 /
MybovisRw2), M. bovigenitalium (MygeniFw3 / MygeniRw3) e U. diversum (UdivFw4
/ UdivRw4), respectivamente (figura 5).

Nos trés rebanhos, pelo menos um dos potenciais patdogenos do trato
reprodutivo da fémea bovina foi diagnosticado. Nos rebanhos do estado de Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais, ocorreram infeccdes mistas com o envolvimento de
mais de um micro-organismo. No rebanho paranaense, foi diagnosticado apenas o

U. diversum. Foram identificadas 80,6% (25/31) de amostras positivas para
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Mollicutes, entretanto duas amostras negativas na PCR genérica, foram positivas
nas reagcdes de nested-PCR especifica para espécie de M. bovigenitalium e U.
diversum. Das 31 amostras, em 87,1% (27/31) foram identificados pelo menos um
dos micro-organismos avaliados. As infecgdes singulares foram mais frequentes
54,8% (17/31) que as mistas, que ocorreram em 32,2% (10/31) das amostras, das
quais duas amostras foram positivas para os trés agentes e oito amostras para U.
diversum e M. bovigenitalium. O U. diversum foi identificado em 83,8% (26/31) das
amostras. O segundo micro-organismo mais frequente foi o M. bovigenitalium
identificado em 35,4% (11/31) das amostras. Infec¢ao singular por M. bovis néo foi
diagnosticada em nenhum dos trés rebanhos incluidos no estudo. A tabela 1
apresenta os resultados do diagnodstico de M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum
distribuidos de acordo com os rebanhos avaliados e o tipo de infecgéo (singular ou

mista).

Tabela 3 — Resultados do diagndstico de M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum
em swabs de vacas com vulvovaginite distribuidos de acordo com os rebanhos
avaliados e o tipo de infecgao (singular ou mista) diagnosticada.

Rebanho (%) Total (%)
PR (n=8) MS (n=11) MG (n=12) (n=31)

Infecgoes Micro-organismos*

Singular Mb - - - -
Mbg - 1(9,1) - 1(3,2)
Udiv 8 (100) 1(9,1) 7 (58,3) 16 (51,6)
Mista Mb + Mbg - - - -
Mb + Udiv - - - -
Mbg + Udiv - 5(45,4) 3 (25) 8 (25,8)
Mb + Mbg + Udiv - - 2 (16,7) 2(6,4)

Amostras negativas 4 (36,4) - 4 (12,9)

*

Mb (Mycoplasma bovis); Mbg (Mycoplasma bovigenitalium); Udiv (Ureaplasma diversum)

3.4.2 Sequenciamento

Os amplicons obtidos da nested-PCR foram sequenciados e comparados com
as sequéncias disponiveis na base publica de dados (GenBank). A analise das
sequéncias possibilitou a identificagdo das espécies M. bovis, M. bovigenitalium e U.

diversum, que apresentaram, respectivamente, 100%, 99% e 100% de identidade de
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nucleotideos com as sequéncias de numero de acesso AY780798, AY816346 e

JN935894, depositadas anteriormente no GenBank.

3.5 Discussao

O método de diagnéstico desenvolvido neste estudo, utilizando uma
amplificagdo consensual por meio de PCR genérica com posterior utilizacdo do
produto amplificado para a realizacdo de reacbes individuais de nested-PCR
especifica para cada espécie bacteriana (M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum)
mostrou-se como alternativa viavel para o diagndstico das trés principais bactérias
da classe Mollicutes envolvidas na etiologia da VVG em bovinos. Com a realizag&o
de duas etapas de amplificagdo, utilizando-se na primeira etapa (PCR genérica)
primers externos e, na segunda etapa de amplificagdo (nested-PCR especifica para
cada espécie) trés diferentes pares de primers internos, foi possivel a obtencéo de
produtos com tamanhos especificos para M. bovis (488 pb), M. bovigenitalium (296
pb) e U. diversum (404 pb). Adicionalmente, os tamanhos de produtos amplificados
nas reacdes de nested-PCR possibilitaram facilmente a diferenciacdo das espécies
(M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum), quando visualizados em gel de agarose.
A PCR genérica com os primers externos para amplificacdo do genoma dos
Mollicutes ndo detectou duas amostras, que foram positivas na nested-PCR com os
primers internos especificos para M. bovigenitalium e U. diversum, o que evidencia o
aumento da sensibilidade das reag¢des quando se utiliza técnica de nested-PCR. A
analise das sequéncias de nucleotideos confirmou que 0s micro-organismos
identificados neste estudo se agruparam com as espécies de M. bovis, M.
bovigenitalium e U. diversum o resultado da matriz de identidade possibilitou
demonstrar a especificidade dos produtos amplificados pelas reacbes de nested-
PCR especifica para cada espécie.

A identificagdo dos patégenos pesquisados nos trés rebanhos bovinos sugere
que a infeccdo pode ocorrer independente da raga, aptidao, biotecnologia de
reprodugdo e regido geografica de origem. Essas informagdes contribuem
consideravelmente com a ampliagdo dos conhecimentos relativos a epidemiologia da
VVG causada por bactérias da classe Mollicutes em rebanhos bovinos brasileiros.
Estudos comprovaram que M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum podem ser

transmitidos por biotécnicas de reprodugao como IA, IATF, TE e FIV (BRITTON et
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al.,, 1988; BIELANSKI et al., 2000; BUZINHANI et al., 2011). Esses aspectos
justificam o diagndstico de Mycoplasma e Ureaplasma nos trés rebanhos, que
utilizavam diferentes biotecnologias de reprodugdo. Além disso, a transmissao
venérea € um fator importante na disseminacdo da doenca no rebanho, entretanto a
transmissao iatrogénica ndo pode ser descartada (DOIG, 1981; GAETI et al., 2014).

A presenca de secregado vaginal purulenta, e a ocorréncia, intensidade e
gravidade das lesdes presentes na mucosa vulvovaginal de animais que apresentam
VVG, pode ser classificada em escala de grau 0 a 4, associando o grau de leséo
observado com a presenga ou auséncia de Mycoplasma e Ureaplasma (RAE et al.,
1993; SANDERSON et al., 2000; GAMBARINI et al., 2009). Apesar de nao ter sido
utiizado em nosso estudo esse método de score de lesdo, foram observadas
infeccbes mistas em 32,2% (10/31) das amostras. Esse tipo de infeccdo pode
predispor a agdes patogénicas sinérgicas entre os micro-organismos identificados, o
que pode aumentar a gravidade das lesdes, além de outros sinais clinicos
associados a VVG.

O U. diversum foi identificado em 83,8% das amostras, o segundo micro-
organismo mais frequente foi o M. bovigenitalium identificado em 35,4%, sendo que
todas as amostras foram negativas na semi nested-PCR para BoHV-1 evidenciando
a importancia principalmente de U. diversum e M. bovigenitalium na etiologia da
VVG. Além de demonstrar a grande frequéncia de U. diversum em casos clinicos de
VVG e a sua ampla distribuigio uma vez que foi o Unico micro-organismo
diagnosticado nos trés rebanhos avaliados. Os resultados obtidos em nosso estudo
foram semelhantes aos demonstrados por autores no Brasil (OLIVEIRA FILHO et al.,
2005; BUZINHANI et al., 2007; GAMBARINI et al., 2009; SANTOS et al., 2013), cuja
frequéncia das espécies do género Mycoplasma spp. foi baixa, havendo maior
prevaléncia de amostras positivas para U. diversum isoladas de vacas com
disturbios reprodutivos e VVG. Esses resultados demonstraram que ambos os micro-
organismos podem estar envolvidos nas vulvovaginites e em suas consequéncias
como mortalidade embrionaria, observadas nos trés rebanhos bovinos.

No presente estudo, bactérias do género Mycoplasma foram identificadas
tanto em infecgdes singulares quanto mistas sendo possivel a determinagdo da
espécie (M. bovis e/ou M. bovigenitalium) em todas as amostras positivas.
Nascimento et al. (2005), avaliaram amostras de muco vulvovaginal de 14 vacas que

apresentavam sinais clinicos de patologias reprodutivas e isolaram Mycoplasma spp.
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em 8 (57,1%) das amostras, sendo que a caracterizagdo da espécie somente foi
possivel em uma das amostras, sugerindo a presenga de espécies nao patogénicas
presentes na microbiota do trato reprodutivo bovino entre os isolados. Mulira et al.
(1992) isolaram 62,5% (65/104) U. diversum e 17,5% (18/104) de Mycoplasma spp.
a partir de swabs vulvovaginais. Chandra et al. (2010) isolaram U. diversum e
Mycoplasma spp em 10,3% (14/136) e 8% (11/136) respectivamente. Resultados
positivos para U. diversum com taxas variando de 38,7 a 41,67% foram obtidos na
Costa Rica, Franga e no Brasil por meio de cultivo bacteriologico (LEON et al., 1994;
Le GRAND et al., 1995; CARDOSO et al., 2000a; OLIVEIRA FILHO et al., 2005).
Desta forma, as taxas de positividade para U. diversum e Mycoplasma obtidas em
nosso estudo foram superiores aos resultados apresentados nestes estudos que
incluiram como método de diagndstico apenas o isolamento e cultivo bacterioldgico.
Esta alta deteccdo pela técnica molecular evidencia a importancia do
desenvolvimento e implantagao desta técnica para o diagnostico etiolégico de micro-
organismos fastidiosos como Mollicutes, além de reduzir o tempo necessario para o
diagndstico final, contribuindo com a antecipacdo na adocdo de medidas de
tratamento, controle e profilaxia das infec¢des genitais ocasionadas por esses micro-
organismos.

A identificacdo de Mollicutes por meio de PCR genérica em nosso estudo
alcangou taxas superiores (80,6%) as obtidas por Buzinhani et al. (2007) e Santos et
al. (2013) que, utilizando primers genéricos GPO3 e MGSO, descritos por Van
Kuppeveld et al. (1992), identificaram Mollicutes em 63,4 e 65,6% das amostras,
respectivamente. A PCR desenvolvida por Chavez Gonzalez et al. (1995) para a
identificacdo de M. bovis a partir de swabs nasais de bezerros com pneumonia foi
utilizada por Buzinhani et al. (2007), que identificaram o micro-organismo em 9,8%
das amostras de swabs vaginais avaliadas. Uma reagdo de PCR simplificada foi
desenvolvida por Higuchi et al. (2010) para a triagem rapida de mastite causada por
micoplasmas em bovinos leiteiros. O sistema possibilita a identificacdo de 7 espécies
de micoplasmas incluindo M. bovis e M. bovigenitalium. Ghanem et al. (2013)
utiizando a PCR simplificada em swabs vaginais de vacas identificaram M.
bovigenitalium em 7,4% das amostras. Entretanto, Lysnyansky et al. (2009)
obtiveram taxas superiores (55%) para M. bovigenitalium em swabs vulvovaginais,
empregando reagcdo de PCR descrita por Volokhov et al. (2006). Cardoso et al.

(2000b) desenvolveram ensaio de nested-PCR para identificagcdo de U. diversum a
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partir de swab vulvovaginal de vacas e identificaram o agente em 52,9% (89/168)
das amostras analisadas. Posteriormente, a técnica desenvolvida por Cardoso et al.
(2000Db) foi utilizada em outros estudos que relataram frequéncias de 7,4 a 38% de
amostras positivas para U. diversum (BUZINHANI et al., 2007; SMITH et al., 2012;
ARGUE et al., 2013; GHANEM et al., 2013; SANTOS et al., 2013; GAETI et al,,
2014). Os ensaios de nested-PCR especifica empregadas em nosso estudo
possibilitou a identificagdo de M. bovis (6,4%), M. bovigenitalium (35,4%) e de U.
diversum (83,8%) em valores semelhantes ou superiores aos apresentados nestes
estudos que utilizaram técnicas moleculares (PCR e nested-PCR) para identificacéo
de bactérias da classe Mollicutes a partir de swabs vaginais de vacas com VVG e
disturbios reprodutivos.

Até o momento ndo ha descrigdo de PCR genérica com primers consensuais
para amplificacdo de fragmentos do genoma dos Mollicutes, seguida de nested-PCR
utilizando pares de primers internos especificos para as espécies de M. bovis, M.
bovigenitalium e U. diversum, principalmente a partir de amostras biolégicas como
swabs vaginais. A técnica de PCR genérica e nested-PCR espécie especifica
possibilitou o rapido diagndstico dos trés principais patégenos bacterianos
envolvidos em infecgdes genitais singulares e mistas em vacas com vulvovaginite.
Os resultados obtidos das amostras de swabs colhidos em vacas com VVG
demonstraram a presencga dos patégenos em rebanhos bovinos de corte e leite e
sistemas distintos de reprodugao (TE/IATF/IA). A frequéncia de amostras positivas
sugere que essas infecgdes possam estar amplamente distribuidas nos rebanhos
brasileiros, considerando que foram identificadas amostras positivas em rebanhos
das regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil. Estudos tém indicado que a PCR e
nested-PCR sao mais sensiveis para a detec¢cao de Mycoplasma spp. e U. diversum
quando comparada a técnica de cultivo e isolamento (CARDOSO et al., 2000b;
BUZINHANI et al., 2007). A dificuldade para identificagdo desses micro-organismos
por meio de técnicas de isolamento e cultivo bacteriolégico, tém estimulado a
implementacgéo de técnicas mais rapidas, sensiveis e especificas para o diagnéstico
de Mycoplasma e Ureaplasma a partir de amostras clinicas. O método de
diagndstico desenvolvido podera ser utilizado em amostras biolégicas como swabs
vaginais, o que possibilitara ampliar os dados sobre o envolvimento dessas bactérias
em bovinos com disturbios reprodutivos e VVG, além de evidenciar a ocorréncia de

infeccoes mistas.
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4 CONCLUSOES

metodologia molecular desenvolvida nesse estudo, constituida por uma PCR
genérica seguida de uma nested-PCR espécie-especifica, possibilitou o
diagndstico etiolégico de M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum de forma
rapida e especifica a partir de amostras clinicas obtidas de fémeas bovinas
com VVG;

utilizacdo de uma PCR genérica para amplificagéo primaria de um fragmento
presente em genes conservados em Mollicutes e de um sistema de nested-
PCR, com a amplificagao de produtos internos, possibilitou a obtencdo de
taxas de resultados positivos para M. bovis, M.bovigenitalium e U. diversum
em swabs vaginais de vacas com vulvovaginite semelhantes ou superiores as

descritas na literatura;

s resultados das analises por nested-PCR dos swabs obtidos de vacas com
vulvovaginite que foram incluidos nesse estudo demonstram que as infecgdes
por M. bovigenitalium e por U. diversum estdo presentes em rebanhos
bovinos de corte e leite das trés regides geograficas avaliadas (sul, sudeste,
centro-oeste), independentemente da biotecnologia de reprodugdo adotado
(IA/IATF/TE).
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APENDICE A

Protocolos e técnicas

e PCR para amplificagdo da regidao do espacgo intergénico (ITS) e parte dos
genes ribossomais 16S e 23S dos Mollicutes.

- Mix de PCR

Reagentes Vo(l:lr:;es
Buffer 10 x (pH 8,4) 5
MgCl; 1,5
dNTP (2,5 mM) 4
Primer Forward (20 pmol) 1
Primer Reverse (20 pmol) 1
Platinun®Taqg DNA Polymerase (2,5 U/ulL) 0,5
Agua DEPC 32
DNA extraido 5
Volume final 50

e Para a amplificagdo dos M. bovis, M. bovigenitalium e U. diversum foi
utilizado o mesmo protocolo de mix na nested-PCR, diferindo apenas nos
primers especifico para cada espécie.



66

- Mix de nested-PCR

Reagentes Volumes
(uL)
Buffer 10 x (pH 8,4) 5
MgCl; 1,25
dNTP (2,5 mM) 4
Primer Forward (20 pmol) 1
Primer Reverse (20 pmol) 1
Platinun®Taq DNA Polymerase (2,5 U/uL) 0,3
Agua DEPC 36,45
Produto da PCR 1
Volume final 50

e Esquema do programa de PCR da regidao genémica compreendendo o
espacgo intergénico (ITS) e parte dos genes ribossomais 23S e 16S dos
Mollicutes e nested-PCR utilizado para M. bovis, M. bovigenitalium e U.
diversum.

nested-PCR especifica para M. bovis,

PCR generica - Mollicutes M. bovigenitalium e U. diversum

Desnaturagdo inicial (94°C / 5 min) Desnaturacéo inicial (94°C / 5 min)

35 ciclos (94°C / 1 min; 55 °C / 1 min; 72°C 35 ciclos (94°C / 1 min; 58 °C / 1
/1min) min;72°C/1min)

Extensao final (72°C / 7 min) Extensao final (72°C / 7 min)
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APENDICE B
Figura 5

Figura 5 — Fotoducomentagao, eletroforese em gel de agarose 2%, dos produtos da
nested-PCR especifica utilizando um par de primers interno para cada
espécie bacteriana pesquisada. Coluna 1: padrao 123 pb. Colunas 3 e 4:
U. diversum (isolado clinico / swab vaginal). Colunas 6 e 7: M.
bovigenitalium (isolado clinico / swab vaginal). Colunas 9 e 10: M. bovis
(isolado clinico / swab vaginal). Colunas 2, 5 e 8 controle negativo.

492 phb
369 pb
246 pb

123 pb

Fonte: O préprio autor
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ANEXO A

Lista de reagentes

Acetona, P.A. (CH3COCHs) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido bérico (HsBO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sédico - EDTA, P.A. (C1oH14N2OgNay2H,0)
P.M. 372,24 (Reagen®)

. Agarose (Invitrogen™ Life Technologies)

B wnh -

5

6. Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®)

7. Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

8. Azul de bromofenol (Sigma®)

9. Bicarbonato de sédio P.A. (NaHCO3) P.M. 84,01 (Biotec®)

10.BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster city,
EUA)

11.Brometo de etidio (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

12.Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl,) (Invitrogen Life Technologies®)

13.Cloreto de potassio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

14. Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, CO., EUA)

15.Cloreto de sddio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

16.Diéxido de silica (SiO;) P.M. 60,08 (Sigma®)

17.DNA Ladder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies™)

18.dNTP Set (100 mM), 4 x 250 pL; 25 ymol cada (100 mM dATP solution, 100 mM
dCTP solution, 100 mM dGTP solution, 100 mM dTTP solution) (Invitrogen Life
Technologies™)

19.Dodecil sulfato de sodio — Lauril Sulfato de Sodio — SDS (C12H25Na04S) P.M.
288,38 (Synth®)

20.Fosfato de sédio dihidratado (Na,HPO4 . 2H,0) P.M 177,99 (Merck®)

21.Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO, . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

22.Fosfato de sédio dibasico anidro (NazHPO4) P.M. 141,96 (Synth®)

23.Glicose (CgH1206) P.M. 180,16 (Reagen®)

24.Hidroxido de sédio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

25. Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)

26.Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL®
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27.Metanol, P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

28. Oligonucleotideo iniciador (primer) MolliFw1 (forward; 5-
CCGTCAAACYATGGGAGC - 3; [nt] 1-20); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

29. Oligonucleotideo iniciador (primer) MolliRv1 (reverse; 5'-
GTGYCCCGCCMTACTCAGG - 3’; [nt] 847-866); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

30. Oligonucleotideo iniciador (primer) MybovisFw2 (forward, 5'-
GTACACTTGTCTTTTATCACTATA - 3’; [nt] 1-20); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

31.Oligonucleotideo iniciador (primer) MybovisRv2 (reverse; 5'-
AAGGTATCTCGCTTTATGTCCT - 3’; [nt] 488); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

32.0Oligonucleotideo iniciador (primer) MygenitFw3 (forward; 5'-
CGTATTGATTCATCGAGTAAT - 3% [nt] 1-20); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

33. Oligonucleotideo iniciador (primer) MygenitRv3 (reverse; 5'-
ATGGTGTCTCGCTCGACT - 3% [nt] 296); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

34.0ligonucleotideo iniciador (primer) UdivFw4 (forward; 5'-
TGGTCGGATTCTATTTAGTT - 3°; [nt] 1-20); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

35. Oligonucleotideo iniciador (primer) UdivRv4 (reverse; 5-
TGGCTACTGAGATGTTTCAC - 37 [nt] 404); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

36. Oligonucleotideo iniciador (primer) P3 (forward; 5- GCTGTGGGAAGCGGTACG
- 3"; [nt] 351-368); 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

37.0ligonucleotideo iniciador (primer) P4 (reverse; 5'-
GTCGACTATGGCCTTGTGTGC - 3°; [nt] 817-796); 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

38. Oligonucleotideo iniciador (primer) P5 (forward; 5'-
ACGGTCATATGGTACAAGGACAGCG - 37; [nt] 394-422); 200 pmol (Invitrogen

Life Technologies®)
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39.PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies™)
40.PCR DNA and Gel Band Purification (Invitrogen Life Technologies™)

41.Platinum Taq DNA Polymerase 500 units (Invitrogen Life Technologies™)

42.Proteinase K (Fungal) 100 mg/mL - 20 mg/mL (GibcoBRL, invitrogen Life
Technologies™)

43.QuantIT ™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies™)

44.Sacarose, P.A. — sucrose (C12H22011) P.M. 342,31 (Reagen®)

45, Triton x-100 (J.T. BAKER®)



ANEXO B

Solugbes e Tampdes

e Diluigao de dNTP
- Solugao estoque (100 mM) — 250 uL de cada dNTP

- Solugao uso (10 mM) — 10 ulL da solugao estoque + 90 uL de agua ultrapura

e Gel de agarose 2%

- 0,5-1 g agarose

- 50 mL de tampao TBE 1x
- 25 UL de brometo de etidio

e Hidratacao da silica

- 60 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 mL de agua bidestilada autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por succéo, desprezar 450 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Ajustar o pH (pH 2,0) com HCI fumegante

- Aliquotar

e Proteinase K

- Proteinase K 100 mg

- Agua bidestilada autoclavada q.s.p. 5 mL
- Aliquotar em tubos de 1,5 mL

- Armazenar a temperatura - 20°C

e SDS 10%
- 5 g de dodecil sulfato de sédio — Lauril sulfato de sddio — SDS (C12H25Na04S)
- Agua bidestilada q.s.p. 50 mL
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e Solucao L6

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

-22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 mL de Triton x100

e Solugao L2
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

e Tampao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- Azul de bromofenol 0,25%

- Sacarose — sucrose (C12H22011) 45%

- Agua bidestilada q.s.p.100 mL

e Tampao de corrida — TBE (Tris — Acido bérico — EDTA) 10x
- Tris 107,78 g

- Acido bérico 55,03 g

-EDTA7,45¢

- Agua bidestilada q.s.p. 1 litro

- Ajustar o pH (pH 8,4)

e Tampao salino fosfato (PBS) pH 7,2

- 137mM cloreto de sédio (NaCl)

- 3mM cloreto de potassio (KCI)

- 8mM fosfato de sédio dibasico (Na,PHO4)
- Agua bidestilada autoclavada q.s.p. 1L
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ANEXO C

Protocolos e Técnicas
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e Extracdo do acido nucleico pela associacao das técnicas SDS 10%,
Proteinase K e silical/isotiocianato de guanidina, descrito por Boom et al.

(1990).
Suspenséo swabs vulvovaginais
- swabs vulvovaginais
- 500 yL de PBS
- Homogeneizar em vortex
- Centrifugar a 1500 x g / 15 min a 4°C
- Utilizar 250 pL do sobrenadante para extragao

Extracdo do acido nucleico

Fase | — SDS 10% e proteinase K

- 250 puL da suspenséao swab vulvovaginal
- Adicionar 50 uL de SDS 10%

- Adicionar 10 uL de proteinase K

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56 °C / 30 min

- Centrifugar 10.000xg /30 s

Fase Il — Silica / isotiocianato de guanidina

- Adicionar 500 uL da solugao L6

- Adicionar 25 uL de silica hidratada

- Homogeneizar em vortex

- Agitar em temperatura ambiente / 30 min
- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solu¢cado contendo NaOH 10 M

- Adicionar 500 pL de solugéo L2



- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solugcdo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 pL de solugéo L2

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solu¢cado contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1000 pL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 pL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 puL de acetona P. A. gelada

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em termo bloco a 60°C (aproximadamente 2 min)
- Adicionar 50 uL de agua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C / 15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 13.000 x g / 4 min

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 uL

- Estocar -20°C até a utilizagcéo
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e Semi nested-PCR para amplificagdo da sequéncia do gene que codifica a

glicoproteina D ( gD) do envelope do BoHV-1.

- Mix de pré desnaturacao

Reagentes Volumes
(L)

Primer P3 (20 pmol) 1

Primer Pa (20 pmol) 1

Agua DEPC 3

DNA extraido 5

Volume final 10

- Mix de PCR

Reagentes Vo(l:lr_r)\es
Buffer 10 x (pH 8,4) 5
MgCl, 1,5
dNTP (2,5 mM) 4
Primer P3 (20 pmol) 1
Primer P4 (20 pmol) 1
Platinun®Taqg DNA Polymerase (2,5 U/ulL) 0,5
DMSO 8% 3,2
Agua DEPC 28,8
Produto da desnaturagao 5
Volume final 50
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- Mix de Semi nested-PCR

Reagentes Volumes
(L)
Buffer 10 x (pH 8,4) 5
MgCl, 1,5
dNTP (2,5 mM) 4
Primer P3 (20 pmol) 1
Primer P4 (20 pmol) 1
Platinun®Taqg DNA Polymerase (2,5 U/ulL) 0,5
DMSO 8% 3,2
Agua DEPC 30,8
Produto da PCR 3
Volume final 50

e Esquema do programa de Semi nested-PCR para amplificagdao da sequéncia
do gene que codifica a glicoproteina D ( gD) do envelope do BoHV1.

5 uL DNA extraido

5 yL Mix Desnaturacéo

\

98°C / 7 min
v

adicionar 45 pL do Mix PCR

\

adicionar 47 uL do Mix SN-PCR

v

Ciclos:
PCR e SN-PCR
Desnaturacéo inicial (94°C / 4 min)
40 ciclos (94°C / 1 min; 60 °C / 1 min; 72°C / 1min)
Extenséo final (72°C / 7 min)

Volume final 50 uL de amplicon
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Eletroforese em gel de agarose a 2%

- 1 g de agarose

- 50 mL TBE buffer (Tris 89 mM; acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4

- 25 uL de brometo de etidio (0,5 ug / mL)

- Sao utilizados 5 uL do amplicon e 1 - 2 uL do tampao de amostra. A eletroforese
sob voltagem (100 V) e amperagem (80 A) constantes ocorre em aproximadamente
50-90 min.

Purificagao de produto de PCR excisado do gel

Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL;
Adicionar 3 pL do Gel Solubilization Buffer (L3) para cada 1 mg de gel;
Incubar o tubo a 50°C /15 min, homogeneizando a cada 3 min;
Centrifugar a 12.000 x g / 30s;

Transferir amostra solubilizada para um tubo coletor com coluna;
Centrifugar a 12.000 x g / 1min;

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo;

© N o o bk wDdhd =

Adicionar 500 uL do Wash buffer (W1) na coluna com tubo coletor;

9. Centrifugara 12.000 x g/ 1 min;

10. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo;
11.Centrifugar a 12.000 x g / 1-2 min;

12.Descartar o filtrado e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL.
13. Adicionar 30 uL do Elution buffer (E5);

14.Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

15. Centrifugar a 12.000 x g / 1 min.

16.Proceder com a etapa de quantificagdo ou estocar o fragmento de DNA
purificado a -20°C.

¢ Quantificacao de produto de PCR

1. Preparar a solugdo Quant-iT™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT™
em Buffer Quant-iT™ 1:200. S30 necessarios 200 uL desta solugdo por amostra e
para os padroes 0 e 100;

2. Homogeneizar em vortex;

3. No microtubo das amostras adicionar 198 pL da solucdo Quant-iT™ Working
Solution a 2 uL do DNA purificado;
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4. No microtubo do padrdo 0 adicionar 190 pL da solugdo Quant-iT™ Working
Solution a 10 pL do padréo 0;

5. No microtubo do padrdo 100 adicionar 190 uL da solucéo Quant-iT™ Working
Solution a 10 pL do padrao 100;

6. Homogeneizar os microtubos em vortex por 2-3 s;
7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min;

8. Realizar a leitura usando Qubit™ fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies,
EUA):

9. Multiplicar pelo fator de diluicdo para determinar a concentracdo correta da
amostra.



ANEXO D

Lista de Softwares

Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)

BLAST - The Basic Local Alignment Search Tool

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi)

MEGA package software version 5.1

(http://www.megasoftware.net/)

BioEdit software version 7.0.8.0

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)

GeneRunner software 3.05

(http://www.generunner.net/)
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