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CAPITULO |

ASPECTOS RELACIONADOS A MICOPLASMOSE EM BOVINOS: FATORES
PREDISPONENTES PARA A OCORRENCIA E MANIFESTAGAO DA
SINDROME DA VULVOVAGINITE GRANULAR.

RESUMO

A queda dos indices reprodutivos € medida pela redu¢do no numero de bezerros
nascidos que reflete imediatamente na redugdo da producéo de leite e na
rentabilidade comercial da propriedade. A repercussdo administrativa € o
incremento das despesas de manutencdo com vacas secas, maiores taxas de
descarte e maior numero de doses de sémen por concep¢ao. Parametros
relacionados ao nivel de higiene do ubere e do sistema de ordenha e os critérios
ambientais globais como o controle na pressao de succao da ordenhadeira, o
sistema de ventilagdo para os animais assim como a higiene na sala de ordenha,
contribuem de forma satisfatéria para o controle de patdgenos transmissiveis
entre os animais de producdo. Estudo sobre monitoramento de rebanho
demonstrou que o tempo do intervalo de partos aumenta significativamente em
vacas de primeira lactagdo com vulvovaginite, mas a ocorréncia da lesdo nao
apresentou associagédo com os casos de descarte voluntario. Pesquisas sobre a
probabilidade de introdugéo de agentes infecciosos em rebanhos livres da doenca
identificaram que os fatores de risco significativos para esta disseminacao
estiveram relacionados com a devolugdo de animais que foram retirados para
comercializagdo, proximidade entre pastos de diferentes propriedades e
principalmente pela vestimenta do veterinario ou de visitantes. Ao analisar os
fatores de risco para a ocorréncia de determinada doenga as causas multifatoriais
sdo consideradas. As analises de regressao para identificar fatores de risco
normalmente consideram os efeitos multifatoriais e o desfecho. Assim, a
identificacéo do fator de risco consiste em comparar o padréo de distribuicdo das
variaveis dependentes entre os niveis de ocorréncia da doenca. O M. canadense
ainda é pouco conhecido nos processos patoldgicos da reprodugéo. O M. bovis é
altamente adaptado aos bovinos, porém ja foi isolado em amostras de bufalos,
pequenos ruminantes e humanos. O M. bovigenitalium foi relacionado com
patologias do sistema reprodutivo ha mais de trés décadas e foi considerado
como o agente primario da vulvovaginite. A vulvite granular promovida pelo U.
diversum foi demonstrada tanto em animais vacinados quanto nos nao vacinados.
O agente apresenta fatores de interagdo celular, a habilidade de se ligar a
superficie de membrana do hospedeiro e ainda mecanismos bioldgicos de escape
a resposta imunologica apresentada pelo hospedeiro.Tanto animais jovens quanto
adultos sdo susceptiveis. A transmissdo ocorre pela introducédo de animais
portadores, sémen contaminado e contato com as secrec¢des genitais de animais
infectados.

Palavras-chave: Bovino, ordenha, reproducao, Ureaplasma diversum.



17

ABSTRACT

The reduction of reproductive rates is measured by the reduction in the number of
calves born that immediately reflected in the reduction of milk production and
profitability of commercial property. The effect is the increased administrative costs
of maintenance with dry cows, higher rates of rejection and a higher number of
doses of semen for conception. Parameters related to the level of hygiene of the
udder and the milking system and environmental criteria as the overall control on
the suction pressure of the milking, the ventilation system for livestock and
hygiene in the milking parlor, contribute to the satisfaction of the control of
pathogens transmissible among livestock. Study on monitoring the herd showed
that the time of calving interval increases significantly in the first lactation cows
with vaginitis, but the injury was not associated with cases of voluntary discharge.
Research on the likelihood of introduction of infectious agents into herds free of
the disease found that the significant risk factors for this spread were related to the
return of animals that were removed for marketing, proximity between pastures of
different properties and especially the clothing of a veterinarian or visitors. When
analyzing the risk factors for the occurrence of a disease the causative factors are
considered. Regression analysis to identify risk factors usually consider the
multifactorial effects and outcome. The identification of the risk factor is to
compare the pattern of distribution of the dependent variables between the levels
of occurrence of the disease. Infections with mycoplasma (Mollicutes) in farm
animals, have historical importance and continuing today interfering with livestock
productivity. The M. Canadense is still little known in the pathological processes of
reproduction. The M. bovis is highly adapted to cattle, however has been isolated
in samples of buffalo, small ruminants and humans. The M. bovigenitalium was
related to diseases of the reproductive system for more than three decades and
was considered as the primary agent of vaginitis. The granular vulvitis sponsored
by the U. diversum was demonstrated both in animals vaccinated as in
unvaccinated. The agent has to interact with cellular factors, the ability to bind to
the surface membrane of the host and even biological mechanisms to escape
immune response submitted by host.Young animals and adults are susceptible.
Transmission is by the introduction of carrier animals, semen and contact with
infected genital secretions of infected animals.

Key-words: Bovine, milking, reproduction, Ureaplasma diversum.
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ASPECTOS RELACIONADOS A MICOPLASMOSE EM BOVINOS: FATORES
PREDISPONENTES PARA A OCORRENCIA E MANIFESTAGAO DA
SINDROME DA VULVOVAGINITE GRANULAR.

1. CONSIDERAGOES GERAIS

O sistema agro-industrial do leite no Brasil é considerado um dos mais
importantes do pais, principalmente devido a sua grande participagcdo no ambito
social e na melhoria de qualidade de vida do cidad&o. A cadeia produtiva do leite
movimenta anualmente cerca de US$10 bilhdes, emprega 3 milhdes de pessoas
das quais, mais de 1 milhdo s&o produtores, administrando um dos maiores
rebanhos do mundo, com grande potencial para abastecer o mercado interno e
exportar. Neste processo de expansao, trés importantes fatores modificaram o
perfil do setor leiteiro nacional, principalmente na ultima década: O aumento da
producdo, a redugdo do numero de produtores e o decréscimo dos pregos
recebidos pelos produtores.

Ao ser classificado como o sexto maior produtor de leite bovino, pela
Food and Agriculture Organization (FAO), em 2004, o Brasil passou a ocupar uma
importante posicdo mundial, participando da lista dos dez primeiros e nas
Américas perdendo somente para os Estados Unidos, que foi considerado o maior
produtor de leite, em 2005, com aproximadamente 15% da produgédo mundial
(COSTA, 2005). O IBGE disponibiliza o registro de maior indice produtivo ocorrido
em 2005, de 1.191 litros por vaca ordenhada/ano (IBGE, 2005). Apesar desta
expressiva producgéo de leite, quando comparado aos demais paises a média da
produtividade do Brasil (1.137 litros/vaca/ano), foi considerada menor que a dos
Estados Unidos, Canada, Argentina e Uruguai (COSTA, 2005). Entretanto, nas

condi¢des produtivas locais em 2007, o Brasil produziu 25 milhdes de toneladas
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de leite de vaca, atingindo aproximadamente 4,8% da produgdo mundial
(SANTOS et al. (2009). PONCHIO et al. (2004) citaram que no periodo de 1961 a
2003 os dados da FAO mostraram taxa de crescimento de 3,38% ao ano na
producéo leiteira no Brasil, e FERNANDES et al. (2004) afirmaram que somente
na década de 90, a producgéo de leite do Brasil cresceu 36,5%, concentrando-se,
principalmente, nas regides Sul e Sudeste, as quais sao responsaveis,
aproximadamente, por 70% da producdo nacional. Estes autores avaliaram a
evolugdo da pecuaria leiteira nas diversas regides do Pais, com excecgédo da
Regido Norte por sua baixa expressividade que representa apenas 5% da
producdo nacional, e perceberam que os maiores incrementos de producéo
ocorreram nas Regides Centro-Oeste (81,3%) e Sul (50,3%), indicando que a
atividade leiteira se desenvolveu mais, neste periodo, nestas duas regides.

A analise obtida por Estados da Federagado, revela que dentre os
maiores produtores de leite, destacam-se os trés estados da Regido Sul, dois da
Regido Sudeste e um da Regido Centro-Oeste. Destes, os que apresentaram
maior incremento percentual na producéo de leite foram em primeiro lugar Goias
(104,65%), seguidos do Parana (55,10%) e Santa Catarina (54,23%)
(FERNANDES et a., 2004). Em termos gerais a produtividade média por regiéo,
em 2006, destacou o Estado de Goias com 9,86 litros/vaca em lactacao/dia,
seguidos de Minas Gerais (12,32), Parana (18,91) e Rio Grande do Sul (18,77),
adotando-se para este calculo a conversdo da produgdo anual para produg&o por
periodo de lactacdo de 10 meses (LOPES, 2007).

Os dados do IBGE mostram que o rebanho brasileiro aumentou de
153.058.275 para 199.752.014 de cabecgas, que o numero de vacas ordenhadas

foi reduzido e mesmo assim a producgéo total cresceu 7,1 milhdes de litros no
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mesmo periodo. Isto significa que a produtividade media em litros por vaca por
ano aumentou chegando a 9,96% de crescimento total (PONCHIO et al., 2004).
Este cenario da pecuaria leiteira, que coincide com tendéncias também
verificadas em outras atividades agropecuarias, apresenta a redugdo do numero
das unidades de producgao (vacas leiteiras) e o aumento da produtividade (volume
de leite por lactacao) (MASSUQUETO et al., 2007). Por outro lado, esse aumento
da produtividade tem sido associado a maior incidéncia de enfermidades (BUENO
et al., 2006), que podem levar a prejuizos econbmicos para o produtor; leite com
maiores riscos de presenca de residuos de antibidticos e a percep¢ao negativa da
atividade leiteira junto a populagdo. As mudancgas da economia e a abertura do
mercado brasileiro trouxeram maior concorréncia para os elos da cadeia do leite,
vindo a exigir maior eficiéncia produtiva e qualidade. Os diferentes fatores da
producdo de leite atuam e se interrelacionam de maneira diversa nos varios
sistemas de producgéo e, conseqiientemente, podem ser considerados mais ou
menos importantes, dependendo do sistema adotado (KRUG, 2001). Os principais
fatores que interfere nos sistemas sio alimentacéo, custos de producgéo, padrao
genético, assisténcia técnica, gerenciamento e sanidade (SILVA & ROMERO,
2009).

Fatores relacionados ao animal, ao meio ambiente e aos
procedimentos de manejo comprometem a saude reprodutiva das fémeas e
consequentemente ocorre a redugéo da produtividade (SOUZA, et al., 2005), mas
o desequilibrio na sanidade do rebanho, em particular as infecgbes que direta ou
indiretamente comprometem o trato reprodutivo da fémea e do macho, assim
como o desenvolvimento do embrido e do feto, representa a principal interferéncia

na eficiéncia reprodutiva e produtiva dos rebanhos bovinos de aptidao leiteira
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(JUNQUEIRA et al., 2006). O controle reprodutivo destes animais deve ser feito
através do acompanhamento rotineiro, levando em consideracdo todas as
ocorréncias reprodutivas ao longo de sua histéria. Este controle tem como
finalidade, principalmente, conhecer o intervalo de partos das vacas, identificar
aquelas que repetem estros, suspeitar da influéncia do touro ou do sémen sobre a
fertilidade do rebanho, observar a ocorréncia e freqiiéncia de abortos, bem como
conhecer a data de cobertura, paricdo e secagem. Acompanhar a vida reprodutiva
das vacas € de extrema importancia, pois problemas e ineficiéncias poderao ser
detectados e corrigidos, aumentando assim a produtividade na atividade leiteira
(FERNANDES et al., 2004).

Fatores de risco predisponentes aos processos infecciosos do aparelho
reprodutivo sdo manejo pré-parto inadequado, disturbios endocrinos e
nutricionais, condi¢gbes sanitarias precarias, infecgdes pos-paricdo (ANDRADE, et
al., 2005), fatores ambientais de estresse, especialmente o calérico (FERREIRA &
FERNANDES, 2000) ou de exposicdo a microrganismos potencialmente
patogénicos adquiridos principalmente durante a estagcdo de monta (GAMBARINI
et al., 2009) .

A mastite e a vulvovaginite s&o disturbios sanitarios que direta ou
indiretamente refletem na eficiencia reprodutiva. Estas enfermidades s&o
geralmente de transmissao horizontal mas podem também estar associadas a
deficiéncias ou problemas humanos como maus habitos higiénicos e modo de
tratar os animais, a higienizacao e manutencéo dos equipamentos de ordenha, ao
local onde os animais permanecem e circulam, ao patogenos e fatores que
favorecem a sua presenca dos animais, como lesdes dos tetos, a agua usada

para lavar equipamentos e preparar solugbes de limpeza, de tal maneira que no
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rebanho com desordens reprodutivas, todos esses itens devem ser analisados
para determinar a causa ou as causa predisponentes (DEL FAVA et al., 2003).

A implantagdo de programas sanitarios no rebanho bovino leiteiro,
cujas medidas preventivas consistem no controle de transito de bovinos,
inseminacgao artificial com sémen livre de patdégenos e monitoramento semestral
das enfermidades, possibilita a prevencao destas enfermidades. Por outro lado, a
presenca do agente no ecossistema da propriedade e os fatores de risco
associados favorecem a disseminacédo destas enfermidades no rebanho, sendo
necessario associar praticas de manejo sanitario e zootécnico para evitar a
disseminagao e o contagio.

A eficiéncia reprodutiva do rebanho é um dos componentes mais
importantes no desempenho econémico da propriedade de produgcdo de leite
(LEITE et al., 2001). Se a vaca permanece vazia por periodo muito prolongado,
mesmo que continue produzindo leite, o volume produzido se torna cada vez mais
reduzido (RAJALA-SCHULTZ & GROHN, 1999). A queda dos indices
reprodutivos é medida pela redugédo no numero de bezerros nascidos que reflete
imediatamente na reducédo da producao de leite e na rentabilidade comercial da
propriedade (GROHN & RAJALA-SCHULTZ, 2000). A repercussdo administrativa
€ o incremento das despesas de manutengdo com vacas secas, maiores taxas de
descarte e maior numero de doses de sémen por concepcao (LEITE et al., 2001).
O ganho potencial resultante do investimento na taxa reprodutiva € cinco vezes
maior que o esperado pelo aumento da qualidade do leite e trés vezes maior que
o esperado pelo melhoramento genético, sendo apenas inferior aos ganhos que
podem ser obtidos pela melhoria na nutrigdo. Ou seja, investir em produtividade,
associando tecnologia, manejo e sanidade ainda € a forma mais inteligente de
administrar um unidade de producdo (FERNANDES et al, 2004).

Entretanto até mesmo os investimentos em tecnologia devem ser
medidos quanto aos impactos sanitarios no rebanho leiteiro. Com o propoésito de
aumentar a produtividade, sistemas automaticos de ordenha foram desenvolvidos.
Gradualmente, ao longo dos ultimos anos esta técnica de ordenha tem se tornado
rotina na grande maioria das propriedades. A integracao destes sistemas exigem

porém, atencdo para com o planejamento da ordenha. Neste sentido, maiores
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investigacdes sobre a producéo de leite com boa qualidade e o desenvolvimento
de técnicas higiénicas para possibilitar a desinfecgéo e tratamento dos tetos, pode
minimizar assim a propagacé&o de patdgenos entre os animais que compartilham o
mesmo sistema (ROSSING & HOGEWERF, 1997). Com a propagacdo desta
técnica, novas preocupagdes foram adicionadas para a manutengao da qualidade
sanitaria do leite e do rebanho. A relagdo entre as praticas de ordenha e a
diversidade de microrganismos que podem ser detectados como promotores de
disturbios reprodutivos nas fémeas de producgao, esta diretamente relacionada
com aspectos higiénicos e de manejo durante o processo. Estudos relatam a
importante associacdo entre o aumento dos indices produtivos e a maiores
incidéncias de disturbios sanitarios resultando em aumento nos custos de
producdo (EMANUELSON & OLTENACU, 1998). Parametros relacionados ao
nivel de higiene do ubere e do sistema de ordenha e os critérios ambientais
globais como o controle na pressao de sucgdo da ordenhadeira, o sistema de
ventilagdo para os animais assim como a higiene na sala de ordenha, contribuem
de forma satisfatéria para o controle de patdégenos transmissiveis entre os animais
de producéo (VERDIER-METZ et al., 2009).

Um fator preponderante para qualificar a eficiéncia produtiva é também
a deteccdo precoce e precisa do estro. E descrito que a eficiéncia reprodutiva
diminuiu em vacas mais velhas, nas vacas de alta producdo, e nas vacas que
pariram na estagdo seca. Portanto, o registro dos dados produtivos em planilhas
organizadas interferem positivamente no controle produtivo do rebanho
(COLEMAN et al., 1985).

Menor eficiéncia reprodutiva resulta em redugédo na producéao de leite,
tendo em vista que o periodo de lactagdo, na propriedade leiteira, sera mantido
elevado quando o intervalo entre partos for, fisiologicamente, cada vez mais
reduzido (RAJALA-SCHULTZ & GROHN, 1999). O papel do médico veterinario
tem impacto fundamental no desempenho reprodutivo real do rebanho leiteiro,
especialmente quando os diagnésticos falso-positivo ou falso-negativo
apresentam efeitos pronunciados no processo de descarte da vaca de produgéo
(COLEMAN et al., 1985).
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1.1. MANEJO E PRODUTIVIDADE

Em se tratando de produtividade, alguns fatores podem comprometer o
desempenho de um rebanho, mesmo que o elemento saude n&o seja 0 mais
relevante. O mau desempenho reprodutivo é descrito como uma das principais
causas para o descarte das vacas de produgdo (COLEMAN et al., 1985). O abate
de vacas de producdo é uma questdo complexa, pois muitos fatores estéo
envolvidos. Vacas leiteiras sdo abatidas por doenca aguda e infertilidade, ou seja,
falha reprodutiva € uma das principais razbes para o abate. No entanto, ao tomar
uma decisdo, o fazendeiro considera, pelo menos, cinco razdes principais para
este desfecho: Paridade, producédo de leite; estagio da lactagdo, estado de
concepgéo e ocorréncia de doencas (GROHN & RAJALA-SCHULTZ, 2000). Um
estudo sobre monitoramento de rebanho demonstrou que o tempo do intervalo de
partos aumenta significativamente em vacas de primeira lactacdo com
vulvovaginite, mas a ocorréncia da lesdo ndo apresentou associagdo com 0s
casos de descarte voluntario (BLUM et al. 2008).

O manejo adequado é fundamental para a produtividade leiteira, pois
dele depende os bons resultados conseguidos com os demais itens abordados
como alimentacao, higiene e sanidade e outros como genética e fator racial. Estes
fatores podem ser amenizados com o estabelecimento de boas praticas de
manejo, recomendados por MONTEIRO NOVO & SCHIFFLER (2006):

# Ordenha tranquila em horarios fixos;

= proporcionar conforto ao animal;

= mé&o-de-obra treinada;

= possuir agua de boa qualidade;

= evitar ordenhar entre 10 e 16 horas, quando a temperatura é mais alta;
» esterqueiras devem estar longe do local de ordenha;

= evitar que o animal deite logo apds a ordenha.

O equipamento de ordenha e o ato em si, seja mecanico ou manual,
podem influenciar direta ou indiretamente na saude da glandula mamaria. As
possiveis flutuagcdes no sistema de vacuo da ordenhadeira que proporcionam o
movimento de leite entre os copos coletores (teteiras), podem facilitar a difuséo de

microrganismos entre vacas e entre os quartos mamarios do mesmo animal. A
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ordenhadeira, a mao do ordenhador, praticas de higiene e lesdes nos tetos séo
fatores importantes que expdem a superficie dos tetos aos microrganismos
patogénicos contagiosos, sendo estes transmitidos de animais infectados para
nao infectados durante o processo de ordenha (AMARAL et al., 2004).

A anti-sepsia dos tetos apds a ordenha, a adogéo de linha de ordenha
com fornecimento de alimento durante e ap6s a ordenha e a higienizagédo do
equipamento de ordenha com agua quente e/ou treinamento dos ordenhadores
podem ser considerados possiveis fatores protetores para a eficiéncia produtiva
(SOUZA et al., 2005).

Segundo CASTRO (2006) para avaliar a propriedade, o rebanho e o
animal, devem ser considerados os seguintes elementos:

o Tipo de exploracgéo: Corte, leite e mista;

o tipo de criagédo: Confinada, semi-confinada e extensiva;

o utilizacdo de inseminacéo artificial: Com ou sem touro;

o numero de fémeas com idade = 24 meses;

o tamanho do rebanho;

o promiscuidade: Criacdo de ovinos/caprinos, equinos, suinos,
cées, aves;

o presenga, na propriedade, de animais silvestres (qualquer
um): Cervideos, capivaras e outros: Auséncia e presenca;

o destino de fetos abortados e placenta: Nao faz nada, alimenta
porco/céo, enterra, joga em fossa, queima;

o comprar reprodutores de qualquer origem;

o comprar reprodutores em exposicoes;

o comprar reprodutores em leildes e feiras;

o comprar reprodutores de comerciantes;

o comprar reprodutores de outras fazendas;

o abate de animais na propria fazenda;

o aluguel de pastos a outros;

o utilizac&o de pastos compartilhados;

o existéncia de areas alagadicas acessiveis ao gado;

o utilizac&o de piquetes de parigéo;

o existéncia de assisténcia veterinaria.
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Em relacdo ao animal, além dos paréametros reprodutivos,
comportamentais e manejo, deve-se verificar principalmente a presenca ou néo
de sinais clinicos e o diagnéstico laboratorial da infecgéo. Sistemas de ordenha,
quando mal projetados, deficientes em ventilagdo e drenagem apresentam
consequéncias danosas a saude da glandula mamaria e da vulva. Mudancgas de
temperatura e umidade que podem influenciar indiretamente na triade de fatores
determinantes (hospedeiro, agente e/ou meio ambiente) afetam a susceptibilidade
a mastite e vulvovaginite (PRESTES et al., 2002). Em relagdo ao ambiente, & de
grande importancia a observacao das fontes de infeccdo. Uma determinada fonte
pode ser formada por seres, tanto animados como inanimados, que albergam o

agente, e dos quais ele se transfere para o novo hospedeiro.

1.2. FATORES DE RISCO PARA DISTURBIOS REPRODUTIVOS

Na histéria natural das doencas, onde ainda ndo se considera a
interferéncia médica, a fase da susceptibilidade é identificada como a situagdo em
que nao é conhecido o diagndstico, porém ja € possivel estabelecer os fatores
predisponentes para que a doenga ocorra. Dependendo da existéncia ou nao
destes fatores — denominados entdo de Fatores de Risco ou de Protecao, alguns
individuos estardo mais ou menos propensos do que outros a determinadas
doencas. Os fatores de risco correspondem as circunstancias ambientais ou
populacionais, herdadas ou adquiridas que conferem maior probabilidade da
doenca ocorrer (PEREIRA, 2005).

Varios trabalhos tém sido realizados para verificar os fatores de risco
associados as infecgdes que comprometem a produtividade animal. Estudos
sobre fatores de risco para as infecgbes mamarias e genitais, bem como seu
impacto econdmico, foram realizados em paises de pecuaria leiteira desenvolvida.
Neles, a maioria dos rebanhos é composta por animais de alta producéo, criados
em sistemas de confinamento total ou parcial (SOUZA, et al. 2005). Avaliando
fatores de risco para a ocorréncia da mastite, pesquisadores detectaram que
vacas em regime semi-intensivo foram mais afetadas; as vacas tiveram maior
risco de aquisicdo de infecgdo da glandula mamaria durante a longa estacao

chuvosa, inicio da lactacdo, vacas mais velhas, vacas com varias parigdes,
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presenca de lesbes no Ubere, presenca de ectoparasitas e exposi¢cao a infecgbes
previas (BIFFA et al., 2005).

Em relagdo a contagem de células somaticas (CCS) foi constatado que
o aumento da CCS no leite foi influenciado principalmente por fatores
estressantes, dentre eles o calor, redugao da secrecéo lactea, estagio e ordem de
lactagdo avancados e principalmente quando houve infecgdo intramamaria
(BUENO et al., 2005).

Avaliando as condi¢cdes fisicas para fémeas de aptidao leiteira,
WILDMAN et al. (1982) relataram que a melhor eficiéncia produtiva foi expressada
pelas fémeas com escore corporal 2,5 e menor eficiéncia foi detectada nas
fémeas com escore corporal 3,3. Segundo os autores, animais com escore
corporal mais alto, ndo estariam convertendo a gordura corporal para a produgao
de leite. Por outro lado, os animais com maior producdo de leite apresentaria
menor taxa de concepc¢ao, devido ao estresse sofrido para os mecanismos de
convers&o ja citados (GABOR et al., 2008).

A analise dos possiveis patdgenos transmitidos, principalmente durante
a estacdo de monta, verificou-se que agentes causadores da Leucose, Lingua
azul, Febre catarral maligna, Brucelose, Tuberculose, Leptospirose,
Campilobacteriose, Tricomonose, Encefalite espongiforme e Micoplasmose sé&o
passiveis de serem transmitidas durante a estacdo de monta ou por sémen
contaminado. WENTINK et al. (2000) recomendam a aquisicdo de animais livres
da doenca, higiene dos manipuladores e cuidados na desinfeccao de
equipamentos utilizados nos procedimentos de inseminacgao artificial, mas alertam
que os riscos permanecem em virtude dos meios ambientais de transmisséo.

Pesquisas sobre a probabilidade de introdugcéo de agentes infecciosos
em rebanhos livres da doenca identificaram que os fatores de risco significativos
para esta disseminacao estiveram relacionados com a devolug&o de animais que
foram retirados para comercializagdo, proximidade entre pastos de diferentes
propriedades e principalmente pela vestimenta do veterinario ou visitantes (VAN
SCHAIK et al., 2002).

Estudando os fatores de risco para a sindrome da repeticdo de
servicos em vacas de leite, MOSS et al. (2002) descreveram que as vacas

maiores que cinco anos ou as primiparas, especialmente se tiveram bezerros
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natimortos e aquelas com cistos ovarianos e metrite sdo mais predispostas.
Verificaram também que os métodos para aumentar o pico de lactagdo
influenciaram negativamente para a repeticdo de servigos.

Varios sao os fatores estressantes que comprometem os indices
reprodutivos. Desde os ambientais como frio, calor, vento e umidade, quanto
aqueles relacionados ao manejo como, densidade animal, interagdo entre
espécies diferentes, manipulagéo ou transporte dos animais, mudanc¢a na rotina e
até traumas fisicos ou comportamentais (MOBERG, 1975). Pesquisas sobre a
relacéo entre o estresse térmico e a eficiéncia reprodutiva revelaram que o tempo
de duracdo e a intensidade do estro s&o significativamente influenciados pelo
calor. Métodos de resfriamento e uso da transferéncia de embribes foram
sugeridos, neste caso, para que os indices reprodutivos fossem mantidos
(JORDAN, 2003).

TILLARD et al. (2008) analisaram os fatores relacionados ao balango
nutricional e desordens sanitarias que poderiam influenciar no tempo para o
primeiro servigo e sucesso na concepg¢ao. O sucesso na concepgao ficou em
torno de 26 e 27%, e a incidéncia de doencgas relacionadas com a reproducao
entre 7,2 e 18,3%, nos animais observados. Através da avaliacdo do escore
corporal e de dados hematoldgicos, os autores verificaram que o escore corporal
nao apresentou influéncia sobre o tempo do primeiro servico e no sucesso da
concepgao. A retencao de envoltérios fetais apresentou influéncia negativa sobre
o0 parametro observado. Os autores verificaram também o impacto negativo da
importacdo de animais sobre o tempo de servico e sucesso na concepgao,

justificado em parte pelas dificuldades de aclimatacéo.

1.3. ANALISE ESTATISTICA APLICADA AOS FATORES DE RISCO

Ao analisar os fatores de risco para a ocorréncia de determinada
doencga o aspecto multifatorial deve ser considerado. As anadlises de regresséo
para identificar fatores de risco normalmente consideram os efeitos multifatoriais e

o desfecho. Assim, a identificacdo do fator de risco consiste em comparar o
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padrao de distribuicdo das variaveis dependentes entre os niveis de ocorréncia da
doenca (SARGEANT et al., 1998).

Embora a maioria das variaveis seja auto-explicativa, algumas
necessitam ser definidas para aumentar a compreensédo das informacgbes
coletadas. A variavel dependente (VD) mede o fenbmeno que se estuda e que se
quer explicar. Neste caso a doenca associada com a presenga do agente se torna
o elemento mais importante na mensuragéo epidemiologica, portanto, na analise
de um problema de eficiéncia reprodutiva, as variaveis dependentes consideradas
poderiam ser divididas em: Caracteristicas reprodutivas, como intervalo parto
concepcéao (IPC), intervalo entre parto e o primeiro estro (IPPE), intervalo entre
estros (IEE), intervalo de partos (IDP), idade ao primeiro parto (IdPP) e idade ao
primeiro estro (IdPE); e caracteristicas produtivas, como producao de leite (PL),
calculada com base na producéo diaria e corrigida para 300 dias, numero de crias
(NC) e longevidade em anos (L), considerada como a idade em que os animais
apresentaram o ultimo parto (LEITE et al., 2001).

As variaveis independentes (VI) sdo utilizadas para explicar a(s)
variavel (eis) dependente(s). Porém é preciso entender que mesmo encontrando
relacdo entre as variaveis isto, ndo necessariamente, significa relagdo causal
(CUNHA et al., 2006). Como variaveis independentes sao considerados aborto,
natimorto, distocia, retencéo de placenta e vulvovaginite (LEITE et al., 2001).

Os critérios de inclusdo envolvem todas as definicbes da populagao-
alvo identificavel além de outras definicbes de interesse relevante para a incluséo
no estudo, por exemplo, “fémeas bovinas em fase reprodutiva que apresentem
Sinais clinicos de vulvovaginite granular’. Os critérios de exclusédo que, em
simultdneo com os critérios de inclusdo, definem a populacdo de estudo, estéo,
geralmente, relacionados com aspectos que podem confundir os efeitos de
interesse da investigacao (fémea em puerpério) ou aspectos relacionados com a
seguranca ou incapacidade de acesso aos animais (SAMPAIO & MANCINI,
2007).

O grau de associacao entre duas variaveis é observado a partir da
analise da correlacdo. O coeficiente de correlacdo € uma mensuragao estatistica
que permite relacionar a variavel dependente com uma ou mais variaveis

independentes. Os coeficientes de correlacdo mais utilizados sdo de Pearson, de
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Sperman, de Kendall e o de Gamma. A correlagdo de Spearman estabelece a
mensuracdo nao parameétrica entre variaveis que permitem descrever relagdes
entre duas variaveis sem fazer nenhuma inferéncia sobre a distribuicdo de
frequéncia das variaveis (BOLBOACA & JANTSCHI, 2006). A correlacdo de
Spearman é utilizada como uma ferramenta para indicar o grau de concordancia
da variabilidade espacial obtida em diferentes tempos. A correlagdo de Spearman
baseia-se na ordenacdo de duas variaveis sem qualquer restricdo quanto a
distribuicdo de valores. Este método apresenta trés vantagens distintas
relativamente ao método paramétrico: Nao assume que todos os erros ocorrem
na direcdo de Y; ndo assume que todos os erros sao normalmente distribuidos e
o resultado ndo é afetado pela presenca de valores aberrantes (NUNES &
CAMOES, 2005).

Outro sistema de anadlise é utilizado quando o propésito € o
delineamento observacional. Neste modelo, trés ou mais casos da historia natural
da doencga ou anormalidade s&o descritos. Estes casos podem ser coletados e
estudados retrospectivamente ou prospectivamente em qualquer periodo de
tempo. Neste modelo utilizou-se o Estudo de Caso-controle, o qual é
observacional e usualmente retrospectivo, onde se investiga os individuos com
determinada doenga ou anormalidade (casos) para comparagédo com sujeitos com
caracteristicas semelhantes, mas sem a doenca ou anormalidade (controles).
Estabelece-se a comparacao de efeito para causa e geralmente permite uma
aproximacéo do risco relativo (odds ratio) para a investigacdo do tipo caso-
controle parte do “efeito” para chegar as “causas”. O odds ratio € uma estimativa
do risco relativo (RR) mensurada em um determinado tempo e mede a forca de
associacdo entre as variaveis. E utilizado como medida de associacdo em
estudos caso-controle e em estudos transversais controlados (RUMEL, 1986). No
estudo de caso-controle o calculo € inverso em relagédo aos estudos anteriores
(ensaio clinico e coorte): Busca-se quantificar a propor¢do de expostos, nos
grupos de casos e de controles. Neste tipo de investigagdo, o risco relativo é
estimado pelo calculo do odds ratio, também denominado “razdo dos produtos
cruzados”. As vantagens do odds ratio sao: Baixo custo relativo; alto potencial
analitico; adequado para estudar doencas raras, os resultados sdo obtidos

rapidamente e quando a doenga (ou morte) € pouco freqiente (menos de 5%
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para alguns autores ou 10% para outros), o odds ratio € uma boa estimativa do
risco relativo (CORDEIRO, 2005)

1.4. MICRORGANISMOS QUE COMPROMETEM A EFICIENCIA REPRODUTIVA

De acordo com CARVALHO (2006), o investimento em diagnéstico,
controle e defesa sanitaria, atendendo aos parametros nacionais e internacionais
de qualidade higiénica e sanitaria do rebanho e do leite, € um dos fatores que
devem ser corrigidos para que a produtividade nacional seja ainda mais
progressiva. Os disturbios da reprodugdo de origem infecciosa em bovinos sao
multietioldgicos. Diferentes microrganismos como bactérias, virus, protozoarios e
mesmo micotoxinas, atuando de forma isolada, ou mais freqlientemente em
associagbes, podem ser responsaveis pela sobreposicdo de sinais clinicos
fazendo com que o diagnéstico clinico seja de dificil realizacdo (JUNQUEIRA et
al., 2006).

Os patogenos envolvidos nos disturbios reprodutivos séo classificados
em dois grupos distintos: Contagiosos e ambientais. Os agentes contagiosos
necessitam do animal para a sobrevivéncia, multiplicam-se na glandula mamaria,
canal do teto, sobre a pele ou na cavidade uterina. Sao transmitidos de uma vaca
infectada a outra, ou de um quarto infectado a outro, ou da vulva para o Ubere e
deste para os tetos, principalmente durante a ordenha (PRESTES et al., 2002),
enquanto os ambientais estdo distribuidos por todas as superficies solidas,
liquidas ou gasosas com que o animal possa ter contato (RIBEIRO et al., 2009).

Os microrganismos do ambiente sdo encontrados em todos os
rebanhos e podem ser recuperados da agua (AMARAL et al., 2004), fezes,
materiais usados como cama, pele dos animais e varias outras fontes. Os
principais representantes desse grupo sao: Escherichia coli, Streptococcus uberis
e outros estreptococos (que nédo S. agalactiae) e Pseudomonas aeruginosa
(RIBEIRO et al., 2009). Porém, em relagdo aos microrganismos contagiosos, o
animal é o préprio reservatorio e a contaminacgao do trato urogenital pode fazer-se
por trés vias: A ascendente, a partir da microbiota fecal e uretral, a hematogénea,
em que a bactéria contamina o sangue e infecta secundariamente o aparelho

urogenital e a linfatica, que é uma via duvidosa de disseminagdo que pode ter,
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contudo, algum papel nas infec¢des, especialmente as crénicas (CORREIA et al.,
2007). O suporte laboratorial pode identificar animais com infecgbes cronicas
ocasionadas por microrganismos patogénicos dos géneros Streptococcus sp,
Staphylococcus sp, Corynebacterium sp e Mycoplasma sp ou dos considerados
ambientais como bactérias coliformes, Streptococcus uberis, Actinomyces
pyogenes, Pseudomonas sp, fungos e algas (OLIVEIRA, 2006), os quais se
disseminam principalmente pelas maos dos ordenhadores e equipamentos de
ordenha (RIBEIRO et al.,, 2009). Os resultados laboratoriais contribuem
sensivelmente para a tomada de decis&o no processo preventivo (COENTRAO et
al., 2008). Uma vez contaminado, o animal tem grande probabilidade de se tornar
um portador assintomatico. Ao se tornar reservatério, este animal é posicionado
centralmente no ciclo bioldégico de manutengdo das doencgas infecciosas, sendo
através dele que o agente mantém sua vitalidade e se perpetua. Séao
considerados reservatorios tanto os casos clinicos quanto os portadores
(FORATTINI, 2004).

1.4.1. Micoplasmoses

As infecgdes por micoplasmas (Mollicutes) em animais de produgao,
possuem importancia histérica e persistem interferindo na produtividade pecuaria.
Esses microrganismos estdo associados a diversas doencgas, cujos sinais clinicos
podem ser na forma aguda, porém, normalmente sdo de carater crbénico. Os
micoplasmas sao potenciais causadores de patologias no sistema respiratorio,
urogenital, glandula mamaria, articulagdes, sistema nervoso e conjuntiva ocular
(BUZINHANI et al., 2007).

Quando a micoplasmose ¢ introduzida no rebanho, geralmente por um
animal portador e clinicamente inaparente, ela se estabelece em animais de
varias idades e se torna dificil de ser erradicada. Animais infectados por varios
meses ou anos passam a se comportar como reservatérios. O contato com
secrecdes respiratorias, vias genitais ou inseminagdo com sémen contaminado se
torna a forma comum para a disseminacdo do agente (NICHOLAS & AYLING,
2003). Ha ainda consideragdes significativas sobre a presenca de micoplasmas

em embrides produzidos in vitro, representando até 100% de ocorréncia destes



33

aderidos a zona pelucida. Neste contexto considera-se que o agente tem sido
transmitido em larga escala através das técnicas de transferéncia de embrides
tendo em vista que este método de reproducéo esta sendo aplicado em rotina
cada vez mais crescente (THIBIER, 2001; NASCIMENTO et al., 2005).

Os micoplasmas est&o relacionados a disturbios reprodutivos em varias
espéecies animais, inclusive em humanos. Nestes, € citada a ocorréncia do
Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum promovendo disturbios que
levam a infertilidade principalmente em mulheres (MONTAGNER et al., 2007).
Alguns artigos que relatam sua ocorréncia em animais, distribuidos por varios
paises, estdo listados no QUADRO 1 e as espécies de micoplasmas que foram
relacionadas com problemas infecciosos em animais domésticos aparecem
listadas no QUADRO 2.

QUADRO 1. Diferentes espécies animais com diagndstico positivo para
micoplasmas, segundo diferentes autores.

Espécie infectada | Referéncias

Flora genital normal de cdes. :DOIGetal., (1981).
Chimpazeés aptos para reprodugéo | TAYLOR-ROBINSON, et al. (1987).
Trato reprodutivo de cavalos SPERGSER et al. (2002).
Balanite e vulvite emovinos | KIDANEMARIAM et al. (2005).
Em sémem de homem infértil 1 GDOURA et al. (2007).
Embricesdeaves LIERZ etal. (2007).
Suinos com agalaxia | BARROS et al. (2008).

Entre as espécies de micoplasmas isoladas em amostras de bovinos, o
Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum sao
considerados de maior importancia para as infecgbes do trato urogenital
(BUZINHANI et al., 2007; LYSNYANSKY et al., 2009).

A presenca do Mycoplasma spp e do U. diversum esta associada a
ocorréncia da sindrome vulvovaginite granular, independente do grau de lesao
observado na mucosa vulvovaginal. A infeccdo do rebanho por esse
microrganismo pode afetar de maneira significativa a eficiéncia reprodutiva, pelo

aumento do numero de vacas repetidoras de estro (BUZINHANI et al., 2007).
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QUADRO 2. Espécies do género Mycoplasma de ocorréncia em mamiferos de
interesse zootécnico, doencga desenvolvida e distribuicdo geografica.

Espécie do ; ;
Mycoplasma ' Doenca desenvolvida ' Distribuicdo geogréfica
M. conjunctivae | _(_)_e_[_a_t_(_)_qgr_'gy_p_t_ly_l_t_e__lnfecql_g_s_g_________j Brasil
M _agalactiae | Agalactia contagiosa Jordanla
' Pneumonia, mastite, artrite, otite,
Mbovis . meningiteeaborto ~ :Cosmopolta
PIeuropenemonla contaglosa .
M;.'??X@Q!"E’_‘?_S_________ bovina  Africa
M. dispar ~ [Pleuropneumonia | Europa e Norte da America
M. canis 3 _Pneumonla Europa e Norte da America
M. californicum . Mastite, pneumonia ~~ ‘Europa,_ usa
!t Endometrite "branca”, ;
 infertilidade, anormalidade | Europa, Norte da Africa e
M. bovigenitalium T?.@IH'.U?' e SA
i Vulvite granular, endometrite e ,
_‘_J_-_g’_"_/_‘?fzs_t_’_’??__________ pneumonia ;Cosmopolita
: Ainda desconhecida mas !
M. alkalescens _p_c_)_s__s_l_\@_l_rp__e_q_t_e__pneumon|a ~_!Europa e Norte da America
_I\_A_.__(_:gg@_c_l_qggg_______ Vulvovaginite granulopapular  !Israel
: Provavelmente inofensivo, porém |
M. bovirhinis  ipode exacerbar a pneumonia i Cosmopolita
M. bovoculi | Ceratoconjuntivite contagiosa _ Europa e Norte da America.
M. a a/w B _{Aindadesconhecida  |Europae Norte da Amerlca
M. verecundum A[p_@g_g_g§gonheC|da . Europae Norte da Amerlca
M. bovine group 7 | Mastlte e artrite Australla e Swga

Fonte: CARDOSO et al. (2000); CERDA et al. (2000); ALMEIDA NETO et al.
(2004); NICHOLAS et al. (2006); AL-MOMANI et al.(2008); LYSNYANSKY et
al.(2009).

A ocorréncia de aborto por estas bactérias tem sido diagnosticada em
freqiéncia muito baixa, refletindo em associagédo pouco esclarecida entre o aborto
e a presencga destes agentes, entretanto a vulvovaginite granular, promovida
principalmente pelo U. diversum parece ser a manifestacdo mais claramente
evidenciada. Foi sugerido que o isolamento de U. diversum a partir de amostras
de muco vulvovaginal demonstram menor significado clinico do que aquelas
obtidas a partir do cérvix ou corpo do utero (RUHNKE et al., 1978).

Os micoplasmas sdo suscetiveis as condigbes adversas do meio. A
sua lise ocorre por choque osmotico, contato com detergentes, alcodis e
anticorpos especificos ligados ao complemento. Sdo, também, sensiveis as

variagbes bruscas de pH e temperatura. S&do anaerdbios facultativos, sdo os
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menores e mais simples procariontes que conseguem ter vida livre na natureza;
se auto-replicam, dividindo-se por fissdo binaria. Possuem genoma pequeno —
variando de 0,58-1,35 Mb (CHAMBAUD et al., 1999), constituido por DNA circular
de fita dupla e RNA; o genoma é cerca de seis vezes menor que o da E. coli, o
que torna sua capacidade biossintética limitada (ROTTEM, 2003), explicando a
existéncia saprofitica ou parasitaria dos micoplasmas.

O cultivo de micoplasmas € dificultado principalmente quando a
obtenc&o da amostra clinica, o método da coleta, as condigbes de transporte ou
0s meios nutrientes ndo atendem as exigéncias de sobrevivéncia e multiplicagéo
destes agentes fora do ambiente bioldgico. Atualmente as técnicas de PCR tem
sido preferidas para o diagnostico em virtude destas dificuldades nos
procedimentos de cultivo, isolamento e identificacdo especifica do agente em
questao (BUZINHANI et al., 2007).

Através da bacteriologia é possivel isolar as varias espécies de
micoplasmas, porém nao é possivel identifica-los especificamente. Portanto, sem
0 uso de sorologia ou técnicas em biologia molecular, considera-se positivo para o
género Mycoplasma e identifica-se o U. diversum ja que esta é a Unica espécie de
ocorréncia em bovinos (CARDOSO & VASCONCELOS, 2004). O cultivo dos
micoplasmas requer técnicas altamente especializadas e cada um dos
isolamentos foi considerado como ocorréncia casual (KUNDSIN et al., 1978).

Métodos sorologicos para a investigagao, especialmente do M. bovis
apresentaram maior sensibilidade ao se utilizar a técnica de antigenos
recombinados com proteina A de superficie, expressadas como proteina de
adesao na parede da E. coli, tornando o ELISA capaz de detectar anticorpos
especificos do M. bovis a partir de amostras de bovinos naturalmente infectados
(NICHOLAS & AYLING, 2003). Os procedimentos bioquimicos para a
identificacdo das espécies de micoplasmas incluem: Hidrolise da uréia,
fermentacao da glicose, hidrélise da arginina, atividade de fosfatase, formacao de
filmes e bolhas, redugao do tetrazolio, liquefacdo de soro coagulado e hidrolise da
caseina.

Mycoplasma spp descarboxila arginina enquanto o U. diversum é
reconhecido especificamente pela atividade da urease (POVEDA, 1998). Outra

propriedade que diferencia o U. diversum dos demais micoplasmas & sua
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tolerancia ao pH, isto porque a amoénia produzida durante a urease aumenta o pH,
cuja reacdo pode ser avaliada por métodos colorimétricos como a
espectrofotometria, analisado especialmente com a adigdo de vermelho de fenol
ao meio de cultivo (BLOOMSTER & LYNN, 1981).

As bactérias pertencentes aos géneros Mycoplasma e Ureaplasma
nao possuem parede celular, o que as torna resistentes as penicilinas,
cefalosporinas, vancomicina e outros antibidticos que interferem na sintese da
parede celular. Devido a auséncia de parede, o U. diversum é fracamente corado
pela coloragdo Gram. A membrana citoplasmatica é classica e corresponde ao
modelo de Singer e Nicolson, fornecendo uma estrutura em mosaico fluido. A
medida é de 7-10 nm de espessura e possui grande flexibilidade funcional. E
constituida por uma dupla camada de fosfolipidios com proteinas flutuantes na
sua interface. Dentre estas proteinas, sdo encontradas as proteinas de superficie
para a aderéncia bacteriana na célula-alvo. A membrana é rica em colesterol; e 0
seu papel é manter a fluidez da membrana as variagbes moderadas de
temperatura. No entanto, esta membrana contém alguns acidos graxos
poliinsaturados facilmente oxidaveis. Esta caracteristica parece ser importante na
patogénese e adeséo a uma célula-alvo (BEY, 2006).

A auséncia da parede celular faz dos micoplasmas microrganismos
mais simples que todas as outras bactérias Gram-negativas, entretanto ambos
possuem grande quantidade de lipoproteinas em seus envelopes, porém nos
micoplasmas estas moléculas estdo fixadas no folheto externo da membrana,
enquanto que nas bactérias Gram-negativas elas estdo ancoradas no folheto
interno da membrana. A presenca de grandes quantidades de lipopolissacarideo
(LPS) da membrana externa € uma propriedade que distingue a maioria das
bactérias Gram-negativas, porém a membrana plasmatica de algumas espécies
de micoplasmas também apresentam lipoglicanos, que, embora sejam claramente
diferentes dos LPS, representam repeticdes de oligossacarideos e compartilham
com os LPS fixados na membrana lipidica (CHAMBAUD et al., 1999).
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1.4.2. Mycoplasma spp

As espécies de micoplasmas que desenvolvem patologias nas diversas
espécies animais ja foram listadas no QUADRO 2, porém outras consideragbes
serdo acrescentadas, especialmente devido a relagéo entre estes agentes e a
ocorréncia de vulvovaginite em bovinos. Os micoplasmas citados como
promotores da vulvovaginite séo o M. bovis, M. bovigenitalium e M. canadense
(LYSNYANSKY et al., 2009).

NICHOLAS et al. (2006) cita que o M. canadense ainda & pouco
conhecido nos processos patolégicos da reproducdo, porém analises
morfolégicas de colbnias coradas pelo Giemsa, observadas por microscopia
Optica, em microscopia eletrdnica e através de testes bioquimicos utilizando
inibidores do crescimento, inibidores de precipitacdo, imunoeletroforese e testes
de anticorpos fluorescentes descreveram o M. canadense como uma nova
espécie de micoplasma envolvido em casos de mastite e outras infec¢des do trato
reprodutivo (LANGFORD et al., 1976) e este agente foi citado mais recentemente
como envolvido nos casos de vulvovaginite em vacas de rebanhos de Israel
(LYSNYANSKY et al., 2009).

Foi descrito o isolamento do M. bovis pela primeira vez em 1961 e
destacada a sua capacidade de se espalhar rapidamente no rebanho,
especialmente durante os procedimentos de ordenha (JASPER et al., 1984) e
ocorrendo principalmente em casos de peneumonia, artrite, ceratoconjuntivite,
endometrite, salpingite, oophorites e aborto (NICHOLAS & AYLING, 2003). No
Brasil, a primeira citacdo consta de 1996 e dados mais recentes mostram o indice
de 5,83% do M. bovis nas infec¢cdes mamarias (PRETTO et al., 2001) e 57,14%
em muco vaginal de fémeas bovinas com problemas reprodutivos (NASCIMENTO
et al., 2005). O M. bovis pode ser introduzido em rebanhos livres da doencga pela
aquisicao de animais portadores. No rebanho o microrganismo é disseminado
durante a ordenha, aerossois e secre¢des de animais com disturbios respiratérios
e genitais. As vias hematdgena ou linfatica sdo responsabilizadas pela
disseminagdo dos micoplasmas de um 6rgéo infectado para outro (PRETTO et al.,
2001).
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O M. bovis é altamente adaptado aos bovinos, porém ja foi isolado em
amostras de bufalos, pequenos ruminantes e humanos (NICHOLAS & AYLING,
2003). A transmisséo venérea ocorre principalmente nos casos em que M. bovis,
M. canadense e M. bovigenitalium estejam envolvidos. A mastite promovida por
Mycoplasma spp parece ser uma patologia emergente (FOX et al., 2003) e as
perdas devido a mastite bovina causada por M. bovis podem ser maiores do que
as doencas respiratorias. Estimativas feitas nos Estados Unidos da Ameérica
apontam até US$108 milhées em perdas por ano com taxas de infeccdo de 70%
em um unico rebanho. Na Gra-Bretanha, quando o M. bovis foi detectado em
1970 e na Irlanda no inicio de 1990, inicialmente apresentou-se com a ocorréncia
de mastite, artrite severa e manifestacdo da forma mais comum: A pneumonia
(NICHOLAS et al., 2006). Estudos in vitro mostraram que a resisténcia do M.
bovis aos antibiéticos usados freqientemente tem aumentado, ou seja, a maioria
das cepas ja sao resistentes a oxitetracilcina, comumente utilizada. As
fluoroquinolonas continuam sendo mais eficazes in vitro, embora seja improvavel
que o patodgeno seja completamente eliminado. Assim, deve-se considerar que &
preciso tratar todos os animais do rebanho, assim como abater os positivos para
impedir que estes se tornem reservatoérios. O sucesso do tratamento de bezerros
com doenga respiratéria promovida pelo M. bovis pode ser feito com
antimicrobianos do tipo triamilida tulatromicina (NICHOLAS et al.,, 2006). A
profilaxia com antibiéticos é geralmente desnecessaria, entretanto € observado
que em animais tratados a resposta humoral tende a permanecer por mais tempo,
sugerindo que a atividade dos anticorpos, isoladamente, raramente é efetiva
contra a infecgcdo (NICHOLAS & AYLING, 2003).

O M. bovigenitalium foi relacionado com patologias do sistema
reprodutivo ha mais de trés décadas (LANGFORD, 1975) e foi considerado como
o agente primario da vulvovaginite (DOIG et al., 1979). E também importante
causador de patologias, especialmente aquelas que influenciam nos indices
reprodutivos do rebanho. A vulvite granular associada ao M. bovigenitalium foi
descrita pela primeira vez em 1966, apesar dos autores relutarem nesta
associagao, tendo em vista que a doenga s6 foi reproduzida de forma consistente
nos casos em que epitélio vulvar foi levemente escarificado antes da inoculagao,

e foram poucos os casos diagnosticados a partir das lesées (DOIG et al., 1980).
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Trabalhos realizados no Canada com técnicas de cultivo a partir de amostras do
trato reprodutivo e fetais, isolaram M. bovigenitalium tanto das secregdes
vaginais, quanto dos cotilédones de uteros gravidicos e do tecido renal de fetos
dissecados (LANGFORD, 1975). O M. bovigenitalium ja foi relacionado também
com a ocorréncia de mastite (GONZALEZ & WILSON, 2003) e endometrite,
infertilidade e anormalidades do sémen (NICHOLAS et al., 2006). Pesquisas feitas
com sémen de reprodutores bovinos verificaram que do total de micoplasmas
isolados neste tipo de amostra, de 60 a 100% eram contaminados por M.
bovigenitalium enquanto que M. bovis representou aproximadamente 3% dos
isolados (CARDOSO & VASCONCELOS, 2004). Trabalhos realizados nos
Estados Unidos relataram o envolvimento do M. bovigenitalium nas infec¢des do
tipo vulvovaginite granular, infertilidade e endometrite (GIVENS & MARLEY,
2008). Ao pesquisarem a presenca de Chlamydiae e Mollicutes em sémen de
touros de cinco centrais de inseminacdo distribuidas por varios estados da
Austria, os autores verificaram que a presenca do M. bovigenitalium ocorreu com
diferentes e significativas freqléncias acima das encontradas para o M. bovis e o
U. diversum (PETIT et al., 2008a).

1.4.3. Ureaplasma diversum

A sindrome da vulvite granular associada a presenca do U. diversum
foi reconhecida pela primeira vez em rebanhos bovinos de Ontario, em 1972
(DOIG et al., 1979) mas o agente foi isolado do trato reprodutivo de bovinos, pela
primeira vez em 1967 (DOIG et al., 1980) e suas caracteristicas biologicas
comecaram a ser estudadas desde 1969 (SANDERSON et al.,, 2000). As
caracteristicas genéticas do U. diversum isolado em fémeas bovinas no Brasil
ainda sao desconhecidas, entretanto apesar de se conhecer pouco de sua
genética ja se sabe bastante sobre as suas influéncias patolégicas sobre a
produtividade do rebanho (BUZINHANI et al., 2006). As investigacdes sobre a
relacdo entre o U. diversum e os disturbios reprodutivos foram considerados
controversos até 1978, pois acreditava-se que estes microrganismos eram
comensais € nao estavam relacionados com os problemas de infertilidade nos

rebanhos (KUNDSIN et al., 1978). Posteriormente foi detectado em amostras de
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mucosas cervico-vaginal e sémen de touros aparentemente sadios. Informacdes
adicionais sugeriram a relacado patogénica deste agente com fetos abortados e
descargas vulvares anormais, sendo implicado também na ocorréncia da
vulvovaginite granular em rebanhos. Tanto infec¢gdes experimentais quanto
naturais demonstraram a ocorréncia do U. diversum nos casos de epididimite,
vesiculite seminal e balanopostite. Foi diagnosticado também em casos de
salpingite, endometrite, cervicite, vulvite granular, historico de infertilidade, morte
embrionaria e morte neonatal (RUHNKE et al., 1978 e CHELMONSKA-SOYTA et
al.,, 1994). Por ter sido encontrado freqientemente em fémeas bovinas com
histérico de aborto, este microrganismo passou a ter importancia na sanidade
animal. O aborto causado por U. diversum é resultado da placentite e da
penumonia fetal que ocorrem principalmente no ultimo trimestre da prenhez
(NASCIMENTO & SANTOS, 2003).

A vulvite e vaginite foram periodicamente observadas em novilhas e
vacas e a infecgdo vaginal parece ser mais freqiente nos animais mais jovens,
mas tem sido encontrada em animais de qualquer idade. A infec¢do ocorre tanto
nas formas aguda e cronica, resultando em lesbes de 1-5 dias apdés o contato
com o microorganismo. Além dos sinais caracteristicos da doencga, tais como
hiperemia, presenca de granulados no epitélio vulvar e vaginal, seguido ou n&o de
corrimento vaginal purulento, os animais revelam alta sensibilidade epitelial e
frequentemente ocorrem manifestagbes relacionadas com endometrite (DOIG et
al., 1980). Estas lesdes tendem a desaparecer gradualmente em poucas semanas
e o epitélio retorna a normalidade por volta de seis semanas a trés meses apds a
infeccdo. A reinfeccdo ocorre frequentemente e a doenca tende a se tornar
endémica no rebanho (DOIG et al., 1979).

O U. divesum possui fosfolipases na membrana e, possivelmente, a
acao direta destas enzimas nos substratos do hospedeiro leva a producdo de
acido aracdonico, diacilglicerol e lisofosfolipideos, substancias que alteram a
biossintese de prostaglandinas e das fungdes normais da célula hospedeira. As
prostaglandinas sdo potentes reguladores das atividades celulares,
principalmente aquelas que envolvem os processos reprodutivos. Elas sao
importantes no processo de implantacdo e manutencao da prenhez, cujo efeito &

comprometido durante as infecgbes pelos ureaplasmas (AMARAL, 2003).
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Determinadas espécies de micoplasmas apresentam estrutura externa a
membrana constituida de polissacarideos a qual esta envolvida na supressao de
varias fungdes dos macréfagos alveolares e, conseqientemente, na
imunossupressao local (ROTTEM, 2003). Experimentalmente foi verificado que a
vacinagdo com antigenos de U. diversum promoveu a produgdo de altos niveis
de IgG nas primeira e segunda inoculagbes, porém nado foram verificadas
respostas de IgM e IgA. Em condi¢cdes naturais, a explicagdo para que os niveis
de IgA néo se alterem surge devido ao fato de que a fixagdo do U. diversum é na
superficie epitelial, resultando em contato minimo entre o antigeno e o sistema
imunolégico (MULIRA & SAUNDERS, 1994).

Estudos realizados sobre a ocorréncia do U. diversum consideraram
como fator de risco para a infecgédo, os animais mais jovens € com menor numero
de parigbes (LEON et al., 1995). Outros trabalhos demonstraram que o risco
relativo associado com a presenca e sinais clinicos ou histéria de aborto ou de
repeticdo de estro sao significativamente importantes para os animais que
apresentam granulagdo, hiperemia e grande quantidade de secreg&o vaginal
purulenta (CARDOSO et al., 2000). A presencga do U. diversum foi relatada em
porcentagens semelhantes tanto para as ragas Holandesa quanto a Jersey,
entretanto, os autores consideraram que as holandesas mais velhas parecem ter
eliminado o agente, sugerindo a ocorréncia de imunidade relacionada a infecgéo
(LEON et al., 1995). Por outro lado, a presenca do U. diversum pode também
induzir a producdo de peréxidos que causam danos aos espermatozoides,
afetando, portanto, a habilidade de fertilizar ovocitos (MONTAGNER et al., 2007).

Foi verificado experimentalmente que uma das respostas patogénicas
da infeccéo por U. diversum é a mortalidade embrionaria precoce (KREPLIN et
al., 1987). Este microrganismo, quando localizado na vulva, representa uma fonte
constante de disseminagdo. Surtos de infertilidade podem ou n&o estar
associados com evidéncias clinicas de vulvovaginite, porém quando a fase aguda
da doenca predomina no rebanho, pode-se observar marcada reducdo da
fertilidade (OLIVEIRA FILHO et al.,, 2005). Em alguns casos o U. diversum
estimula a sintese de prostaglandina F.a, potente horménio luteolitico, e em
outros casos inibe a sintese da prostaglandina E,, um dos principais horménios

relacionados ao reconhecimento materno da gestacdo. Por outro lado, na
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infeccéo pelo U. diversum, ocorre o aumento de interferon y (INF-y) que induz a
secrecao de citocinas pelos macréfagos amplificando a resposta inflamatéria.
Estes mecanismos fisioldgicos induzidos pelos micoplasmas resultam em redugéo
no desempenho reprodutivo das fémeas de producdo (CHELMONSKA-SOYTA et
al., 1994)

A vulvite granular causada pelo U. diversum foi encontrada tanto em
animais vacinados quanto nos ndo vacinados com fragmentos antigénicos do U.
diversum (MULIRA & SAUNDERS, 1994), indicando que a vacinagado, assim
como a antibioticoterapia, sdo pouco eficientes contra as infecgdes por
micoplasmas. Portanto, a segregacao animal e procedimentos sanitarios rigidos
tornam-se as melhores medidas para prevenir a transmissédo do agente entre
animais infectados e os nao infectados (NICHOLAS & AYLING, 2003). BLUM et
al. (2008), trabalhando com efeito da vulvovaginite sobre a produtividade do
rebanho, detectou que um dos fatores de risco para a ocorréncia da inflamagao foi
a introdugdo de animais e a reunido de animais de diferentes sistemas de

producdo em uma mesma unidade produtora de leite.

1.4.5. Patogenicidade dos micoplasmas

Estes microrganismos tém a capacidade de aderir firmemente na
superficie celular. O eficiente mecanismo de aderéncia € requisito para sua
sobrevivéncia e patogenicidade, evitando, assim, que eles sejam expulsos através
de secre¢cbes mucosas e do fluxo urinario. Durante o crescimento os micoplasmas
liberam metabdlitos e enzimas como, por exemplo, o peréxido de hidrogénio e a
amonia, que se acumulam e causam danos aos tecidos do hospedeiro. Estudos
por meio de microscopia eletrbnica revelam a ocorréncia dos micoplasmas
formando agregados em torno das células do hospedeiro (MESEGUER et al.,
2003). As células mais frequentemente parasitadas sdo as do trato respiratério,
urogenital e das articulagbes e, raramente, invadem os tecidos e o sangue. Os
micoplasmas patogénicos exibem morfologia filamentosa ou em forma de clava,
apresentando uma organela com aspecto de proeminéncia na extremidade polar
da célula. Esta estrutura € composta de proteinas interativas, denominadas

adesinas e por proteinas acessorias, que colaboram funcional e estruturalmente
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para a mobilizacdo e o aumento das adesinas, permitindo, desta maneira, a
adesdo dos micoplasmas a superficie das células eucaridticas. A adesado é
realizada provavelmente por meio dos sialoglicoconjugados e glicolipideos
sulfatados da célula hospedeira (ROTTEM, 2003; CARVALHO, 2008).

A falta da parede celular facilita a fusdo da membrana dos
micoplasmas com a do hospedeiro e, embora evidéncias desta hipotese sejam
discutiveis, é considerada como indicativo da interacdo de estruturas entre a
membrana do hospedeiro e do parasita. Essa associa¢ao intima proporciona ao
microambiente 0 aumento na concentracéo de produtos tdxicos excretados pelo
parasita, tais como peréxido de hidrogénio (H20;), radicais superdxidos (O,.) e
amonia que se acumulam, causam danos aos tecidos do hospedeiro e induzem a
inibicdo irreversivel da catalase endogena. Este metabolismo induz a
progressivos danos oxidativos aos constituintes vitais da célula hospedeira
(AMARAL, 2003).

Foi descrito que os micoplasmas nao apresentam carater invasivo
(POWELL & CLYDE, 1975), porém foi detectado que, dependendo da relagéo
parasito/hospedeiro, os micoplasmas podem se tornar parasitas por exceléncia
(MESEGUER et al., 2003), pois podem nao matar a célula e esta situacao resulta
em estresse, permitindo que a célula se torne mais suscetivel a outras infecgdes e
variagdes ambientais. As interagbes entre os micoplasmas e o sistema imune do
hospedeiro s&o muito mais complexas do que se poderia esperar em fungao da
simplicidade de suas caracteristicas estruturais e funcionais. Na verdade, a
interacdo sutil entre os micoplasmas e o sistema imune do hospedeiro é em
grande parte resultado das propriedades de seu envelope celular (CHAMBAUD et
al., 1999). Quando os micoplasmas se alojam no interior das células do
hospedeiro, eles passam a se proteger da reagédo imunologica. Este mecanismo &
discutido como um processo evolutivo do microrganismo melhorando suas
habilidades patogénicas (MESEGUER et al., 2003). A patogenicidade dos
micoplasmas esta relacionada também com a capacidade de producédo de
resposta imune inflamatéria no hospedeiro. Dentre os fatores relacionados com a
viruléncia, foi identificada a tiol peroxidase, que provavelmente protege os
micoplasmas contra os perdxidos produzidos por si mesmo ou pelo hospedeiro, e

duas nucleases secretadas, envolvidas, possivelmente, na captacdo de
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precursores dos acidos nucléicos (CORDOVA, 2002). Outro mecanismo de
patogenicidade de micoplasmas é o alto grau de especificidade e capacidade de
aderéncia as células do hospedeiro (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994), com
preferéncia pelas células mesenquimatosas que revestem as cavidades serosas,
articulagbes e membranas dos sistemas respiratorio, digestivo e urogenital
(HIMSWORTH et al., 2009).

Através da observagao por microscopia eletrénica de varredura, foi
possivel verificar que o M. bovis e o M. bovigenitalium, assim como o U. diversum,
quando presentes na tuba uterina, causam a diminuicdo ou o cessamento da
atividade ciliar, interferindo na concep¢ao e no desenvolvimento inicial do embrido
(SMITS et al., 1994). No mecanismo de fixagdo aos embrides, foi verificado
experimentalmente que estes agentes podem atravessar a zona pelucida de
ovocitos e também se fixarem sobre o acrossoma dos espermatozéides
(BIELANSKI et al., 2000). E descrito que os espermatozoides possuem receptores
especificos para U. urealyticum, os sulfagalactoglicerolipideos, presentes
predominantemente na superficie concava da cabecga dos gametas, permitindo a
fixacdo destes microrganismos (VIANNA et al., 2004). Estes receptores estao
relacionados com a necessidade de fixacdo ao epitélio da tuba uterina, ja
demonstrado por BOSCH & WRIGHT JR. (2005). Em mamiferos os
espermatozdides permanecem armazenados na porgao caudal do istmo da tuba
uterina, e quando ocorre a ovulagdo, uma parcela destes sao liberados e migram
em diregcdo a ampola, onde a fertilizacdo devera ocorrer. Segundo estes autores,
ha evidéncias de que a integridade deste reservatério € fundamental para que a
funcdo espermatica mantenha os padrbes ideais de fertilizagdo. Utilizando-se
destes fatores de interacao celular, a habilidade dos ureaplasmas de se ligar a
superficie de membrana do espermatozoide foi demonstrada por VIANNA et al.,
(2004) assim como a capacidade que o ureaplasma possui de alterar a
concentracédo do esperma, velocidade e motilidade dos espermatozéides levando-
os a perda da capacidade de fertilizacado “in vitro” (MONTAGNER et al., 2007).

Muitas espécies do género Mycoplasma induzem a producédo de
citocinas, alem disto o U. diversum tem sido responsabilizado pelo recrutamento
de células linféides para os sitios inflamatérios durante as respostas agudas ou
cronicas (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994). As toxinas produzidas por cepas
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de M. mycoides subsp. capri, demonstraram ser ativas na producado de efeitos
citopaticos em cultivos de células embrionarias da traquéia de galinhas. A
presenca de endotoxinas foi demonstrada em cinco espécies de Acholeplasma e
caracterizadas como lipoglicanos, moléculas complexas constituidas de varios
agucares neutros, amino agucares, glicerol e acidos graxos. Estas moléculas n&o
somente demonstraram uma estrutura diferente dos lipopolissacarideos (LPS) das
bactérias Gram negativas, como também foram consideradas mais potentes
quando comparadas ao LPS da E. coli (BUZINHANI et al., 2006).

Em inoculagdes experimentais foi verificado que os mecanismos
patogénicos desencadeados pelas endotoxinas da E. coli e dos micoplasmas séo
basicamente semelhantes, entretanto foi observado que a resposta mediada pelo
U. diversum é relativamente lenta. A explicacao para este evento foi elaborada no
pressuposto de que as bactérias sdo menos potentes como estimuladoras dos
processos inflamatorios, quando comparadas com as toxinas elaboradas por elas
(MOSS et al., 2002). Um dos eventos patogénicos mais relevantes talvez seja a
capacidade dos micoplasmas de promover apoptose em linfécitos (VANDEN
BUSH & ROSENBUSCH, 2002).

As mudangas histopatolégicas durante as infec¢gdes naturais ou
experimentais sao frequentemente caracterizadas pela moderada ou severa
infiltracdo neutrofilica e de outros mononucleares, sugerindo a estimulagdo da
resposta celular e de mediadores inflamatérios no decurso da infeccdo
(CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994). Em inoculagao experimental, as mudancgas
observadas foram hiperemia vulvar, descarga vulvar mucopurulenta e granulos
com aproximadamente 1mm que aparecem em até 48 horas apds o aparecimento
da hiperemia. Esta granulagédo surge primeiramente no entorno do clitéris e séo
de coloracao clara e brilhante, posteriormente se torna avermelhada e chega a
2mm de didmetro (DOIG et al., 1980), e esta manifestagéo clinica foi denominada
de vulvite granular (MULIRA & SAUNDERS, 1994).

Varios fatores patogénicos sido descritos para as espécies de
micoplasmas. O M. bovis parece induzir a producao de fator de necrose tumoral K
(TNF-K) e 6xido nitrico, os quais sao dois potentes mediadores da atividade
imunolégica em macréfagos de bovinos (VANDEN BUSH & ROSENBUSCH,

2002). Alta concentragédo de citocinas pré-inflamatérias se torna limitante para a
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sobrevivéncia embrionaria (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994). As citocinas sao
indispensaveis na eficiéncia da resposta imunoldégica e em particular na
multiplicacdo e diferenciacdo de células B para a sintese de anticorpos. As
citocinas ativam macréfagos e neutréfilos, e amplificam a atividade antibacteriana
de células fagocitarias (CAVAILLON, 1996). A fagocitose é um mecanismo
primario envolvido na eliminagao de bactérias do trato reprodutivo (AHMADI et al.,
2006). Para que a fagocitose seja eficaz é importante que haja mobilizagdo e
migracdo de um numero adequado de neutréfilos da circulagdo periférica em
resposta a quimiotaxia produzida de forma direta ou indireta pelas bactérias
presentes. O processo inflamatério no trato reprodutivo promove a migragao de
grande quantidade de neutréfilos para a superficie do 6rgdo (DHALIWAL et al.,
2001).

Estudos revelam que as mudangas hormonais durante o ciclo estral
influenciam na migracao dos neutréfilos para a superficie do érgéo. A variagdo de
progesterona e estradiol influenciam no fluxo sangiliineo e conseqiientemente nos
mecanismos de defesa (AHMADI et al., 2006). Entre as atividades desenvolvidas
pelas citocinas, pode-se citar ainda o recrutamento de células para o local da
infecgdo ativando a adesado de células circulantes as superficies endoteliais e a
diapedese das células circulantes, promovendo a passagem quimiotacica
transendotelial. Citocinas produzidas durante a infecgdo promovem a
hemopoiese, permitindo assim o aumento do numero de células que implicam nos
mecanismos de defesa (CAVAILLON, 1996). Trabalhos experimentais
demonstraram que ocorre producédo de interleucina 1 (IL-1), fator de necrose
tumoral a (TNFa) e 6xido nitrico (NO) por leucécitos quando estimulados pelo U.
diversum (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994). As estruturas celulares que
induzem a sintese destes mediadores inflamatérios pelos micoplasmas sao
lipoproteinas contendo um glicerideo-cisteina N-terminal, os quais representam os
principais componentes da membrana celular dos micoplasmas. Algumas destas
moléculas, como a espiralina, sdo responsaveis por mais de 20% das proteinas
integrais de membrana e apresentam varios antigenos — o p35 e p38 ja séo
descritos, os quais favorecem o escape dos micoplasmas em relacdo as
respostas imunologicas, contribuindo consequientemente para a cronicidade das

infeccdes (BRENNER et al., 1997). A maioria dos estudos envolvendo isolamento
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e/ou patogenicidade de Mycoplasma spp. de trato reprodutivo bovino por infecgéo
natural ou experimental, foi realizada na década de 90 e nenhum deles procurou
relacionar o disturbio encontrado com a presenca de outras enfermidades
correlatas (NASCIMENTO et al., 2005).

1.4.6. Outros microrganismos

Em vacas recém-paridas, a diminuicdo da imunidade local, cérvix
aberta, presenca de restos placentarios no utero e o manejo com o animal logo
apdés o parto sdo as principais causas de complicagdes e crescimento de
microrganimos patogénicos e oportunistas, e entre estes, os mais freqlientes séo
a E. coli (ANDERSON, 2007), outras enterobacterias Gram negativas,
Actinomyces pyogenes, estreptococos e estafilococos. Entretanto estes
microrganismos podem ser encontrados tanto em vacas doentes quanto nas
saudaveis (KACZMAROWSKI, 2004). A leptospirose também interfere na saude
reprodutiva, causando principalmente aborto e ocorrendo em bovinos de todo o
mundo. E descrito que os sorovares mais importantes sdo da Leptospira
interrogans hardjo e L. pomona. Os sorovares de L. interrogans
icterohaemorrhagiae e grippotyphosa sao raramente associados ao aborto bovino
(ANDERSON, 2007).

Estudo realizado no Texas, comparando vacas doentes com as
saudaveis, comercializadas para o abate, a fim de identificar microrganismos
envolvidos na ocorréncia de vaginite detectou que, dentre as bactérias aerdbicas
isoladas, as mais frequentes foram Acinetobacter Iwoffii (95%), Arcanobacterium
pyogenes (49%), Arcanobacterium haemolyticum (31%), Bacillus spp. (20%),
Corynebacterium  glucuronolyticum (29%), Corynebacterium spp. (24%),
Escherichia. coli (33%), Gemella morbillorum (31%), Morganella morganii (35%),
Staphylococcus spp. (20%), Stenotrophomonas maltophilia (11%), Streptococcus
acidominimus (15%) e Streptococcus intermedius (20%) (HUSTED, 2003). A E.
coli patogénica pode ser considerada agente primario ou secundario ao processo
infeccioso. Tanto animais jovens quanto adultos sdo susceptiveis, e as cepas

enteropatogénicas do tipo produtoras de enterotoxinas ndo invadem os tecidos,
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mas sua enterotoxina é absorvida pelas células epiteliais (CARTER, 1986). Em
relacéo as anaerobicas, as mais frequentes foram Peptostreptococcus anaerobius
(13%), Peptostreptococcus micros (13%) e Peptostreptococcus tetrans (31%).
Fungos também foram isolados, dentre os mais frequentes, citam-se Aspergillus
spp. (22%), Mucor spp. (2%) e Penicillium spp. (44%). O autor argumenta que o
nao isolamento de Micoplasma spp. e Ureaplasma diversum foi um fato
inesperado, justificado provavelmente pelo baixo numero de microrganismos
(HUSTED, 2003).

Bactérias Gram negativas anaerdbias foram isoladas em lesbes de
vulvovaginite necrética de novilhas recém-paridas e de primeira lactagcdo. Dentre
0s animais testados, 20,69% dos positivos eram vacas de primeira lactagéo
(BLUM et al., 2008). O papel sinérgico de microrganismos aerobicos e
anaerobicos em processos infecciosos, especialmente durante o periodo de
involucdo uterina € apontado como aumento de risco para as endometrites
clinicas (SPRINGER et al., 1974). O sinergismo detectado entre as lipoproteinas e
os LPS dos micoplasmas, bem como a producgéo de citocinas pro-inflamatérias
sugerem que as lipoproteinas e os LPS ativam os macréfagos em diferentes
mecanismos, o mais provavel talvez seja resultante da interacdo entre estas
moléculas e os diferentes membros da familia de Toll-like receptores (TLR)
presentes nas membranas dos macréfagos. As etapas iniciais de interagdo entre
os macrofagos, os LPS e as lipoproteinas sao diferentes, mas as vias de tradugéo
dos sinais intracelulares s&do semelhantes (YOU et al., 2006). Os LPS da E. coli,
em vacas, foram associados com um aumento transitério de metabdlitos de
prostaglandina sorolégica e diminuicdo das concentracbes de progesterona
(DHALIWAL et al., 2001). No caso do M. bovis, uma fragdo polissacaridea foi
reportada como sendo citotoxica (ROSSELLI et al., 1998). Por outro lado,
verificou-se que a lipoproteina de membrana, espiralina, assim como os
lipopolissacarideos de E. coli induzem a blastogénese de células B pelas células
T-independentes (BRENNER et al., 1997).

Bactérias Gram negativas sdo fracamente fagocitadas por macrofagos,
a menos que estejam opsonizadas por anticorpos, entretanto, fagocitadas ou nao,
sao rapidamente destruidas. Trabalhos tém demonstrado que a grande maioria

dos micoplasmas possuem mecanismos antifagocitarios e se apresentam como
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micorganismos nao invasivos, permanecendo aderidos a superficie das células do
hospedeiro, sendo portanto, necessario que as imunoglobulinas produzidas pelo
hospedeiro possam intermediar a agédo fagocitaria dos macrofagos sobre os
micoplasmas assim como ocorre com a maioria das bactérias Gram negativas
(POWELL & CLYDE, 1975).

A capacidade de identificagdo destas moléculas pelos TRL cria uma
possivel explicagdo para os mecanismos de exacerbagcdo dos processos
inflamatérios (CHAMBAUD et al., 1999). E verificado o mesmo tipo de sinergismo
estimulando a expressdo da Oxido nitrico redutase (NOS) e a atuagdo dos
agentes, e a combinacao estabelecida entre eles depende do tipo celular e da
espécie em questdao (MACMICKING et al., 1997). Por outro lado, o efeito inibidor
também pode ser notado, como € o caso da E. coli, cuja produgao de hemolisina
inibe a produgédo de TNFa, IL-I e IL-6. Da mesma forma, algumas cepas de E. coli
enteropatogénicas produzem fatores que seletivamente inibem a ativacdo de
células e sua capacidade de produzir ILA-2,ILA-5 e interferon-y (CAVAILLON,
1996).

1.5. VULVOVAGINITE

Véarias sdo as infec¢cdes promovidas pelos micoplasmas, porém
especificamente a vulvovaginite ja foi descrita por diversos autores (DOIG, et al
(1979); AMARAL (2003); BEY (2006); LYSNYANSKY et al. (2009)), como uma
inflamacéo caracterizada por hiperemia, ndédulos com 1 a 2 mm de didmetro,
coloragao cinza, marrom ou vermelha, os quais podem persistir por varios dias.
Os noédulos representam acumulos de linfocitos e plasmoécitos na lamina prépria
da mucosa reprodutiva (NASCIMENTO & SANTOS, 2003). Esta inflamacao
envolve o aparecimento subito de descarga vulvar, granulagbes na mucosa
vaginal associada ou ndo com a presenga de vesiculas na vulva, as quais tendem
a se manifestar de 4 a 10 dias apds o servico, em fémeas na fase reprodutiva
(GAMBARINI et al., 2009).

Os primeiros estudos realizados com animais apresentando evidéncias

da vulvovaginite granular, no Estado de Sao Paulo, registraram a freqiéncia de
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38,8% (CARDOSO et al, 2000). Em Israel, trabalho de monitoramento
acompanhando o desenvolvimento de vulvovaginite em fémeas no periodo pods-
parto e de primeira lactagdo mostrou que das 102 vacas de primeira lactacéo
observadas, verificou-se a prevaléncia de 28,43% e as taxas para as primiparas
pbs-parto ficaram entre 13,8% e 41,7% para o periodo observado (BLUM et al.,
2008). Porém varios outros autores ja descreveram a ocorréncia do processo
inflamatorio em diferentes hospedeiros e por diferentes agentes.

A inflamacdo, em bovinos, foi relacionada inicialmente com a
ocorréncia do Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) (WENTINK et al., 2000; VAN
SCHAIK et al., 2002; DEL FAVA et al., 2003; ANDERSON, 2007). Porém, ao
testarem amostras de lesbes em vacas repetidoras de estro, outros autores
identificaram o U. diversum como o agente causal da vulvovaginite (CARDOSO et
al., 2000; OLIVEIRA FILHO et al., 2005). HUSTED (2003), no Texas, pesquisou
as varias patologias do trato reprodutivo de vacas, especialmente as que afetam o
utero e a cérvix e encontrou varios microrganismos envolvidos, entretanto
destacou que a vulvovaginite foi relacionada com a presenga do U. diversum.
Trabalhos de monitoramento do rebanho, feitos em lIsrael, identificaram
vulvovaginite em bovinos, causada por U. diversum, M. bovis, M. bovigenitalium e
Caprine herpesvirus (GIVENS & MARLEY, 2008). Ainda em lsrael, testes
realizados com vacas de primeira lactacdo recém paridas, relacionaram a
ocorréncia da vulvovaginite do tipo necrética com o Porphyromonas levii (BLUM et
al., 2008) e na mesma regido, vacas com suspeita de infec¢cdes por BHV-1, com
varios tipos de lesbes vulvares e em diferentes estagios reprodutivos, negativas
para o Porphyromonas levii e para o BHV-1, tiveram como agente causal os M

bovigenitalium e M canadense (LYSNYANSKY et al., 2009). Pesquisas realizadas
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no Brasil, com fémeas Nelore em diferentes fases reprodutivas, com grupos n&o
vacinados para o BHV-1, constataram que a vulvovaginite foi promovida pelo U.
diversum e Mycoplasma spp, ja que nenhuma das amostras testadas foi positiva
para o Herpesvirus Bovino tipo 1 (GAMBARINI et al., 2009). A doenga ocorre de
forma mais consistente em novilhas virgens (DOIG et al., 1980).

Estudos sobre a ocorréncia da vulvovaginite em rebanho brasileiro
demonstraram que em 57,15% dos casos o diagnostico foi positivo para
Mycoplasma spp (NASCIMENTO et al.,, 2005), valores estes, superiores aos
descritos em outros paises (BEY (2006); PETIT et al. (2008)). Dentre os positivos,
houve casos em que a vulvovaginite foi caracterizada como discreta, porém com
histérico de aborto, reforcando a discussao sobre o envolvimento do Mycoplasma
spp has patologias reprodutivas bovinas (NASCIMENTO et al., 2005). A
vulvovaginite granular ja foi produzida em novilhas livres de doencas através de
inoculacédo experimental de M. bovigenitalium, comprovando sua patogenicidade
nos distuarbios reprodutivos (NASCIMENTO et al., 2005). Em amostras de campo,
a sindrome vulvovaginite promovida por micoplasmas foi descrita mais
recentemente, em rebanho de producado de leite da raga Holandesa, em Israel.
Nas investigagbes clinicas e laboratoriais, o M. bovigenitalium foi isolado em 11
dos 20 casos clinicos e das amostras de esfregaco vaginal obtido das mesmas
vacas, analisados por microscopia eletrbnica, trés foram positivos para
Mpycoplasma canadense, e em todos eles o M. bovigenitalium estava presente
(LYSNYANSKY et al., 2009). E descrito que vacas mais jovens (menos de 64
meses) apresentam risco 2,35 vezes maior de se infectarem do que as mais
velhas e as primiparas apresentam probabilidade 2,99 vezes maior do que vacas

com mais de dois partos, verificando-se também que novilhas mostraram



52

porcentagens mais altas de infec¢édo (69%) (OLIVEIRA FILHO et al., 2005). Outro
fator, talvez o mais evidente, mas que muitas vezes nao recebe a devida atencgéo,
€ que o animal portador assintomatico representa o maior potencial de

propagacao do microrganismo no rebanho (MERCIER et al., 2007).

1.6. FATORES DE RISCO PARA A MICOPLASMOSE

Os primeiros estudos sobre os riscos de infeccbes e perdas
reprodutivas por influéncia dos micoplasmas revelaram justamente o sémen como
um importante meio de transmissao (BIELANSKI et al., 2000). Dentre as perdas
reprodutivas mais importantes economicamente, destacam-se: Diminuicdo do
numero de gestacdes, ocorréncia de perdas fetais ou partos prematuros, perda na
qualidade do sémen e aumento dos custos com veterinarios e drogas para
tratamento das infecgbes (CARDOSO & VASCONCELLOS, 2004). Estudando
outros fatores de risco para a ocorréncia de micoplasmas nos rebanhos verificou-
se, na Califérnia, que os grandes rebanhos (> 350 vacas) apresentaram risco
relativo 15 vezes maior que rebanhos pequenos (<350 vacas). A razao para isto
parece ser a combinagéo de varios fatores de manejo mal aplicados comumente
encontrados em rebanhos maiores. Em contraste, o tamanho do rebanho néo foi
um fator de risco importante para os estudos realizados em Nova York, ndo sendo
encontradas diferencas significativas para rebanhos compostos por 30 a 400
vacas leiteiras. Dados obtidos no estado de Ohio sugerem que o risco de infecgéo
por micoplasmas também esta presente em pequenos rebanhos (GONZALEZ &
WILSON, 2003) e na Jordania os principais riscos foram associados com o0s

animais mais velhos ou em lactacao (AL-MOMANI et al., 2008).
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A introducdo de animais portadores a partir de outros rebanhos
também foi considerada como importante fator de risco (NICHOLAS et al., 2006;
AL-MOMANI et al., 2008). Ao estudarem a prevaléncia de micoplasmas no
aparelho auditivo de caprinos MERCIER et al. (2007) verificaram que os fatores
de risco para a disseminagdo do agente foram principalmente o transito de
animais portadores assintomaticos. Estes autores advertem sobre a necessidade
de diagnéstico especifico, principalmente porque o agente parece se proteger da
imunidade do hospedeiro, permanecendo por tempo prolongado no sistema
afetado.

Outro fator relacionado a disseminagdo da micoplasmose é a
inseminacgao artificial. Neste caso, trabalhos com avaliagdo de sémen de central
de inseminagdo detectaram que aproximadamente, 40 a 80% das amostras
estavam infectadas por microrganismos da Classe Mollicutes e as associagbes
entre espécies € freqiente. Comparando a freqiéncia de isolamento a partir de
touros contaminados, foi verificado que a taxa é muito variavel: De 6 a 67%
(CARDOSO & VASCONCELLOS, 2004). Em relacdo a disseminacdo da
micoplasmose em rebanho de pequenos ruminantes, AL-MOMANI et al.(2008)
relataram que a higiene, quando bem executada, minimiza os riscos de
contaminagao porém, em propriedades onde ha a necessidade da economia de
agua, a higiene torna-se um fator de risco importante, uma vez que o
reaproveitamento de agua para determinadas atividades propicia a disseminagao
da doenca. A separagao precoce dos bezerros também foi considerado como um
importante fator de risco e supde-se que este fato seja devido ao estresse

promovido com o ato da separacéo em si (AL-MOMANI et al., 2008).
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Considerando que os micoplasmas se fixam inicialmente sobre as
células mucosas, é descrito que o contato com secregdes de lesbes ou ate
mesmo a urina ou as secregdes fisiologicas genitais de animais portadores
representam importantes fatores de risco para a disseminagdo do agente

(GIVENS & MARLEY, 2008).
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CAPITULO Il

FATORES DE RISCO PARA A INFECCAO POR Ureaplasma diversum EM
FEMEAS DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUGCAO.

RESUMO

Com o objetivo de identificar fatores de risco para a ocorréncia de U. diversum,
em diferentes sistemas de producdo de leite (SPL), um estudo transversal foi
desenvolvido envolvendo nove sistemas de producgao de leite a pasto, localizados
nas mesorregides central e sul do Estado de Goias. Durante as visitas aplicava-se
um questionario, no qual eram anotadas as condigdes ambientais, caracteristicas
de manejo dos animais, perfil produtivo e as caracteristicas clinicas das fémeas
avaliadas. De cada animal foram obtidas duas amostras de muco vulvovaginal,
sendo uma para isolamento e identificacdo de bactérias ambientais e
patogénicas, utilizando-se procedimentos de rotina, e outra para isolamento de
Mycoplasma spp e U. diversum. Para analise estatistica utilizou-se o software
livre Epi Info versédo 3.5.1, definindo-se como variavel dependente a presenga ou
auséncia de U. diversum. Dos nove SPL visitados, seis utilizavam ordenha
mecanica e trés manual. Das 506 fémeas amostradas, 73,5% estavam em
lactacdo, 46,6% prenhes, 1,8% apresentaram lesdo de VVG grave, 98,2% lesao
de VVG leve a moderada, 44,7% foram positivas para Mollicutes, sendo 32,6%
para U. diversum, e 9,9% foram positivas para E. coli. Nos SPL 2 e 3 verificou-se
as maiores freqliéncias para o U. diversum, e os menores valores de Contagem
Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células Somaticas (CCS). Nos SPL 8 e 9
verificou-se elevada freqiiéncia de isolamentos positivos para U. diversum, E. coli
e CBT. Nos SPL 9 e 5 verificou-se alta freqiéncia de positividade para E. coli e
altos valores de CCS e CBT. Houve associacao significativa (P<0.05) entre CBT
> a 20.000 ufc/mL (y* = 5,93) e isolamentos positivos para U. diversum, sendo
esta caracteristica considerada como fator de risco para a ocorréncia do U.
diversum, entretanto n&o foi significativa (P>0.05) para a CCS, (y* = 0,005), ou
seja, CCS = 300.000 cel/mL nao indicaram fator de risco para o agente. A
freqiéncia de animais portadores do U.diversum, esteve mais elevada nos
maiores rebanhos, foi maior para aqueles ordenhados pelo sistema mecanizado
em fila indiana, os quais apresentaram 52,8% de positividade, enquanto que os
animais submetidos a ordenha manual, obtiveram 45,3% de frequéncia para o
U.diversum. Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que foi
possivel identificar, dentre os fatores estudados, quais representam potenciais
fatores de risco para isolamentos positivos de U. diversum no rebanho, sendo
eles: lesbes de VVG grave; vacas ordenhadas manualmente; vacas ordenhadas
mecanicamente em fila indiana; presenga concomitante de E. coli em amostras de
muco vulvovaginal.

Palavras-chaves: Lactacgéo, bovino, Ureaplasma diversum, vulvovaginite.
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ABSTRACT

In order to identify risk factors for the occurrence of Ureaplasma diversum in
different systems of milk production (SPL), a cross-sectional study was conducted
involving nine systems of milk production on pasture, located in central and south-
regions of the State of During visits Goias applied a questionnaire in which were
recorded environmental conditions, characteristics of management of animal
production profile and clinical characteristics of females evaluated. From each
animal were obtained from two samples of vulvovaginitis mucus, one for isolation
and identification of environmental and pathogenic bacteria, using routine
procedures, and one for isolation of Mycoplasma spp and U. diversum. Statistical
analysis used the free software Epi Info version 3.5.1, defining the dependent
variable was presence or absence of U. diversum. Of the nine SPL visited, six
used three milking and manual. Of the 506 females surveyed, 73.5% were
lactating, pregnant 46.6%, 1.8% had severe injury VVG, 98.2% injury VVG mild to
moderate, 44.7% were positive for Mollicutes, and 32.6% for U. diversum, and
9.9% were positive for E. coli. In the SPL Indicator 2 and 3 shows that the highest
frequencies for the U. diversum, and lower values of Total Bacterial Count (CBT)
and Somatic Cell Count (SCC). In SPL 8 and 9 It was a high frequency of positive
isolates for U. diversum, E. coli and CBT. In the SPL 9 and 5 verified a high
frequency of positive results for E. coli and high values of CCS and CBT.
Significant association (P <0.05) between CBT = 20,000 cfu / mL (x2 = 5.93) and
isolates positive for U. diversum; this is considered as a risk factor for the
occurrence of U. diversum, however was not significant (P> 0.05) for SCC, (x2 =
0.005), ie, SCC = 300,000 cells / mL did not indicate a risk factor for the agent.
The frequency of animals carrying the U. diversum, was higher in larger herds,
was higher for those milked by the mechanized system in single file, which
showed 52.8% positivity, whereas the animals subjected to milking, obtained 45
3% of frequency for the U.diversum. The results of this study showed that it was
possible to identify, among the factors studied, which represent potential risk
factors for positive isolates of U. diversum the herd, namely: VVG serious injuries,
hand milked, cows milked mechanically in single file; concomitant presence of E.
coli in samples of vulvovaginitis mucus.

Key-words: Lactating, bovine, vulvovaginitis, Ureaplasma diversum.



CAPITULO I
FATORES DE RISCO PARA A INFECGAO POR Ureaplasma diversum EM
FEMEAS DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUGCAO.

1. INTRODUGAO

As patologias do sistema reprodutivo tais como vaginite, cervicite e
infeccbes uterinas sdo apontadas como as principais causas de morte
embrionaria precoce, aborto ou parto prematuro em bovinos. A identificagdo
destas patologias, bem como do agente causal sdo pré-requisitos, quando
possivel, para a intervengdo medicamentosa aos afetados e de medidas
preventivas em relagcdo aos nado afetados (HUSTED, 2003). O diagnéstico
precoce dos agentes é fundamental para minimizar os indices negativos nos
rebanhos e para isso € necessario viabilizar técnicas mais eficientes para o
diagnostico de disturbios reprodutivos e identificar os fatores de risco envolvidos
na transmissdo e manutengdo dos agentes responsaveis (BUZINHANI et al.,
2007). Para controlar as infecgbes é importante considerar a fonte e os métodos
de transmissdo de cada doenga. Os organismos envolvidos nos processos
patogénicos dos animais de uma propriedade leiteira estdo distribuidos em
ambientes diferentes. Fezes, material da cama, pele, equipamentos utilizados na
ordenha e os materiais utilizados em cocheiras ou currais s&o locais proprios para
o alojamento destes microrganismos. A limpeza da vaca e das instalagdes, assim
como boas praticas de manejo, especialmente na ordenha, sdo métodos eficazes
para controlar a disseminacao destes agentes (ENRIQUEZ et al., 2007; RIBEIRO
et al., 2009).

A identificagdo do agente ou dos fatores de risco relacionados também
€ importante porque permite a tomada de decisdes e estratégias para evitar que
0s animais contraiam a doen¢a ou minimizar seus efeitos, principalmente quando
se conhece que os agentes promotores de disturbios reprodutivos sé&o
normalmente transmitidos por contato com as secre¢cdes de animais doentes,
féomites ou até mesmo pelo ar, cujos focos ndo sado facilmente controlaveis
(GIVENS & MARLEY, 2008). Entre os microganismos relacionados com o0s
disturbios reprodutivos é reconhecida a importancia dos micoplasmas. Avaliar a

pesenca destas bactérias na wunidade produtora de leite € importante
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principalmente porque estes agentes apresentam a caracteristica epidemiologica
de aparecerem inicialmente em alto potencial de propagagéo, atingindo animais
de todas as categorias e posteriormente esta taxa de transmissao € reduzida ao
ponto do microrganismo praticamente desaparecer do 6rgao afetado (FOX et al.,
2003)

A ocorréncia da sindrome vulvovaginite granular (VVG), ou vulvite
granular tem sido associada com marcante queda nos indices produtivos,
principalmente aquelas relacionadas ao insucesso ao primeiro servico
(CARDOSO & VASCONCELOS, 2004). Alguns microrganismos tém sido mais
comumente isolados das secregdes presentes nas mucosas vaginal e vulvar de
vacas com VVG, tais como Porphyromonas levii (ELAD et al., 2004), Herpesvirus
bovino Tipo 1 (HVB-1) (NANDI et al., 2009), Histophilus somni (Haemophilus
somnus) (KWIECIEN & LITTLE, 1991), e Mollicutes, dentre eles Mycoplasma spp
e Ureaplasma diversum (GAMBARINI et al. 2009).

A presenca do U. diversum em fémeas de producdo pode ser
percebida pelas lesdes de VVG, principalmente em animais negativos para o
herpesvirus bovino (HBV-1) (GAMBARINI et al., 2009), porém o agente pode
ocorrer também em animais sem lesbes, sendo este um importante fator
relacionado com a disseminacgao do U. diversum entre os animais de producgéo. O
U. diversum é considerado um patdégeno oportunista do trato genital dos bovinos e
esta relacionado com surtos de VVG, aborto e infertilidade tanto em fémeas
quanto machos (CHELMONSKA-SOYTA et al. 2001). Para determinar sua
participagdo na ocorréncia do aborto, deve-se proceder o isolamento do U.
diversum de amostras fetais como os pulmdes ou membranas fetais
(ANDERSON, 2007). A fixacao do micoplasma sobre as membranas mucosas &
facilitado pela caracteristica lipopolissacaridica de sua membrana a qual
apresenta a lipoproteina de membrana, espiralina que, semelhante aos
lipopolissacarideos de E. coli, induzem a blastogénese de células B pelas células
T-independentes e ainda favorecem os mecanismos anti-fagocitarios (BRENNER
et al., 1997). As lesdes no epitélio vulvar ocorrem em aproximadamente 10% dos
animais infectados. A morbidade & de 37%, podendo chegar a 75% em

confinamentos e quando chega a proporc¢des elevadas a fertilidade € prontamente
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comprometida, resultando na queda da taxa de concepgao para 20% ou até 13%
nas formas crénicas da infec¢ao (DOIG et al., 1979).

O U. diversum apresenta grande variedade antigénica na estrutura
celular, as quais expressam variados graus de patogénese para o hospedeiro
infectado (Le GRAND et al., 1995). E sugerido que a infeccdo tende a
permanecer por tempo mais prolongado, mesmo em animais assintomaticos,
devido a presenca de uréia nas secregdes do trato urogenital, importante nutriente
para a sobrevivéncia desta bactéria (SANDERSON et al., 2000).

O U. diversum pode ser introduzido no rebanho durante a estacdo de
monta ou por sémen contaminado (PETIT et al., 2008a). As perdas reprodutivas
resultantes estio relacionadas principalmente com sua capacidade de interferir no
metabolismo das prostaglandinas que s&o importantes mediadores do processo
de implantacdo embrionaria e de manutengdo da prenhez (AMARAL, 2004).
Aborto no ultimo trimestre da gestacao, retencao de envoltérios fetais, placentite
com opacidade multifocal e extensas area hemorragicas no amnion, assim como
alteragbes corioalantoidianas, necrose e infiltrado de mononucleados no estroma
corioalantoidiano, lesdes pulmonares com alveolite ndo supurativa e conjuntivite
erosiva em fetos abortados, tém sido alguns dos principais processos patologicos
indicativos da ocorréncia de infecgbes por U. diversum resultando em perdas
reprodutivas (ANDERSON, 2007). Casos de mortalidade neonatal demonstraram
também a Salmonella spp como importante agente etiolégico, porém de baixa
frequéncia (MORRELL et al., 2008). Outros agentes bacterianos envolvidos em
historico de perdas reprodutivas sao Arcanobacterium pyogenes, Bacillus spp.,
Escherichia coli, Haemophilus somnus, Pasteurella spp., Pseudomonas spp.,
Serratia marcescens, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., sendo entretanto
consideradas oportunistas e de ocorréncia esporadica (ANDERSON, 2007). A
presenca de Mollicutes nos processos infecciosos pode ocorrer isoladamente ou
associada a outros microrganismos que participam de forma sinérgica na
severidade dos processos patolégicos (SPRINGER et al., 1974; MAUNSELL &
DONOVAN, 2009). PETIT et al. (2009), avaliando as bactérias mais comumente
isoladas de muco cervical e vaginal de vacas com problemas reprodutivos, a

maior parte com endometrite clinica ou saudaveis, verificaram isolamentos
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positivos para Escherichia coli (hemolitica e ndo hemolitica) nos dois casos, com
maior numero de amostras vaginais positivas.

A VVG é uma das patologias do sistema reprodutor favorecida pela alta
densidade, uma vez que o agente presente nas secre¢des nasais ou vaginais se
propaga de forma horizontal, facilmente pelo contato. Esta patologia foi
caracterizada como um processo inflamatério com lesdes inicialmente pequenas e
claras, as quais, em até dois dias ap6s a infecgédo, tornam-se maiores; a secregéao
vulvovaginal inicialmente € mucopurulenta, tornando-se semelhante ao muco
liberado durante o estro (DOIG et al.,, 1980; OLIVEIRA FILHO et al., 2005). Os
Mollicutes envolvidos na VVG sao disseminados também pelo coito ou sémen
contaminado (SPERGSER et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2005), fomites,
durante a ordenha de vacas infectadas e nao infectadas, pelos equipamentos de
ordenha tocando tetos mal higienizados, as m&os do ordenhador ou a falta de
higiene nos procedimentos terapéuticos (MAUNSELL & DONOVAN, 2009).
Considerando que a presenca de Mollicutes ja foi detectada em amostras de leite
obtidas de tanques de unidades produtoras (FOX et al., 2003), ha maior
preocupagcdo em conhecer o potencial epidemiolégico e as chances de risco
atribuidas a ocorréncia destes agentes, especialmente do U. diversum.

A Instrugcdo Normativa n° 51 traz critérios que auxiliam no Programa de
Qualidade do Leite, no que se refere aos limites maximos para a contagem de
células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT), determina o
resfriamento obrigatério do leite na fazenda e estabelece limites maximos para
residuos de antibiéticos no leite. Também traz instrugbes para a infra-estrutura
adequada para que o sistema de ordenha tenha maior qualidade higiénica e
sanitaria na obtencgao do leite para a industrializagdo (BRASIL, 2002). No Brasil, a
DPA (Dairy Partners Américas) - uma das duas grandes empresas na cadeia
lactea: Nestlé e Fonterra valorizam o leite enviado para industria com base em
varios critérios, entre eles os valores minimos de CCS e CBT (DPA, 2009). A
relacdo entre as praticas de ordenha e a diversidade de microrganismos que
podem ser detectados como promotores de disturbios reprodutivos nas fémeas de
producao, associa-se com aspectos higiénicos e de manejo durante o processo. A
contagem de celulas somaticas (CCS) tem sido considerada medida padrdo de

qualidade do leite e possui alta relevancia para a unidade produtora, pois indica o
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estado sanitario das vacas de produgcéo (BUENO et al., 2005) e os parametros
obtidos com a CCS séo indicativos da sanidade animal, assim como a CBT é
indicativo da higiene de ordenha (OLIVAL et al., 2004). O conhecimento dos
parametros relacionados ao nivel de higiene do animal e do sistema de ordenha e
os critérios ambientais globais como o controle dos equipamentos de ordenha, a
infra-estrutura dos galpdes e a convivéncia entre animais sadios e portadores
contribuem de forma satisfatoria para o controle de patdgenos transmissiveis
entre os animais de producao (VERDIER-METZ, 2009).

Neste sentido, este experimento foi desenvolvido com o objetivo de
identificar fatores de risco para a ocorréncia de Ureaplasma diversum, em

diferentes sistemas de producéo de leite.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS DE PRODUGAO

Foram visitados nove sistemas de produgdo de leite a pasto,
localizados na mesorregido central e sul do Estado de Goias, Latitude entre -16°
01'13" e 17°47' 53", Longitude 49° 18' 40" e 50° 55' 41", com altitude entre 716 e
948 metros acima do nivel do mar. As visitas e colheitas ocorreram nos meses de
maio e setembro de 2008, quando a temperatura média mensal foi de 23° C em
maio e de 25 a 27° C em setembro. A pluviosidade foi de 25 a 50mm em maio e
de 50 a 100mm em setembro.

Durante as visitas aplicava-se um questionario, no qual eram anotadas
as condi¢bes ambientais, caracteristicas de manejo dos animais, perfil produtivo e
as caracteristicas clinicas das fémeas avaliadas. Os dados produtivos de cada
rebanho, assim como os valores de CBT e CCS, foram obtidos dos registros
mantidos pelo Programa de Desenvolvimento da Pecuaria Leiteira (PDPL) ou pela
Cooperativa Agroindustrial dos Produtores Rurais do Sudoeste Goiano
(COMIGO).

A selecdo das propriedades foi feita por Amostragem Nao-
Probabilistica por Conveniéncia (SILVA & MENEZES, 2001), isto &, os sistemas
estavam localizados nas principais regides produtoras de leite para a
industrializagdo, eram assistidas por Médico Veterinario ou pelas cooperativas,
dispunham de facil acesso, procediam duas ordenhas diarias e as visitas eram
feitas em concordancia com os proprietarios. Quanto ao manejo reprodutivo, o
inseminador era orientado pelo médico veterinario do PDPL ou da COMIGO, que
era responsavel pela orientacdo técnica e manejo sanitario e reprodutivo dos
rebanhos. Os protocolos de sincronizagdo de estro/ovulagdo ndo eram
rotineiramente utilizados. Além destas observacdes, durante a visita e colheita de
material eram verificados também, conforme Anexo 1:

« Produtividade em litros de leite por dia, por vaca;
= Sistema de ordenha;

= tipo de ordenha;

s cobertura dos galpdes de ordenha;

» piso dos galpdes de ordenha;
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»« higiene dos galpdes de ordenha;
» localizag&o da esterqueira.

2.2. OBTENGCAO E PROCESSAMENTO DE MATERIAL

A obtencédo das amostras foi feita pela amostragem por conveniéncia,
de acordo com a rotina da visita do médico veterinario pelo sistema de produgéo.
De cada animal foram obtidas duas amostras de muco vulvovaginal para
microbiologia, e as colheitas eram feitas durante a ordenha nas vacas em
lactagéo, ou durante o exame de rotina feito pelo médico veterinario. Inicialmente
verificava-se a presenca ou nao de lesbes tipicas de vulvovaginite granular
(VVG), as quais eram classificadas em dois graus - leve a moderado e severo, de
acordo com a quantidade e extensédo na distribuicdo de vesiculas, assim como
presenca ou nado de hiperemia, adaptando-se a metodologia descrita por
GAMBARINI et al. (2009).

O procedimento seguinte consistia da colheita de muco vulvovaginal,
utilizando-se duas zaragatoas estéreis, de acordo com CERDA et al. (2000). As
amostras foram depositadas em meio de transporte Az e Caldo Tioglicolato,
separadamente. O caldo Tioglicolato foi levado até o Laboratério de Microbiologia
do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da UFG e o meio de transporte Asyg
ao Setor de Reprodugédo Animal da UFG para processamento.

Todas as amostras foram processadas em periodo ndo superior a 24
horas. Para a bacteriologia geral as amostras em Caldo Tioglicolato foram
semeadas nos agares Sangue e MacConkey e incubadas em condigbes de
aerobiose em estufa bacteriologica, a 37° C. Apds o periodo de incubacéo
efetuava-se a avaliacdo morfoldgica e tintorial das colénias, assim como as
provas bioquimicas especificas para identificacdo, segundo OLIVEIRA (1995).

Para o isolamento de Mollicutess aliquotas do meio de transporte Asxs
contendo muco vulvovaginal eram inoculadas em Caldo Ub, Agar Ub e Agar
Hayflick. Os caldos eram incubados em estufa bacterioldgica a 37° C, sob
condicbes de aerobiose, com os tubos tampados, e as placas dos agares eram
incubadas sob condi¢gdes de microaerofilia, em jarras de anaerobiose com vela
acesa, em estufa a 37° C conforme procedimento recomendado por CARDOSO et

al. (2000). Os caldos eram observados diariamente por periodo de até sete dias,
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para verificacdo da atividade da urease pela alteragdo da cor do meio liquido
(aumento do pH), e as placas incubadas por até 15 dias, e submetidas a primeira
avaliacdo 48 horas apds a inoculacéo, e posteriormente, a uma avaliagao diaria,
em microscopio estereoscoépico, para visualizacdo de colénias em forma de “ovo
frito”, caracteristicas dos micoplamas, confirmando-se pela coloracdo de Dienes
(Mycoplasma spp) e pela presenca de pequenas colbnias granulosas de
coloracdo marrom escura (Ureaplasma diversum). As culturas consideradas
negativas foram aquelas nas quais n&o foi possivel observar altera¢cdes do pH do
caldo e/ou aquelas nas quais nao foram evidenciadas colénias caracteristicas no

agar.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica utilizou-se o principio do estudo transversal
(PETRIE & WATSON, 2009), definindo-se como variavel dependente a presenca
ou auséncia de Ureaplasma diversum. Como variaveis independentes
relacionadas ao animal considerou-se os graus de lesdao de VVG, isolamentos
positivos para Escherichia coli no muco, condigédo produtiva - seca ou em lactagéo
e condicdo reprodutiva - vazia ou prenhe. Como variaveis independentes
relacionadas ao sistema de producao considerou-se a producgéo de leite/vaca/dia,
o sistema de ordenha - manual ou mecanica, o tipo de ordenha mecanica - balde
ao pé, espinha de peixe ou fila indiana, caracteristicas da sala/galpdo de
ordenha, forma de higienizagdo do local e ordenha -vassoura, agua ou
sanitizante, destino dos excrementos - distancia inferior ou superior a 50 m,
contagem de células somaticas (CCS) e contagem bateriana total (CBT) do leite
cru.

Todas as variaveis foram classificadas em “auséncia” ou “presenca’, e
os dados tabulados em planilhas eletrénicas. A regresséo logistica foi utilizada
para analisar se fatores de risco potenciais (variaveis independentes) estavam
sigificativamente associadas com o isolamento positivo para Ureaplasma
diversum. O grau de associacdo entre os fatores de risco potenciais e a
frequéncia de isolamentos foi estudado por meio do odds ratio, segundo
CORDEIRO (2005). Para as analises utilizou-se o software livre Epi Info verséo
3.5.1.



3. RESULTADOS

Foram visitados nove sistemas de producgéo de leite (SPL) localizados
nas mesorregidoes central e sul do Estado de Goias. Todos os sistemas de
producdo eram do tipo extensivo, com o0s animais mantidos a pasto,
suplementagdo com concentrado no periodo chuvoso e concentrado e silagem no
periodo seco. O padréo racial foi de animais Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus, com diferentes graus de sangue. Quanto ao manejo reprodutivo, houve
predominio da inseminacdo artificial, e média de um bezerro/vaca/ano. Os
sistemas de ordenha utilizados eram o manual ou a mecanizada. Os sistemas de
ordenha mecanica eram com balde ao pé, com animais posicionados lado-a-lado,
ou o continuo, onde os animais eram posicionados em fila indiana ou em espinha
de peixe. A TABELA 1 traz os dados relativos aos sistemas de produgéo

visitados.

TABELA 1. Dados obtidos nas nove propriedades visitadas com o numero de vacas
por rebanho, numero de colheitas, a producdo diaria de leite, o sistema
e o tipo de ordenha, a infra-estrutura dos galpbes e o controle de

qualidade do leite.

Producéo de leite Salas de ordenha Contr_ole de
Sistema qualidade
de Total Vacas Prod. Sistema Tipode Telha Piso Higie  Ester CCs CBT
produgao de colhi L/dia de orde ne queira cel/ rr;L ufc/
vacas das ordenha nha x10 mL
x10°
1 44 12 17,2 MC 6x2 Esp. AM CM SAN <50m 435,3 9,6
peixe
2 115 108 23,0 MC 6x2 Fila Barro CM Agua <50m NI NI
india.
3 116 47 17,0 Manual - AM CM Agua <50m NI NI
4 41 38 12,0 MC 4x2 Bal.pé AM Barro VAS & <50m 332,0 50
Cal
5 67 46 12,4 MC4x2 Bal.pé¢ AM CM Agua <50m  109,0 32,0
6 70 33 10,0 Manual - AM CM VAS <50m 152,0 20,0
7 54 26 8,0 Manual - Metal CM VAS <50m 193,0 21,0
8 180 98 20,0 MC 6x2 Esp. AM CM VAS <50m 160,0 37,0
peixe
9 180 98 14,0 MC 6x2 Esp. AM CM SAN  >60m 875,0 39,5
peixe

Total 867 506  14,8+4.8 - - - - - -

(MC) ordenha mecanica; (AM) amianto; (CM) cimento; (SAN) sanitizantes; (VAS) vassoura; (NI) ndo
informado.
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O numero de animais amostrados em cada SPL variou de 27,3% a
92,7% do total do rebanho, resultando em 506 amostras obtidas.

Dos nove SPL visitados, seis utilizavam ordenha mecanica e trés
manual. Dos sistemas de ordenha mecanica, trés eram em espinha de peixe com
lotagdo de 12 animais por vez, um do tipo fila indiana, também com 12 animais na
sala de ordenha e dois do tipo balde ao pé, com lotes de oito animais mantidos
lado a lado e ordenhados.

Em relac&o a infra-estrutura, sete dos nove galpbées eram cobertos por
telhas de amianto, um por telha de barro e um por telha de metal. Oito do total de
galpdes tinham piso de cimento e um deles apresentava piso de terra. Para a
higiene dos galpdes, dois deles eram lavados com agua e sanitizantes, trés com
jatos de agua, um era limpo utilizando vassoura e eventualmente cobertura de cal,
os outros trés eram limpos apenas com vassoura. Os excrementos eram langados
nas esterqueiras, as quais estavam, em oito propriedades, localizadas a menos
de 50 metros de distancia do galpao de ordenha, uma estava a mais de 60 metros
do galpao e todas eram mantidas sem nenhum tipo de cobertura ou tratamento,
permitindo a passagem dos animais sobre elas durante a conducédo para a
ordenha.

Das 506 fémeas amostradas, 73,5% estavam em lactacdo, 46,6%
prenhes, 1,8% apresentaram lesdo de VVG grave, 98,2% lesdo de VVG leve a
moderada, 44,7% foram positivas para Mollicutes, sendo 32,6% para U.

FIGURA 1. Frequéncia de amostras positivas e negativas para Ureaplasma
diversum nas amostras de muco vulvovaginal, conforme positividade
para E. coli e CCS (x10°) e CBT(x10°), nas nove propriedades
estudadas.
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diversum, e 9,9% foram positivas para E. coli. Nos SPL 2 e 3 verificou-se as
maiores frequiéncias para o U. diversum. Nos SPL 8 e 9 verificou-se elevada
freqliéncia de isolamentos positivos para U. diversum, E. coli, CBT e CCS. Nos
SPL 3 e 9 verificou-se altos valores de CCS e CBT. Nos SPL 2, 3, 6 e 7 ocorreu
maior frequéncia de U. diversum. Destes, o retiro de numero 2 utilizava sistema
de ordenha mecanica em fila indiana e os demais utilizavam a ordenha manual.
Analisando estatisticamente a CBT, especialmente no retiro 5, foi

detectado, significativamente com »* = 5,93 e p > 0,05 que a contagem bacteriana
total = a 20.000 ufc/mL é considerada como fator de exposi¢céo para a ocorréncia
do U. diversum, entretanto esta relacéo nao foi significativa para a CCS, onde Xz =
0,005 e p>0,05 para a contagem de células somaticas = 300.000 cel/mL néo

indicaram fator de exposi¢ao para a positividade do agente.

As TABELAS 2 a 6 e as FIGURAS 1 e 2 mostram os resultados da
regressao logistica para a ocorréncia dos fatores e os casos positivos para o U.

diversum.

TABELA 2. Fatores observados nas nove propriedades pesquisadas para as
chances de risco de ocorréncia do Ureaplasma diversum, conforme
condigdes reprodutivas das vacas, grau de lesdo e ocorréncia de
Mycoplasma spp e E. coli.

U.
Sistema de Vacas Em M/U diversum E. coli
producéo colhidas lactacdo Prenhes Grave positivo  positivo Positivo
N % n % N % n % n % n % n %
1 12 24 11 3,0 2 0,8 1 111 0 0,0 0 0,0 1 2,2
2 108 21,3 108 290 63 267 5 556 79 350 57 345 5 109
3 47 93 28 75 14 59 0 00 28 124 25 152 1 2,2
4 38 75 28 75 13 55 0 0,0 16 71 12 7,3 0 0,0
5 46 91 26 7,0 30 12,7 3 333 23 10,2 15 91 2 4,3
6 33 65 32 8,6 2 0,8 0 0,0 14 6,2 12 7,3 1 2,2
7 26 51 15 4,0 0 00 0 00 12 53 11 67 0 0,0
8 98 194 589 159 52 220 O 00 20 838 10 61 13 283
9 98 194 65 175 60 254 O 0,0 34 150 23 139 23 50,0
Total 506 100 372 100 236 100 9 100 226 100 165 100 46 100

(M/U) Mycoplasma spp / Ureaplasma diversum
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TABELA 3. Frequéncia de amostras positivas e negativas para Ureaplasma
diversum nas amostras de muco vulvovaginal, conforme condigcao
produtiva, reprodutiva, tipo e sistema de ordenha, das vacas testadas.

Fatores Positivo Negativo Total
n % n %

Seca 40 30,1 93 69,9 133
Lactante 134 36,0 238 64,0 372

Vazia 91 33,8 178 66,2 269
Prenhe 83 35,2 153 64,8 236
Ordenha Manual 48 45,3 58 54,7 106
Ordenha Mecanica 126 31,6 273 68,4 399
Balde Espinha 69 23,7 222 76,3 291

Fila Indiana 57 52,8 51 47,2 108

A freqiéncia de animais portadores do U.diversum, esteve mais
elevada nos maiores rebanhos, foi maior para aqueles ordenhados pelo sistema
mecanizado em fila indiana, os quais apresentaram 52,8% de positividade,
enquanto que os animais submetidos a ordenha manual obtiveram 45,3% de
freqiéncia para o U.diversum. Os animais que eram submetidos ao sistema
mecanizado com balde-ao-pé ou espinha de peixe, apresentaram freqiéncia de
23,7%. As lesbes graves ocorreram com maior frequiéncia no animais com

infecgdo simultdnea para U. diversum, Mycoplasma spp e E. coli

TABELA 4. Razdo de chance de positividade para o Ureaplasma diversum nas
amostras de muco vulvovaginal, conforme condicdo produtiva,
reprodutiva, tipo e sistema de ordenha, da vacas testadas.

Ureaplasma diversum

Fatores n observado n
positivo % OR IC 95% p

Seca 133 40 30,1 0,76 0,49 1,17 0,2100
Lactante 372 134 36,0 1,30 0,85 2,00 0,2100
Vazia 269 91 33,8 0,94 0,65 1,36 0,7500
Prenhe 236 83 35,2 1,06 0,73 1,53 0,7500
Ordenha Manual 106 48 45,3 1,79* 1,15 2,77 0,0001
Ordenha Mecéanica 399 126 31,6 0,55* 0,36 0,86 0,0001
Balde / Espinha 291 69 23,7 0,27* 0,17 0,44 0,0001
Fila Indiana 108 57 52,8 3,59* 2,26 5,72 0,0001

OR = Odds ratio; IC 95% - Intervalo de confianca; p - Probabilidade associada a hipétese de
nulidade e * p<0,05.

A TABELA 4 traz a analise das chances de risco para a ocorréncia do
U. diversum conforme cada fator estudado. Analisando as condi¢des reprodutivas

das vacas testadas e a positividade do U. diversum, foi demonstrado que as
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chances de risco, mesmo nao sendo significativa (P>0,05), foram maiores para as
vacas em lactagao (1,30 vezes) quando comparadas com as secas (0,76 vezes) e
os valores foram mais préximos para as vacas prenhes ou vazias (1,06 e 0,94).

Comparando os sistemas de ordenha verificou-se que fémeas dos
sistemas de producdo de leite com ordenha mecénica apresentaram 0,55 mais
vezes a chance de serem positivas que aquelas por ordenha manual. Quando se
considerou o sistema de ordenha mecéanica (espinha de peixe ou balde pé em
relacdo a fila indiana), aquelas ordenhadas em fila indiana tiveram 3,59 vezes
mais chance de serem positivas (P<0,001). Na ordem de chances seguem o0s
animais submetidos a ordenha manual, com 1,79 vezes a chance de estarem
positivos e 0s animais.

Conforme pode ser visto na TABELA 5 e FIGURA 2, dos 506 animais
testados, 33 amostras foram positivas para E. coli, 472 forma negativas para E.
coli; 226 foram positivas também para Mycoplasma spp, 496 apresentavam leséo
de vulvovaginite leve a moderada e nove apresentavam lesdo grave para

vulvovaginite.

TABELA 5. Frequéncia de Amostras positivas e negativas para U. diversum nas
amostras de muco vulvovaginal, conforme presenga ou auséncia de
E. coli, isolamento misto de Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e
grau de lesdo das vacas testadas.

Ureaplasma diversum

Fatores Positivo Negativo Total
n % N %

E. coli (pos) 13 39,4 20 60,6 33

E. coli (neg) 161 34,1 311 65,9 472

UM 174 77,0 52 23,0 226

Leve 170 34,3 326 65,7 496

Moderada 4 44 4 5 55,6 9

UM = Positivo simultaneamente para Mycoplasma spp e U. diversum.

Comparando com a positividade do U. diversum com os provaveis
fatores de exposicéo, foi verificado que 39,4% dos animais positivos para U.
diversum foram positivos também para E. coli, 77,0% foram positivos para

Mycoplasma spp. e 44,4% apresentaram lesdo grave para vulvovaginite.
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FIGURA 2. Frequéncia de amostras positivas e negativas para U. diversum
conforme presenca ou auséncia de E. coli, grau de lesdo e amostras
mista com Mycoplasma spp (UM), dos rebanhos testados.
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TABELA 6 . Razao de chance de positividade para o Ureaplasma diversum nas
amostras de muco vulvovaginal, conforme a presenca de E. coli e o
grau de lesdo de vulvovaginite observados nas vacas testadas.

Ureaplasma diversum

Fatores n
observado n
comparado % OR IC 95% P
E. coli (pos) 33 13 39,4 1,25 0,60 2,58 0,53
E. coli (neg) 472 161 34,1 0,79 0,38 1,64 0,53
Leve 496 170 34,3 0,65 0,17 2,45 0,52
Moderada 9 4 44 .4 1,53 0,40 5,78 0,52

OR = 0Odds ratio; 1C 95% - Intervalo de confianga; p - Probabilidade associada a hipotese de
nulidade.

Na TABELA 6 pode ser verificado que o estudo de chance de risco
(OR) para os fatores de exposi¢cdo ndo apresentaram resultados significativos
para os fatores analisados, mas existe chance de que os animais positivos para
E. coli apresentem 1,25 vezes a chance de serem positivos para U. diversum e os
animais com vulvovaginite caracterizada como lesao grave apresentam também

1,53 vezes a chance de estarem positivos para o agente em questao.



4. DISCUSSAO

Nas fazendas visitadas foi verificado que a infra-estrutura para os
procedimentos de ordenha eram bastante variados e que em cinco propriedades
nao havia correspondéncia entre as instalacbes e as orientagcdes prestadas pela
Instrugdo Normativa n° 51 de 18/09/2002 (BRASIL, 2002) para a producgéao de leite
tipo C. A falta de correspondéncia mais relevante para a questao sanitaria foi a
ocorréncia de propriedades com piso de chao batido, o qual compromete a
qualidade de higienizacdo do galpdo de ordenha. Aquela Instrucdo Normativa
propde que os galpdes sejam higienizados utilizando jatos com agua e
sanitizantes, porém somente duas propriedades utilizavam este procedimento.
RIBEIRO et al. (2009) chamam a atencdo para as caracteristicas higiénicas no
sistema de produgao de leite, alertando que as boas praticas higiénicas resultam
na prevengao para instalacdo de microrganismos contagiosos e asseguram
melhor qualidade do leite comercializado.

Outro achado relevante para o processo de disseminagdo de agentes
infecciosos é a localizagdo das esterqueiras. A maioria (oito) estava localizada a
menos de 50 m de distancia do galpdo de ordenha, descobertas e sem nenhum
tipo de tratamento. MONTEIRO NOVO & SCHIFFLER (2006) afirmam que as
esterqueiras devem ser posicionadas longe das salas de ordenha e ENRIQUEZ et
al., (2007), discutindo a importancia do esterco como potencial disseminador de
microrganismos, propde que as esterqueiras, quando préximas da sala de
ordenha, sejam acondicionadas em associagdo com palha vegetal a fim de
minimizar os riscos de contaminacgéo.

As freqliéncias de lesbes de VVG aqui descritas sdo superiores
aquelas relatadas por NASCIMENTO et al.,, (2005). Os autores isolaram
Mycoplasma spp. a partir de amostras de muco vaginal de fémeas bovinas com
problemas reprodutivos e identificaram 7,14% de amostras positivas em animais
com VVG discreta e que abortaram, e 7,14% de amostras positivas em animais
com VVG, sem disturbios reprodutivos. Comparando os resultados verifica-se que
a VVG discreta, a qual se referem aqueles autores, corresponde a VVG de lesao
leve, detectada em 98,2% das vacas testadas neste estudo. No trabalho de

NASCIMENTO et al., (2005), os autores obtiveram o diagnéstico negativo para
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Tricomonose, Campilobacteriose e Brucelose, concluindo que os disturbios
reprodutivos detectados foram relacionados com a presenca de Mollicutes.

BUZINHANI et al. (2007), utilizando técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) especifico, isolaram 37,5% de U. diversum das amostras de
muco vulvovaginal de vacas com disturbios reprodutivos e CARDOSO et al.
(2000), comparando a técnica de PCR e de cultivo microbiologico, identificaram
52.9% e 35.7%, respectivamente, em amostras vaginais de 168 fémeas bovinas.
PETIT et al., (2008), utilizando isolamento microbiologico, testes bioquimicos e
sorolégicos identificaram o agente em 19,9% das 261 amostras de swab vaginal.
No presente estudo houve freqiiéncia semelhante — 32,6%. BUZINHANI et al.,
(2007) testaram amostras de vacas holandesas com problemas reprodutivos em
varios estados brasileiros e detectaram, por isolamento microbiolégico e técnicas
de PCR genérico, 63,4% de positividade para o U. diversum e 9,8% de
positividade para o M. bovis, demonstrando uma probabilidade maior do U.
diversum ser o principal agente envolvido nos processos patologicos investigados.

Nos resultados descritos neste trabalho verificou-se que propriedades
com maiores valores de CCS apresentaram também os maiores valores de CBT e
maior freqliiéncia de E. coli. Os dados de CCS e CBT ndo chegam a comprometer
as orientacdes propostas pela Instrugdo Normativa 51 (BRASIL, 2000), porque ela
prevé um nivel maximo atribuido para CCS e CBT de 750.000 cel/mL e 750.000
ufc/mL, respectivamente, para a regiao Centro-Oeste, até 2010. OLIVAL et al.,
(2004), avaliando propriedades produtoras de leite tipo C, encontraram maior
freqiéncia (88,8%) de unidades produtoras com valores para CBT acima de
100.000 ufc/mL e 77,7% das unidades produtoras apresentaram CCS acima de
400.000 cel/mL. Os valores encontrados neste estudo estdo abaixo desses, assim
como dos sugeridos pela Instru¢do Normativa 51 (BRASIL, 2000).

Mesmo assim, considerando a freqiiéncia elevada da E. coli, os dados
sugerem comprometimento das condi¢gbes higiénicas durante os procedimentos
de ordenha. Ao analisar estatisticamente estes fatores verificou-se que a CBT
esteve associada a maior ocorréncia do U. diversum. A presenca de E. colie U.
diversum nas amostras processadas, expressando valores de freqiéncia e de
fator de exposicao relevantes denota o papel de interacdo sinérgica entre

bactérias Gram negativas que tendem a comprometer o sistema reprodutor das
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fémeas de producédo quando ocorrem simultaneamente. Este papel sinérgico foi
discutido por SPRINGER et al., (1974), e observado em relagédo aos Mollicutes e
os estreptococos nas lesdes ulcerativas do trato genital de equiideos (SPERGSER
et al. (2002) e com a P. multocida em disturbios respiratérios promovidos por
micoplasmas em fémeas bovinas (MAUNSELL & DONOVAN, 2009).

Como foi observado na analise de chance de risco, a positividade para
E. coli e a presengca de lesdo grave representam chance de risco para o
isolamento do U. diversum. A chance de risco estabelecida entre o padrdo de
lesdo grave e a ocorréncia do U. diversum sugere o que é caracterizado como
fase aguda da vulvovaginite, como proposto por DOIG et al. (1980) que
observaram experimentalmente a resposta inflamatéria em novilhas nuliparas
holadesas, através da inoculacdo de U. diversum no utero e cérvix. O isolamento
microbiolégico nesse experimento permitiu a obtencédo do agente em 94% das
amostras em até 4 dias pds inoculagdo, com reducdo completa desta freqtiéncia
em até 7 dias pos inoculagao.

As lesbes graves ocorreram principalmente nas fémeas prenhes e
positivas para Mycoplasma spp. Além do papel sinérgico entre as bactérias Gram
negativas e os ureaplasmas, devido a similaridade das proteinas de suas
membranas (BRENNER et al.,1997), € discutivel também a habilidade do sistema
imunoldégico em responder a estes agentes. Fémeas gestantes estéo
imunologicamente suprimidas com a circulagédo de células T e B reduzidas,
especialmente para o sistema reprodutor a fim de minimizar o papel de rejeicéo
aos antigenos paternos adquiridos durante a concepgdo. Este mecanismo resulta
na maior predisposicdo para a instalacdo e multiplicacdo do U. diversum,
principalmente porque, sendo Gram negativo ele dispde dos mecanismos de
escape a fagocitose descrita por POWELL & CLYDE, (1975) enquanto estdo no
meio extra celular, na mucosa do trato reprodutor. Posteriormente, ao invadir as
células, o sistema imune suprimido teria maior dificuldade para reconhecé-lo e
destrui-lo. KWIECIEN & LITTLE (1991) descreveram que neste mecanismo de
escape a bactéria Gram negativa tende a inibir o metabolismo oxidativo da célula
hospedada, dificultando o processo de reconhecimento ao corpo estranho e ainda

conseguindo se multiplicar no interior da mesma.



5. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que dentre os
fatores estudados, representam potenciais fatores de risco para isolamentos
positivos de U. diversum no rebanho:

Lesbes de VVG grave;
vacas ordenhadas manualmente;

vacas ordenhadas mecanicamente em fila indiana;

D N N NN

presenga concomitante de e. coli em amostras de muco

vulvovaginal.
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ANEXO

ANEXO 1. Ficha de inquérito epidemiolégico aplicado junto as unidades
produtoras de leite visitadas.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA ANIMAL

Cx.Postal 131-Campus Il — Samambaia , CEP: 74001-970, Tel/Fax: (Oxx 62) 521-
1586

- FICHA DE INQUERITO -

Data: / / N° da propriedade em visita

DADOS DA PROPRIEDADE

Nome da propriedade:

Endereco:

Nome da microrregido:

Dados edafoclimaticos da microrregi&o: temperatura- °C / umidade - %

Tipo de sistema de producgéo:

( ) free-stall ( ) Extensivo com ordenha mecanica () Extensivo com ordenha
manual

Caracteristicas raciais das vacas: () Pura () Cruzada Ragas: .....c.........
Producéo (litros/ano): Produtividade (litros/vaca/ano):

Numero de vacas no rebanho: Produtividade (bezerro/vaca/ano):

Numero de galpdes utilizados para a ordenha: ( Jum  ( )dois ( )trés ( )quatro ( )+4

Lotacdo média do galpdo por ordenha: ( )15-30vacas ( )30-45vacas ( )45-60vacas ( )+60

Tempo que as vacas permanecem nos galpdes: ( )1-3h ( )3-6h ( )todo o dia ( )dia e noite

Tipo de cobertura do galpdo:; ( )palha (  )telhaamianto (  )telhabarro (  )outro

Tipo de piso do galpdo: ( )barro ( )cimento ()madeira ( )outro

Tipo de ventilagdo no galpdo: ( )ventiladores ( )jatos de agua ( )aspersores ( )nenhum

Forma de higienizacdo do galpdo: ( )vassoura ( )agua (_ )sanitizantes ( )nenhum

Freqiéncia de higienizagdo do galpdo: () 1xdia ( )2xdia ( )3xdia ( )nenhuma

Destino dos escrementos: ( )descoberto proximo do galpdo[<50m] ( )tanque de decantagdo
(_ )descoberto distante do galp&o [>50m] (  )depdsito coberto




CAPITULO Il

FATORES ASSOCIADOS A OCORRENCIA DE Mycoplasma spp E
Ureaplasma diversum EM LESOES DE VULVOVAGINITE GRANULAR EM
VACAS EM LACTAGAO.

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia de isolamentos positivos para os Mollicutes
- Mycoplasma spp e Ureaplasma diversum no muco vulvovaginal de vacas em
lactacédo, e associar este achado com fatores do animal e do meio ambiente,
foram visitados seis retiros pertencentes a uma mesma propriedade produtora de
leite a pasto para industrializac&o, localizada na mesorregidao sul do Estado de
Goias. Foram utilizadas 733 vacas em lactacdo. Amostras de swab vulvovaginal
foram incubadas por até 15 dias e avaliadas em microscépio estereoscédpico, para
visualizagédo de colénias em forma de “ovo frito”, caracteristicas dos micoplamas,
confirmando-se pela coloracédo de Dienes. Para o U. diversum, verificou-se a
atividade da urease pela alteragao da cor do meio liquido (aumento do pH) e pela
presenca no agar de pequenas colbénias granulosas de coloragado marrom escura.
Das 733 vacas em lactagédo examinadas, 382 (52,1%) apresentaram algum grau
de lesao, 70 (9,5%) foram positivas para Mycoplasma spp, 190 (25,9%) para U.
diversum, 82 (11,2%) para ambos e 391 (53,3%) negativas. A raca Girolando sem
padrdo racial (RA3) predominou, representando 40% das vacas estudadas. A
producéo de leite mais baixa foi verificada no retiro 4 (8,2L/vacal/dia), e o menor
nuamero de vacas gestantes foi verificado no retiro 3. Quanto aos escores de
higiene e manejo, verificou-se que em nenhum retiro foi observado o escore
classificado como “6timo”. O Grau de lesao mais freqtiente foi o |, com 38,9%, e a
lesdo de Grau IV foi observada em 0,4% das vacas examinadas. Amostras
positivas para Mycoplasma spp (UM1) e para Mycoplasma spp. e U. diversum
(UM3), apresentaram correlagdo negativa ou fracamente positiva com a maioria
dos fatores. Houve correlagdo moderadamente positiva entre a ocorréncia do
Mycoplasma spp (UM1), a raca Girolando 7/8 (RA1) e o escore corporal 1,5
(SV15). Nao houve correlacdo significativa entre a sorologia positiva para
Neospora caninum e Leptospira interrogans e nenhum dos fatores avaliados. Foi
concluido que todos os retiros foram considerados positivos para a presenca de
Mollicutes - Mycoplasma spp e U. diversum, nas vacas em lactacao; Foi possivel
estabelecer a associacdo entre a ocorréncia desses Mollicutes e fatores
relacionados ao animal, especialmente com a presenga de VVG de grau mais
leve, raca e escores de condig¢ao corporal; O escore de higiene do ordenhador foi
o fator relacionado ao meio ambiente que apresentou maior associagdo com a
presenca de Mollicutes nos animais estudados;Nao ha associagcédo entre a
presenca de Mollicutes e soropositividade para Leptospira interrogans e Neospora
caninum; Mycoplasma spp e especialmente U. diversum devem ser considerados
como agentes envolvidos no baixo desempenho reprodutivo de vacas em
lactacéo.

Palavras chave: Higiene, manejo, Mollicutes, vaca.
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ABSTRACT

In order to evaluate the occurrence of positive isolates for Mollicutes -
Mycoplasma spp and Ureaplasma diversum vulvovaginal mucus of cows in milk,
and associate this finding with factors of the animal and the environment, they
visited six retreats from any one producing property milk of grazing land for
industrialization, in the region south of the State of Goias were used 733 lactating
cows. Vulvovaginal swab samples were incubated for 15 days and evaluated in a
stereomicroscope to visualize colonies into "fried egg", features the micoplamas it
is confirmed by staining of Dienes. For U. diversum verified the urease activity by
changing the color of the liquid medium (pH adjustment) and agar in the presence
of small granular colonies of dark brown color. Of the 733 lactating cows
examined, 382 (52.1%) had some degree of injury, 70 (9.5%) were positive for
Mycoplasma spp, 190 (25.9%) for U. diversum, 82 (11.2%) for both and 391
(63.3%) negative. The Girolando no racial pattern (RA3) predominated,
representing 40% of the cows studied. Milk production was recorded lower in
retreat 4 (8.2 L / cow / day), and the smaller number of cows pregnant was found
at the retreat 3. As for the scores of hygiene and management, it was found that at
no retreat was observed score classified as "excellent". The degree of injury was
the most frequent |, with 38.9% and Grade |V injury was observed in 0.4% of cows
examined. Samples positive for Mycoplasma spp (UM1) and Mycoplasma spp.
and U. diversum (UM3), had a negative or weakly positive with the majority of
factors. There was a moderate positive correlation between the occurrence of
Mycoplasma spp (UM1), the Girolando 7 / 8 (RA1) and body condition score 1.5
(SV15). There was no significant correlation between seropositivity for Neospora
caninum and Leptospira interrogans and none of the factors evaluated. It was
concluded that all the retreats were considered positive for the presence of
Mollicutes - Mycoplasma spp and U. diversum in lactating cows was possible to
determine the association between the occurrence of Mollicutes and factors
related to the animal, especially with the presence of grade VVG lighter, race and
body condition scores, the score of the milker hygiene was the factor related to the
environment with the highest association with the presence of animals studied
Mollicutes; No association between the presence of Mollicutes and seropositivity
for Leptospira interrogans and Neospora caninum; Mycoplasma spp and U.
diversum especially should be considered as agents involved in low reproductive
performance of lactating cows.

Key-words: Hygiene, management, Mollicutes, cow.



CAPITULO Il

FATORES ASSOCIADOS A OCORRENCIA DE Mycoplasma SPP E
Ureaplasma diversum EM LESOES DE VULVOVAGINITE GRANULAR EM
VACAS EM LACTAGAO.

1. INTRODUCAO

O rebanho leiteiro do Brasil tem crescido expressivamente nos ultimos
anos (COSTA et al., 2005). Este evento tem sido acompanhado, previsivelmente,
pelo aumento na producédo lactea (FERNANDES et al., 2004). Entretanto as
mudangas ndo s&o apenas em relagédo ao crescimento do rebanho mas, também
tem-se verificado que através das modificagdes técnicas e do melhoramento
genético, o numero de vacas ordenhada tem diminuido e o volume de leite
produzido continua aumentando (MASSUQUETO et al., 2007). Em Goias a
producao lactea esta em torno de 2 bilhdes litros/ano (BUENO et al., 2005). O tipo
de sistema predominante é a produgéo de leite a pasto (93,1%), caracterizada por
apresentar 80% da dieta animal proveniente de pastagens. Nessas condigbes de
producdo de leite, 93,6% do rebanho é constituido por animais mestigos,
cruzamentos de ragas européias, principalmente a holandesa com racas
zebuinas, principalmente Gir e Nelore (PACIULLO et al., 2005). As unidades
produtoras de leite em Goias tém importado animais de ragas melhoradas de
outros estados. Estas medidas aumentaram a predisposi¢cao do rebanho local em
desenvolver doencgas proprias dos animais que sdo submetidas aos altos indices
de produgdo e também a novos patdogenos quando introduzidos por bovinos
contaminados (BUENO et al., 2005).

Os fatores que se interrrelacionam com o aumento da produtividade
leiteira, tais como nutrigdo, producgdo, sanidade, gerenciamento, genética e
tecnificacdo (KRUG, 2001) oferecem maior eficiéncia produtiva, porém exigem
maior qualidade sanitaria e de manejo. E descrito que o manejo em relacdo aos
animais de producao, principalmente no periodo pés-parto, é fator determinante
para o controle das infecgdes do trato reprodutivo que levariam ao atraso nos
servicos subseqientes (ANDRADE et al., 2005). Neste perfil das unidades
leiteiras passou-se a exigir ainda mais da atenc&o sanitaria e do manejo. Animais

de maior produtividade sdao manejados com maior freqiiéncia, sdo submetidos a
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situacbes de estresse e permanecem aglomerados durante a maior parte do
tempo. Estes sao fatores que expbéem os animais de producdo ao estresse
comportamental, o que resulta em redugdo das defesas imunologicas por
alteracao da fisiologia natural do sistema endécrino (KEYSERLINGK et al., 2009).
Reconhecer os fatores que predispdem o rebanho ao estresse e promover
medidas de controle a estes fatores € a forma mais adequada para manejar o
rebanho e obter resultados positivos, principalmente em relagcdo aos indices
reprodutivos, os quais representam a prioridade na qualidade de produgado de
uma unidade leiteira (MOBERG, 1975). Disturbios sanitarios, especialmente
aqueles relacionados ao sistema reprodutivo, se tornam um dos principais fatores
a comprometer a eficiéncia produtiva do rebanho leiteiro (JUNQUEIRA et al.,
2006), fazendo com que os cuidados relacionados as taxas de cobertura,
prenhez, natalidade, mortalidade e produtividade sejam verificados
cuidadosamente no controle de qualidade produtivo do rebanho (FERNANDES et
al., 2004), a fim de que a ocorréncia de patologias possam ser reconhecidas e
controladas efetivamente.

Diferentes fatores de estresse relacionados com a alta produgédo de
leite (fisioloégicos, ambientais), a ingestdo inadequada de nutrientes, condigcéo
corporal baixa, e sistemas de manejo improvisados prejudicam o desempenho
reprodutivo em gado leiteiro. Nas ultimas décadas, a elevagdo continua da
producdo media de leite foi registrada para todos os sistemas de producgéo de
bovinos leiteiros. Por outro lado, uma simultdnea e dramatica diminui¢do no
desempenho reprodutivo comecgou a ser registrado, principalmente por causa do
aumento da incidéncia de doencas. Disturbios como a redugdo na taxa de
prenhez, ocorréncia de anestro, baixa taxa na concepcgéo e aumento na taxa de
descarte passaram a se tornar tipicas para estes rebanhos (TOTH et al., 2006;
GABOR et al., 2008). TILLARD et al. (2008) apontam a condicéo corporal e a
producao de leite como fatores fortemente associados ao risco de insucesso ao
primeiro servigo para vacas de leite no periodo pos-parto.

Varios microrganismos agem de forma isolada ou em conjunto como
causa de disturbios reprodutivos em ocorréncias de produgdo. Vaginites,
cervicites e infecgdes uterinas sdo causas freqlientes de morte embrionaria,

aborto e nascimentos prematuros quase sempre acompanhados de Obito
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(HUSTED, 2003). Uma das respostas mais evidentes no processo inflamatorio
agudo no sistema reprodutor € a vulvovaginite. Inicialmente esta inflamacgéao foi
relacionada com a ocorréncia do Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) (WENTINK et
al., 2000; VAN SCHAIK et al., 2002; DEL FAVA et al., 2003 e ANDERSON, 2007),
entretanto, exames bacteriolégicos e sorolégicos realizados em rebanhos com
vulvovaginite em variados escores, apontaram que 0 processo ndo € uma reagao
restrita ao BHV-1 e que o processo inflamatério estaria relacionado a outros
microrganismos, principalmente em rebanhos onde o BHV-1 n&o é positivo
(BLUM et al., 2007). Em funcdo destas questdes, € importante conhecer os
agentes que estariam causando estas perdas, a fim de efetuar medidas
terapéuticas e preventivas.

Os Mollicutes estao entre os microrganismos mais relacionados com a
ocorréncia da vulvovaginite em rebanhos bovinos (BUZINHANI et al., 2007).
Dentre os Mollicutes isolados a partir de amostras do trato reprodutivo de
ocorréncias bovinas com disturbios da reproducdo o Mycoplasma bovis,
Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum tém sido considerados como
os mais importantes (PETIT et al., 2008). Da mesma forma, estes s&do os
Mollicutes mais frequentemente isolados de amostras seminais oriundas de
touros alojados em centrais de inseminacao artificial (CARDOSO et al.,2006;
PETIT et al., 2009). Nos machos os Mollicutes tém sido apontados como
comensais comuns da flora genital e as falhas reprodutivas seriam dependentes
da viruléncia da cepa envolvida (SPERGSER et al., 2002).

E conhecido que a espécie do U. diversum é composta por 11
sorovares subdivididos em 3 sorogrupos, os quais sédo: A, B e C (Le GRAND et al.
(1995), porém o gene que determina a viruléncia permanece em estudo
(MADSEN et al.. 2008). Nas unidades de produgcdo estas espécies estédo
relacionadas com a ocorréncia de infertilidade, abortos e de lesdes do tipo vulvite
granular e vulvovaginite (VVG) em vacas. Pesquisa feita no Brasil, com amostras
de ocorréncias com estas patologias, demonstrou o isolamento de Mycoplasma
spp. em 12,5% e de U. diversum em 25,0% das amostras de muco vulvovaginal
(BUZINHANI et al., 2007). Estudo de freqliéncia de vulvovaginite e de U. diversum

em ocorréncias de producédo na Francga, demonstrou de 17% a 25% de lesdes de
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vulvovaginite nas vacas com problemas reprodutivos e de 38% a 45% de
frequéncia do U. diversum nestas mesmas vacas (BEY, 2006).

O Mycoplasma bovis, quando presente no sistema de producéo de
leite, podera participar de varias enfermidades que contribuem de forma
significativa para a queda na produtividade. Qualquer animal podera ser o
portador e a infecgdo se manifestara conforme os fatores de risco mais evidentes
na propriedade. Bezerros jovens apresentardo disturbios respiratérios,
principalmente quando forem alojados em ambientes de baixa ventilacdo e alta
densidade animal (MAUNSELL & DONOVAN, 2009). Um numero substancial de
isolamentos de M. bovigenitalium e M. canadense foi obtido durante surtos de
vulvovaginite em vacas de leite, apoiando a hipdtese de que eles podem estar
significativamente envolvidos em lesdes da mucosa vulvovaginal (LYSNYANSKY
et al., 2009). O Ureaplasma diversum & um patégeno oportunista do trato genital
de bovinos que contribui para surtos de vulvite granular, aborto e infertilidade nos
rebanhos, e pode levar a morte embrionaria precoce, o que é provavelmente uma
das raz6es de maior significado para a redugdo do desempenho reprodutivo em
bovinos. A inoculagcdo experimental deste patdgeno no utero resultou em
endometrite e salpingite, sugerindo que o estado inflamatoério no trato reprodutivo,
desencadeado pelo U. diversum pode ser desfavoravel para o desenvolvimento
do embrido e responsavel pela falha reprodutiva (CHELMONSKA-SOYTA et al.,
2001).

As infecgdes por Mollicutes s&o favorecidas por varios fatores, entre
eles a alta densidade, uma vez que o agente presente nas secre¢cdes nasais ou
vaginais se propaga de forma horizontal, facilmente pelo contato. O agente pode
ser transmitido também pela propagacédo pelos fomites durante a ordenha de
vacas infectadas e nao infectadas, por equipamentos de ordenha tocando tetos
mal higienizados, as m&os do ordenhador ou a falta de higiene durante a infusao
intramamaria de antibidticos (MAUNSELL & DONOVAN, 2009). O animal apos a
infeccdo podera se recuperar espontaneamente desenvolvendo imunidade e
tornando-se protegido. Este evento faz com que os indices da manifestacéo do
agente sejam menores do que a positividade no rebanho (AL-MOMANI et al.,
2008).
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O papel dos Mollicutes no baixo desempenho reprodutivo dos bovinos
tem sido discutido de diferentes maneiras, e a relagdo entre a ocorréncia de
micoplasmas e os disturbios reprodutivos foi descrita ha mais de trés décadas
(LANGFORD, 1975; SANDERSON et al.,, 2000). MULIRA et al. (1992) nao
obtiveram associagcdo entre a presenga destes agentes e infertilidade, e Le
GRAND et al. (1995), embora tenham obtido isolamento positivo de Ureaplasma
diversum em 74% das amostras estudadas, n&o verificaram associacao entre os
casos positivos e lesdes vulvares ou baixo desempenho reprodutivo em vacas de
leite. DOIG et al. (1979), relataram que a duracdo e a severidade das lesdes
promovidas pelo U. diversum sao variadas. Afirmaram também que durante a fase
aguda, os efeitos sobre as taxas de concepcéo sdo severos porém, durante a
fase crénica estes indices sao pouco esclarecidos. Por outro lado, CARDOSO et
al. (2000), apo6s estudar a ocorréncia do Ureaplasma diversum em vacas com
disturbios reprodutivos concluiram que este agente estava envolvido nos
problemas estudados, apresentando também relagdo positiva com a VVG.
OLIVEIRA FILHO et al. (2005) verificaram associagado positiva entre VVG,
isolamento positivo para Ureaplasma diversum e repeticao regular de estro, em
vacas em lactacéo.

PETIT et al. (2008), apo6s estudar 375 fémeas leiteiras com histérico de
abortamento, endometrite e vaginite concluiram que, dentre os Mollicutes mais
comumente isolados de bovinos, apenas o Ureaplasma diversum estaria mais
associado a VVG, da mesma forma que GAMBARINI et al. (2009), que também
relataram maior numero de amostras positivas para Ureaplasma diversum em
amostras de novilhas com lesdes de VVG. J& LYSNYANSKY et al. (2009)
obtiveram 11 amostras positivas para Mycoplasma bovigenitalium em muco
vaginal de 20 vacas durante um surto de VVG.

LEON et al. (1995) estudaram a prevaléncia de Ureaplasma diversum
na Costa Rica, e verificaram que o maior numero de amostras positivas eram
provenientes de animais jovens, com dois a tres partos, os quais mostraram 2,99
vezes mais risco de estarem infectados que os mais velhos.

A Leptospira interrogans, especialmente do sorotipo Hardjo é outro
agente responsabilizado por infeccbes persistentes nos rebanhos. Os outros

sorovares sdo descritos como causadores de infecgcbes esporadicas. Apos a
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infeccado os sorovares tendem a permanecer nos tubulos proximais dos rins e séo
disseminados no ambiente pela urina. Nos animais infectados pelo sorovar Hardjo
as manifestagdes clinicas vao desde a significativa queda na producao de leite
pela mastite clinica a abortos devido a predile¢cao deste sorovar pelo trato genital
(GIVENS, 2006). A leptospirose é geralmente associada com abortos, mas
também aos partos prematuros, nascimento de bezerros fracos e mortalidade
neonatal. A associagdo da infeccdo por Leptospira spp com problemas clinicos
reprodutivos pode ser dificultada pelo fato de que n&o sb6 seu isolamento é dificil,
como também as técnicas de diagnéstico disponiveis sdo de baixa sensibilidade e
especificidade (MORRELL et al., 2008).

Os abortos por neosporose também sdo freqlentes em bovinos,
especialmente onde ha maior promiscuidade animal. A perda fetal ocorre
geralmente no segundo trimestre, podendo ocorrer, porém, em qualquer outro
estagio gestacional. A transmissdo transplacentaria é a forma mais comum de
disseminagdo do Neospora caninum, mantendo a infecgdo por varias geracdes
(CASTRO, 2006). Existem evidéncias de que os animais mais jovens o
transmitem mais facilmente. Os caes domésticos sao hospedeiros definitivos, os
quais liberam oocistos nas fezes ap0s se contaminarem ingerindo carne de
roedores ou restos placentarios de bovinos naturalmente infectados (GIVENS,
2006). Estudo sobre os fatores de risco para a neosporose bovina apontou que o
agente esteve mais freqiente em propriedades rurais com exploracdo mista e
criacao extensiva. Nao foi verificada relagdo entre a neosporose e o tipo de
ordenha, porém houve associacao significativa com os fatores relacionados ao
manejo e as condi¢cdes higiénicas (SILVA, 2008). A soropositividade para o
Neospora caninum né&o significa que o animal esteja doente, é preciso associar
outros fatores ambientais e biolégicos para que o animal desenvolva disturbios
reprodutivos pela neosporose (ANDERSON, 2007)

Modificagdes no desempenho reprodutivo resultam em aumento na
taxa de descarte involuntario, consequentemente, reduzindo a produgao de leite e
o0 numero de bezerros. O senso comum seria melhorar a eficiéncia reprodutiva e
para isso a ocorréncia de doencas da reproducdo deve ser minimizada (GROHN
& RAJALA-SCHULTZ, 2000). Para otimizar o desempenho reprodutivo na

pecuaria de leite, o manejo integrado é considerado essencial. FOX et al. (2003)
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ao detectarem a presenca de Mycoplasma spp. em tanques de leite,
especialmente naqueles de rebanhos maiores, advertiram que a vigilancia
epidemiologica em relagcao a ocorréncia de micoplasmas deve ser efetiva, rapida
e com resultados imediatos de identificacdo dos portadores para que as medidas
primarias de sanidade possam ser efetivadas. Com a implantacdo dos sistemas
de ordenha mecénica (ROSSING & HOGEWERF, 1997), parametros
relacionados ao manejo de ordenha, da higiene pré e pds ordenha, a higiene na
sala de ordenha, assim como a detecgédo de outros fatores predisponentes, sao
elementos a serem cuidadosamente controlados a fim de minimizar a ocorréncia
de patdégenos transmissiveis entre os animais de producdo (VERDIER-METZ,
2009). Por outro lado, ao se conhecer os fatores de risco para determinada
deficiéncia produtiva, € possivel priorizar as medidas profilaticas necessarias para
o controle desta deficiéncias (COENTRAO et al., 2008)

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a ocorréncia de
isolamentos positivos para os Mollicutes - Mycoplasma spp e Ureaplasma
diversum no muco vulvovaginal de vacas em lactagdo, e associar este achado
com fatores do animal e do meio ambiente, com base na hip6tese de que a vaca
em lactagdo é aquela mais predisposta ao efeito de microrganismos patogenicos

ou oportunistas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS DE PRODUGAO

Foram visitados seis retiros pertencentes a uma mesma propriedade
produtora de leite a pasto para industrializacdo, localizada na mesorregido sul do
Estado de Goias, Latitude -16° 37' 04", Longitude 48° 57' 48", 948 metros acima
do nivel do mar. As visitas e colheitas ocorreram no més de fevereiro de 2009,
quando a temperatura média mensal foi de 31° C e a pluviosidade foi de 180mm.

Em todos os retiros os animais em produgdo eram mantidos a pasto,
sob 0 mesmo manejo alimentar e sanitario, e ordenhadas mecanicamente duas
vezes ao dia. Quanto ao manejo reprodutivo, um unico inseminador era
responsavel por todas as fémeas, visitando os retiros duas vezes ao dia. Os
protocolos de sincronizagao de estro/ovulagdo ndao eram rotineiramente utilizados,
sendo que apenas as fémeas atrasadas recebiam este tratamento. O repasse
com touros era feito com os mesmos machos, e a assistencia técnica era feita
pelo mesmo médico veterinario. A higienizacdo das areas de espera e salas de
ordenha era feita pelo uso de jatos de agua e os excrementos desviados pelo
sistema de calha e langados a distancia maior que 50 metros da sala de ordenha.
Durante a visita e colheita de material eram feitas as seguintes avaliagdes:

Quanto as condigdes produtivas do rebanho:

=« Caracteristicas raciais;

= condicao reprodutiva das vacas em lactacéo;

= produtividade em litros de leite por dia, por vaca, a qual foi
classificada em baixa quando a producdo esteve entre 05 e 10
litros por dia e regular quando na faixa entre 11 e 20 litros por
dia;

= tipo de reposicao das vacas, se era feita com produtos locais ou
com vacas procedentes de outras propriedades;

# animais que estavam ou ndo recebendo tratamento
medicamentoso por mastite ou outras causas interrelacionadas;

= escore corporal das vacas testadas.
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Adicionalmente foram obtidos dados relativos a utilizacdo de
dispositivos intra-vaginais e gestacbdes obtidas por inseminacédo artificial ou
repasse com touro.

Quanto ao local de ordenha:

v Infra-estrutura do galpao de espera;
lotagdo média de cada galpao de ordenha;
escore de manejo pré e pds ordenha;
escore de higiene da sala de ordenha;

escore de higiene do ordenhador;

AN N NN

presenca de outras espécies animais no galpao e/ou sala de
ordenha.

Os escores de manejo pré e pds ordenha foram classificados em
quatro categorias — 6timo, bom, regular e ruim - considerando a forma de
conducgao dos animais do pasto para a sala de espera - uma ou mais pessoas, a
cavalo ou ndo; condugao da sala de espera para a sala de ordenha, e para fora
dela - utilizagdo de hastes de madeira ou equivalente para orientagdo dos
animais, gritos ou outro tipo de sonorizagcdo; numero de pessoas e de aparelho
sonoro ligado durante a ordenha; numero de animais na sala acima do numero de
conjunto de ordenha; presenga de outros animais domésticos na sala ou
imediacbes; periodo de permanéncia na sala de ordenha maior que 12 minutos;
periodo de espera de retorno ao cocho de alimentagcdo maior que 30 minutos. No
processo de avaliagdo do escore de manejo foi considerado “sim” para a
ocorréncia do fator estressante e “ndo” para a auséncia do fator observado. Os
seis retiros foram observados separadamente.

Os escores de higiene da sala e do ordenhador também foram
classificados nas quatro categorias descritas acima, considerando a limpeza da
sala com agua entre as entradas de animais, retirada frequente dos dejetos,
utilizacdo e destino de papel toalha, utilizacdo do uniforme, do avental, de botas
de borracha e higienizagdo das mé&os antes de lidar com o equipamento de

ordenha.
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2.2. ANIMAIS, OBTENCAO E PROCESSAMENTO DE MATERIAL

Foram utilizadas 733 vacas em lactacdo. A colheita de material era
feita durante a ordenha da manhéa ou tarde. Inicialmente verificava-se a presenca
ou nao de lesbes tipicas de vulvovaginite granular, as quais eram classificadas
em quatro graus, de acordo com a quantidade e extens&do na distribuicdo de
vesiculas, assim como presenca ou ndo de hiperemia, conforme descrito por
GAMBARINI et al. (2009).

As amostras de muco vulvovaginal eram obtidas com o auxilio de
zaragatoas estéreis, de acordo com CERDA et al. (2000), depositadas em meio
de transporte As € mantidas sob refrigeragcdo. As amostras de sangue eram
obtidas por puncdo da veia mamaria, com o auxilio de agulhas descartaveis
estéreis 40 x 12mm, com os animais ainda na linha de ordenha.

Todo material obtido era levado ao laboratério do Setor de Reprodugéo
Animal da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias para
processamento. Dentro de 24 horas apds a colheita o material vulvovaginal era
inoculado em Caldo Ub e mantido sob incubagdo em tubos tampados em
aerobiose em estufa a 37° C, e em placas de Agar Ub e Agar Hayflick, incubadas
em jarras de microaerofiia com vela acesa, em estufa a 37° C conforme
procedimento recomendado por CARDOSO et al. (2000). As placas eram
incubadas por até 15 dias, e submetidas a primeira avaliacdo 48 horas apés a
inoculagdo em agar, e posteriormente, a uma avaliagdo diaria, em microscopio
estereoscopico, para visualizacdo de colénias em forma de “ovo frito”,
caracteristicas dos micoplamas, confirmando-se pela coloragédo de Dienes. Para o
U. diversum, verificou-se a atividade da urease pela alteragdo da cor do meio
liguido (aumento do pH) e pela presenga no agar de pequenas colbnias
granulosas de coloracdo marrom escura. As culturas consideradas negativas
foram aquelas nas quais né&o foi possivel observar alteragdes do pH do caldo e/ou
aquelas nas quais nao foram evidenciadas col6nias caracteristicas no agar.

Para a identificacdo dos animais soropositivos para Leptospira
interrogans e Neospora caninum amostras de sangue foram obtidas para pela
puncdo da veia mamaria (vena subcutanea abdominis) com o auxilio de agulhas
descartaveis 40x12mm e acondicionadas em tubos de vidro, sem anticoagulante.

O numero de amostras de soro sanguineo a ser analisado para L. interrogans e
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N. caninum foi determinado pela prevaléncia esperada, utilizando o programa
Win Episcope 2.0 (BLAS et al., 2000), com margem de confianca de 95% e erro
de 5%, com base nos dados de JULIANO et al., (2000) e MELO et al., (2006),
colhendo-se 196 amostras. Nenhum dos animais testados recebeu previamente
vacinacdo para leptospirose. As amostras de sangue total eram levadas ao
Laboratério de Reprodugdo Animal da EV/UFG, centrifugadas a 2500rpm por
cinco minutos e o soro obtido aliquotado em frascos plasticos com capacidade
para 2mL, e mantido sob congelamento a -20°C até o momento das avaliagdes.

A detecgéo de anticorpos para Neospora caninum foi feita utilizando-se
a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IF1) de acordo com ALVARES-GARCIA
et al.. (2002), com diluicdo dos soros na propor¢géo de 1:50. Em seguida foram
adicionados a lamina previamente fixada com taquizoitos da amostra NC-1 de N.
caninum, cultivados em células Vero e utilizados como antigeno. A todas as
laminas examinadas foram adicionados controles positivos e negativos. A reacao
foi considerada positiva quando se observou fluorescéncia em toda a parede do
taquizoito, na diluigdo igual a 1:50.

Para identificagdo dos animais soropositivos para Leptospira
interrogans utilizou-se a soroaglutinagdo microscépica (SAM). Apéds a triagem das
amostras para cada sorovar, considerando-se reagentes as amostras que
aglutinaram 50% ou mais das leptospiras vivas contidas na solugao antigénica, as
mesmas foram testadas para definir o titulo de anticorpos para cada sorovar, que
variou de 1:100 a 1:800. Da mesma forma, foram considerados titulos de
amostras que aglutinaram 50% ou mais das leptospiras vivas contidas na solugao
antigénica. A leitura das reacdes de aglutinacdo foi feita em microscéopio de
campo escuro. Os sorovares de Leptospira interrogans utilizados foram: australis,
bratislava, autumnalis, butembo, castellonis, canicola, djasiman, grippotyphosa,
hebdomalis, copenhageni, icterohaemorrhagiae, pomona, pyrogenes, hardjo,

wolffi, shermani, tarassovi e sentoti.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados considerando-se Mollicutes -

Mycoplasma spp e Ureaplasma diversum como variaveis dependentes e a VVG,
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condi¢des reprodutivas, produtivas e de manejo como variaveis independentes.
Aplicou-se a correlagao de Spearman, atribuindo-se postos a cada fator avaliado,
utilizando o pacote computacional SAS (2003).

Para estabelecer a chance de risco para presenga de Mycoplasma spp
e Ureaplasma diversum no muco vulvovaginal foi utilizado o calculo da Odds
Ratio segundo CORDEIRO (2005), utilizando-se o software livre Epi Info 2000
(2001). Para a tabulagdo dos dados utilizou-se a nomeclatura simplificada como
aparece no QUADRO 1.

QUADRO 1. Legenda das siglas utilizadas para a elaboragdo das TABELAS de
calculos do teste de correlagdo de Spearman.
Abreviacéao | Legenda aplicada

UM1 | Isolamento positivo para Mycoplasma spp

_____ UM2  |Isolamento positivo para U. diversym
_____ UM3  Isolamento positivo para Mycoplasma spp e U. diversum
_____ UM4  Isolamento negativo para micoplasmas
_____ GL1 _ |Negativo para leses de vulvovaginite
_____ GL2  |Lesao de vulvovagintede Graul
_____ GL3 _ |Lesao de vulvovaginite de Grauil
_____ GL4  |lesao de vulvovaginite de Grau it .
RA1 i Vacas da raga Girolando 7/8

________________________________________________________________________________________________________________

________________________________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________________________

_____ CVv1____!Condigdo reprodutiva da vaca =vazianormal
_____ CV2 . Condigdo reprodutiva da vaca = vaziaatrasada
_____ CV3 | Condigdo reprodutiva da vaca = vaziainseminada
_____ Cv4 __ :Condigdo reprodutivadavaca=prenhe
_____ TR1_____!Animais que ndo estdo recebendo farmacoterapia
_____ _TB_2______[Aojm_a_i_s__e_r_n_t_r?_t_a_m_e_rth_t@[ma_qt_)!@_ra'_pi&@___________________________________________________
___.SV15____|Escore corporaldavaca=15
_..SV20 [E?.QQE‘?_Q_Q[E’P_E@[Q@_Y?_C_?_E_Z_LQ ______________________________________________________________
___.SV25 __ |Escorecorporaldavaca=25
___SV30___!Escorecorporaldavaca=30
___SV35_ _|Escorecorporaldavaca=35
___SVv40 _ :Escorecorporaldavaca=40
_____ |_5_|?|_2______LE[Q.Q@S’J[U_Q’JIQ_S__q(?_UJQJ?_’]?_D_@_Y?_Q@_@D_t?i(_’?__Q[f_j_e_r_‘h_&_‘f_|_3_Q[TJ___________________________
_____ EH3_____|Procedimentos de higiene na vaca, antes daordenha=Ruim_
_____ ES2 | Procedimentos de higiene na sala de ordenha durante e apds a ordenha = Bom
_____ ES3_____:Procedimentos de higiene na sala de ordenha durante e apds a ordenha = Regular.
ES4 i Procedimentos de higiene na sala de ordenha durante e apés a ordenha = Ruim

SC4 i Procedimentos de manejo em relagdo aos animais = Ruim




3. RESULTADOS

Setecentas e trinta e trés vacas em lactagdo foram examinadas para
verificacdo da presenca de lesbes na mucosa vulvovaginal caracteristicas da
sindrome vulvovaginite granular (VVG), e igual numero de amostras de muco
foram obtidas e processadas para isolamento de Mycoplasma spp e Ureaplasma
diversum. Destas, 382 (52,1%) apresentaram algum grau de lesdo, 70 (9,5%)
foram positivas para Mycoplasma spp, 190 (25,9%) para U. diversum, 82 (11,2%)
para ambos e 391 (53,3%) negativas. Na TABELA 1 estdo os dados relativos ao
numero de fémeas em cada categoria, o padréo racial, producéo de leite, animais
gestantes e condicdo corporal das vacas examinadas, e na TABELA 2 os dados
relacionados ao sistema de ordenha, escores avaliados e animais com lesao de

VVG, em cada retiro.

TABELA 1. Valores unitarios dos dados relacionados as condigdes produtivas,
incluindo categoria das vacas, padréo racial, produgao lactea,
condigdo gestacional e corporal, para cada sistema de produgéo
avaliado, em relac&o aos seis retiros testados.

Sistema Produg&o Vacas  Condigéo
de Numero de ocorréncias leite/vaca/dia gestante corporal
Produgdo novilhas secas lactagdo colhidas Raca llitros S (médiazEP)
1 44 53 170 159 Girolando sem 13,8 123 2,8+0,7
padrao racial
2 42 39 144 128 Girolando sem 12,5 63 3,0£0,4
padrao racial
3 30 10 105 93 Jersey 11,4 21 2,5+0,5
4 49 44 159 152 Girolando % 8,2 80 2,5+0,2
5 31 17 95 63 Girolando % 11,6 50 2,610,3
6 89 61 158 138 Girolando " 14,5 83 2,640,3
Total 285 224 831 733 420

A racga Girolando sem padrao racial (RA3) predominou, representando
40% das vacas estudadas. A producao de leite mais baixa foi verificada no retiro 4

(8,2L/vacaldia), e o menor numero de vacas gestantes foi verificado no retiro 3.
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TABELA 2. Dados relacionados ao numero de animais utilizados, lotacdo da
sala de ordenha, média do escore do ordenhador, da sala de
ordenha, do manejo dos animais e a freqiéncia de animais
positivos para lesdes de vulvovaginite (VVG).

Sistema Numero Lotagdo  Higiene da Higiene na Manejo Escore Animais com
de de vacas sala vaca antes sala de aos Corporal VWG (n,%)
producéo ordenha da ordenha ordenha animais das vacas
(EH) (ES) (SC) (Mo)

1 159 12 2 2 2 2 40 (25,2)
2 128 12 3 2 2 86 (67,2)
3 93 8 3 4 4 4 69 (74,2)
4 152 12 3 3 3 3 93 (61,2)
5 63 12 2 3 3 3 28 (42,4)
6 138 12 3 4 3 3 66 (47.,8)
Total 733 382 (52,1)

(EH): 2 = Bom, 3 = Ruim; (ES): 2 = Bom, 3 = Regular, 4 = Ruim; (SC): 2 = Bom, 3 = Regular, 4
= Ruim; Mo = Moda do escore predominante.

No QUADRO 2 estdo resumidas as observacbes relativas aos
procedimentos de manejo avaliados durante as visitas aos retiros, categorizadas

em “sim” e “ndo0”, em cada retiro.

QUADRO 2. Procedimentos de manejo utilizados nos sistemas de producéo,
antes e ap0s a ordenha, utilizados como parametro de avaliagdo do
escore de manejo para cada unidade produtora.

: . - o Sistemas de produgéo
Procedimentos de manejo em relagédo aos animais

sC analisados

(5C) 1.2 .3 .4.5.6
Utilizag&o de cavalo para a condugé&o dos animais ___________i_g,i_rp__f_n_q(_) | nao | sim | §i_r_n__5r_§_i[r]_
Utilizag&o ¢ de hastes de madelra ou equwalente ) 1 ndo | ndo | | _sim | _s_|_m__:__§i_r_n__:L sim_
Comunicacdo do ordenhador com os animais em alto ! i i i i i
volume 1 ndo | ndo | sim | sim | sim | ndo
Presenca de aparelho sonoro na sala de ordenha i sim | sim_| ndo | ndo | ndo | ndo.

Ndmero de animais excedente ao numero de ordenhadeiras E néo : sim : sim | n&o ! nao | ndo

Mais de uma pessoa no interior da sala de ordenha | gg”zgf;rfngg | sim éﬁsrim”:ﬁgifrpﬁ:ringoi
Presenga de outros animais domésticos na sala de ordenha | | | | | |
ou imediacbes :_0?9_:,_§_'m_ ._hdo | sim | sim | ndo_
Periodo de permanenma na sala de ordenha maior que 12 | | | |
minutos | n&o | n&o | sim | sim ! sim | nao.

Periodo de espera de retorno ao cocho de alimentagéo
maior que 30 minutos

sim

Quanto aos escores, apresentados na TABELA 2 e QUADRO 2, sobre
os procedimentos de higiene da vaca antes da ordenha (EH), higiene na sala de
ordenha, antes e ap6s a ordenha (ES) e manejo em relagdo aos animais (SC),
verificou-se que em nenhum retiro foi observado o escore classificado como

“6timo”, e o retiro 3 mostrou o pior desempenho neste quesito. Dos 382 animais
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com lesédo de VVG a maior frequéncia foi verificada no retiro 3, e a menor no retiro
1. O Grau de lesdo mais freqliente foi o |, com 38,9%, e a lesdo de Grau lll foi
observada em 0,4% das vacas examinadas.

A TABELA 3 traz os dados relativos ao numero de amostras positivas

para Mycoplasma spp, Ureaplasma diversum, ambos ou negativas.

TABELA 3. Dados relacionados a presenca de vulvovaginite e o isolamento
positivo para Mycoplasma spp e U. diversum, em relagdo aos seis
retiros testados.

Sistema  Numero Grau de Amostras Mycoplasma  Ureaplasma
de de vacas Lesado-VVG negativas spp. diversum Ambos

produgéo testadas Predominante |, % n % n % n %
1 159 1 105 143 18 2.5 17 23 19 26
2 128 2 57 7.8 16 2.2 27 3.7 28 3.8
3 93 3 35 4.8 9 1.2 40 55 9 1.2
4 152 2 60 8.2 8 1.1 65 89 19 26
5 63 1 18 2.5 7 1.0 29 40 9 1.2
6 138 1 105 143 12 1.6 12 16 9 1.2

Total 733 380 518 70 95 190 259 93 127

Os resultados relacionados as andlises de correlagcao de Spearman (r),
onde r varia de -1 a 1 para nivel de significancia de p < 0,05, para as variaveis
dependentes Mycoplasma spp e U. diversum (UM), estdo demonstrados nas
TABELAS 4 a 9 e nas FIGURAS 1 e 2.

TABELA 4. Correlacdo de Spearman (r) entre as varidveis dependentes
Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e os graus de lesao (GL) ),
para os seis retiros.

Grau de lesado de vulvovaginite

GL1 GL2 GL3 GL4

UM 054 (0.46)' -0.77 (0.23)  -0.77 (0.23) -0.77  (0.23)
UM2 027  (0.73) 026  (0.74) 026 (0.74) -026  (0.74)
UM3 054 (0.46) -026 (0.74)  -026 (0.74) 026  (0.74)
UM4 0.82  (0.18) 0.77  (0.23) 0.77 (0.23) 077  (0.23)

1 — corresponde ao p = valor; GL1 = Sem lesdo, GL2 = Grau |, GL3 = Grau Il, GL4 = Grau lll.



111

TABELA 5. Correlacdo de Spearman (r) entre as variaveis dependentes
Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e raca (RA) e forma de
reposicao animal (RE), para os seis retiros.

Padréao racial Tipo de reposicao

RA1 RA2 RA3 RA4 RE1 RE2
UM1 0 (1) -0.77 (0.23) -0.77 (0.23) -0.54 (0.46) -0.77 (0.23) -0.77 (0.23)
Uum2 0 (1) 0.77 (0.23) 0.26 (0.74) 0.82 (0.18) 0.26 (0.74) 0.77 (0.23)
UmM3 -0.82 (0.18) -0.26 (0.74) -0.26 (0.74) -0.54 (0.46) -0.26 (0.74) -0.26 (0.74)
( )

UM4 082 (0.18) 0.26 (0.74) 0.77 (0.23) 0.27 (0.73) 0.77 (0.23) 0.26 (0.74

1 — Corresponde ao p = valor; RA1 = Girolando 7/8, RA2 = Girolando 3/4, RA3 = Sem padrao, RA4
= Jersey; RE1 = Local, RE2 = Externo.

TABELA 6. Correlagdo de Spearman (r) entre as variaveis dependentes
Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e a producéo de leite (PL) e a
condicao reprodutiva da vaca (CV), para os seis retiros.

Producéo de leite Condicao da vaca
PL1 PL2 CV1 Cv2 CV3 CVv4
UM1 -0.77 (0.23)' -0.77 (0.23) -0.77 (0.23) -0.82 (0.18) -0.77 (0.23) -0.77 (0.23)
UM2 0.77 (0.23) 0.26 (0.74) 0.26 (0.74) 0.54 (0.46) 026 (0.74) 0.26 (0.74)
UM3 -0.26 (0.74) -0.26 (0.74) -0.26 (0.74) -0.27 (0.73) -0.26 (0.74) -0.26 (0.74)
UM4 0.26 (0.74) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23) 0.54 (0.46) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23)

1 — Corresponde ao p = valor; PL1 = Baixa, PL2 = Regular; CV1 = Vazia normal, CV2 = Vazia
atrasada, CV3 = Vazia inseminada, CV4 = Prenhe.

~ o~~~
~_~ o~~~

TABELA 7. Correlacdo de Spearman (r) entre as variaveis dependentes
Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e o escore corporal da vaca
(SV), para os seis retiros.

Escore corporal da vaca

SV15 SV20 SV25 SV30 SV35 SV40

UM1 027 (0.73) -0.26 (0.74) -0.77 (0.23) -0.77 (0.23) -0.26 (0.74) -0.77 (0.23)
UM2 -054 (0.46) 0.26 (0.74) 0.26 (0.74) 0.26 (0.74) 0.26 (0.74) -0.26 (0.74)
UM3 -0.54 (0.46) -0.77 (0.23) -0.26 (0.74) -0.26 (0.74) -0.77 (0.23) 0.26 (0.74)

( ( )

umvm4 082 (0.18) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23

1 — Corresponde ao p = valor; SV15 = Escore 1,5, SV20 = Escore 2,0, SV25 = Escore 2,5, SV30 =
Escore 3,0, SV35 = Escore 3,5, SV40 = Escore 4,0; UM1 = Positivo para Mycoplasma spp, UM2 =
Positivo para U. diversum, UM3 = Positivo para Mycoplasma spp e U. diversum, UM4 = Negativo.
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TABELA 8. Correlacdo de Spearman (r) entre as variaveis dependentes
Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e o tratamento (TR) e o
escore de higiene da sala de ordenha (ES), para os seis retiros.

Tratamento Higiene da sala de ordenha
TR1 TR2 ES2 ES3 ES4
UM1 -0.77 (0.23)' -0.54 (0.46) -0.77 (0.23) -0.77 (0.23) -0.26 (0.74)
UM2 0.26 (0.74) 0.27 (0.73) 0.26 (0.74) 0.77 (0.23) 0.26 (0.74)
UuM3 -0.26 (0.74) -0.54 (0.46) -0.26 (0.74) -0.26 (0.74) -0.77 (0.23)
um4 0.77 (0.23) 0.82 (0.18) 0.77 (0.23) 0.26 (0.74) 0.77 (0.23)

1 — Corresponde ao p = valor; TR1= Sem tratamento, TR2 = Com tratamento; ES2 = Bom, ES3 =
Regular, ES4 = Ruim.

TABELA 9. Correlacdo de Spearman (r) entre as varidveis dependentes
Mycoplasma spp e U. diversum (UM) e o escore do manejo (SC) e
o escore de higiene pré e p6s ordenha (EH), para os seis retiros.
Escore do manejo Escore de higiene da vaca

SC2 SC3 SC4 EH2 EH3

um1 -0.77 (0.23)' -0.77 (0.23) -0.54 (0.46) -0.26 (0.74) -0.77 (0.23)

UM2 0.26 (0.74) 026 (0.74) 0.82 (0.18) 0.26 (0.74) 0.26 (0.74)

UM3 -0.26 (0.74) -0.26 (0.74) -0.54 (0.46) -0.77 (0.23) -0.26 (0.74)

UM4 077 (0.23) 0.77 (0.23) 0.27 (0.73) 0.77 (0.23) 0.77 (0.23)

1 — Corresponde ao p = valor; SC2 = Bom, SC3 = Regular, SC4 = Ruim; EH2 = Bom, EH3 = Ruim.

Amostras positivas para Mycoplasma spp (UM1) e para Mycoplasma
spp. e U. diversum (UM3), apresentaram correlacdo negativa com a maioria dos
fatores: negativas para lesdo de vulvovaginite (GL1), lesdo de vulvovaginite de
Grau | (GL2) e de Grau Il (GL3), raga Girolando 3/4 (RA2), Girolando sem padrao
racial definido (RA3), Jersey (RA4), reposicdo dos animais com produtos do
proprio local (RE1) e com animais procedentes de outras propriedades (RE2),
producdo de leite baixa (PL1) e regular (PL2), vacas vazias (CV1), vazias
atrasadas (CV2), vazias inseminadas (CV3) e prenhes (CV4), animais que nao
recebiam tratamento (TR1) e que recebiam tratamento (TR2), escore corporal 2,5
(SV25), 3,0 (SV30) e 3,5 (SV30), procedimentos de higiene da vaca antes da
ordenha bom (EH2) e regular (EH3), procedimentos de higiene na sala antes e
ap6s a ordenha bom (ES2), regular (ES3) e ruim (ES4) e procedimentos de

manejo em relagéo aos animais bom (SC2), regular (SC3) e ruim (SC4).
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FIGURA 1. Distribuicdo radial dos pontos de
correlagdo baseados nos célculos de
coeficiente  de  correlagdo  de
Spearman, para isolamento
microbiologico das amostras
testadas. Mycoplasma spp (UM1);
Mycoplasma spp e Ureaplasma

diversum (UM3).
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FIGURA 2. Distribuicdo radial dos pontos de
correlagdo baseados nos calculos de
coeficiente de correlagdo de Spearman,
para o isolamento microbiolégico das
amostras testadas. Ureaplasma
diversum  (UM2); Negativo para
micoplasmas (UM4).
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Legenda

GL1 Negativo para vulvovaginite

GL2 Vulvovaginite de Grau |

GL3 Vulvovaginite de Grau Il

GL4  vulvovaginite de Grau lll

RA1 Raga Girolando 7/8

RA2 Raga Girolanda %

RA3 Girolanda sem padrao
racial

RA4 Raca Jersey

RE1 Reposigdo com produtos
locais

RE2 Reposi¢do das vacas com
produtos de outras
propriedades

PL1  Produtividade de leite =
Baixa

PL2 Produtividade de leite =
Regular

CV1 Condigdo vazia normal

CV2 Condigao vazia atrasada

CV3 Condigéo vazia inseminada

CV4 Condigéo prenhe

TR1 Animais sem tratamento

TR2 Animais com tratamento

SV15 Escore corporal = 1,5

SV20 Escore corporal =2,0

SV25 Escore corporal = 2,5

SV30 Escore corporal = 3,0

SV35 Escore corporal = 3,5

SV40 Escore corporal = 4,0

EH2 Higiene antes da ordenha =
Bom

EH3 Higiene antes da ordenha =
Ruim

ES2 Higiene na sala de ordenha
= Bom

ES3 Higiene na sala de ordenha
= Regular

ES4 Procedimentos de higiene
na sala de ordenha durante
€ apo6s a ordenha = Ruim

SC2 Manejo = Bom

SC3 Manejo = Regular

SC4 Manejo = Ruim
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Houve correlacdo fracamente positiva entre a ocorréncia do
Mycoplasma spp (UM1) e o escore corporal 1,5 (SV15). A ocorréncia simultanea
de Mycoplasma spp e U. diversum (UM3) mostrou correlagdo moderadamente
positiva com Grau de leséao Il (GL4) e escore corporal 4,0 (SV40).

Amostras  positivas para U. diversum tiveram correlagdo
moderadamente positiva com a condi¢do reprodutiva de vaca atrasada (CV2) e
fortemente positiva com as ragas Girolando 3/4 (RA2) e Jersey (RA4), assim como
para os animais procedentes de outras propriedades (REZ2), producéo de leite
baixa (PL1), escore do procedimento de higiene da sala de ordenha antes e apds
a ordenha regular (ES3) e procedimentos de manejo em relagdo aos animais ruim
(SC4).

Houve correlacdo fortemente positiva (r20,77 e p=<0,23) entre
isolamentos negativos para Mycoplasma spp e U. diversum (UM4) com todos os
graus de lesdo de VVG (GL2), (GL3), (GL4), inclusive auséncia destas (GL1),
assim como com raga Girolando sem padréo definido (RA3), reposicdo com
produtos locais (RE1), producéo de leite regular (PL2), vacas vazias normais
(CV1), inseminadas (CV3) ou prenhes (CV4), animais tratados (TR2) e nao
tratados (TR1), todos os escores corporais (SV15), (SV20), (SV25), (SV30),
(SV35), (SV40), escore de higiene da sala de ordenha bom (ES20 ou ruim (ES4)
e escore do manejo bom (SC2) ou regular (SC3).

Os isolamentos de Mycoplasma spp foram confirmados pela coloragao
de Dienes. Nao houve identificacdo das espécies por provas bioquimicas
especificas. A analise de chance de risco (OR) foi feita com os resultados das
amostras que apresentaram isolamento somente de U. diversum ou a associagao
deste com o Mycoplasma spp. Na TABELA 10 estdo as OR calculadas para
amostras positivas para o agente, considerando a presenca ou nao de lesdes de
VVG, em relagdo aos escores de condi¢ao corporal (SV) manejo em relagéo aos

animais (SC) e producéo leite diaria (PL).
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TABELA 10. Estimativa de risco (OR) de acordo com a positividade para U.
diversum em muco vulvovaginal e o escore de condigao corporal
(SV), escore de manejo com os animais (SC) e producgéo leite

diaria (PL) .
Variaveis OR IC 95% P
SV =25 2,68* 1,95 - 3,67 0,0001
SV >25
SC <3 1,28 0,94 -1,73 0,10
SC =3
PL <12L 0,30* 0,21-0,39 0,0001
PL=>12L

OR - Odds ratio; IC 95% - Intervalo de confianga; p - Probabilidade associada a hipétese de
nulidade e * P<0,05.

Vacas com escore corporal menor ou igual a 2,5 (SV15 — SV25)
tiveram 2,68 mais vezes a chance de serem positivas para Ureaplasma diversum
e apresentarem VVG, e aquelas pertencentes aos retiros com PL abaixo de 12

litros (PL1) tiveram 0,30 vezes mais chance.

Na TABELA 11 estdo as OR calculadas para amostras positivas para o

agente considerando a presencga ou ndo de lesdes de VVG, em relagéo as racas.

TABELA 11. Estimativa de risco (OR) de acordo com a positividade para U.
diversum em muco vulvovaginal, apresentandoou lesbes de VVG,
de acordo com as racas.

Racas OR IC 95% P
RA1 0,86 0,33-2,23 0,77
RA2 1,50 0,82-2,74 0,19
RA3 2,26* 1,31 - 3,88 0,003
RS4 1,04 0,36 - 2,90 0,90

OR - Od(ds ratio; IC 95% - Intervalo de confianga; p - Probabilidade associada a hipétese de nulidade e
* P<0,05; RA1 = Girolando 7/8, RA2 = Girolando 3/4, RA3 = Sem padrado, RA4 = Jersey.

Vacas da raga Girolando sem padrao racial (RA3) apresentaram 2,26

mais chances de serem positivas para Ureaplasma diversum e apresentarem

VVG (P<0.05), provavelmente por estarem em maior nimero.
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TABELA 12. Correlagdo (r) de Spearman comparando o Grau de lesao
relacionado a vulvovaginite (GL) e a raca (RA) e o tipo de
reposicao animal (RE), para os seis retiros.

Padréao racial Tipo de reposicao
RA1 RA2 RA3 RA4 RE1 RE2

GL1 0.83 (0.17)' 0.74 (0.26) 0.95 (0.05) 0.78 (0.22) 0.95 (0.05) 0.74 (0.26)

GL2 063 (0.37) 0.8 (0.2 1 (<,0001) 0.74 (0.26) 1 (<,0001) 0.8 (0.2)

GL3 0.63 (0.37) 0.8 (0.2) 1 (<,0001) 0.74 (0.26) 1 (<,0001) 0.8 (0.2)

GL4 0.32 (0.68) 04 (0.6) 0.8 (0.2) 0.21 (0.79) 0.8 (0.2) 0.4 (0.6)

1 — Corresponde ao p = valor; RA1 = Girolando 7/8, RA2 = Girolando 3/4, RA3 = Sem padrao, RA4
= Jersey; RE1 = Local, RE2 = Externo.

TABELA 13. Correlagédo (r) de Spearman comparando o Grau de lesao
relacionado a vulvovaginite (GL) e a condi¢ao reprodutiva da vaca
(CV), para os seis retiros.

Condigao reprodutiva da vaca

CV1 CV2 CV3 CV4

GL1 095 (0.05) 089  (0.11) 0.95 (0.05) 0.95 (0.05)
GL2 1 (<,0001) 0.95  (0.05) 1 (<,0001) 1 (<,0001)
GL3 1 (<,0001) 095  (0.05) 1 (<,0001) 1 (<,0001)
GL4 08  (02) 063  (0.37) 0.8 (0.2) 0.8 (0.2)

1 — Corresponde ao p = valor; CV1 = Vazia normal, CV2 = Vazia atrasada, CV3 = Vazia
inseminada, CV4 = Prenhe.

TABELA 14. Correlagcdo (r) de Spearman comparando o Grau de leséo
relacionado a vulvovaginite (GL) e o tratamento (TR) e a
produtividade (PL), para os seis retiros.

Tratamento Producao de leite
TR1 TR2 PL1 PL2

GL1 0.95 (0.05)" 1 (<,0001) 0.74 (0.26) 0.95 (0.05)

GL2 1 (<,0001) 0.95 (0.05) 0.8 (0.2) 1 (<,0001)

GL3 1 (<,0001) 0.95 (0.05) 0.8 (0.2) 1 (<,0001)

GL4 0.8 (0.2) 0.63 (0.37) 0.4 (0.6) 0.8 (0.2)
1 — Corresponde ao p = valor; TR1= Sem tratamento, TR2 = Com tratamento; PL1 = Baixa, PL2 =
Regular.

TABELA 15. Correlagdo (r) de Spearman comparando o Grau de leséo
relacionado a vulvovaginite (GL) e o escore corporal das vacas
(SV), para os seis retiros.

Escore corporal da vaca

SV15 SV20 SV25 SV30 SV35 SV40
GL1 05 (0.5 095 (0.05 095 (0.05) 095 (0.05) 095 (0.05) 0.63 (0.37)
GL2 032 (0.68) 0.8 (0.2) 1 (<,0001) 1 (<,0001) 08 (02) 08 (0.2)
GL3 032 (0.68) 0.8 (0.2) 1 (<,0001) 1 (<,0001) 08 (02) 08 (0.2)
GL4 032 (0.68) 04 (0.6) 0.8 (02) 08 (02) 04 (06) 1 (<,0001)

1 — Corresponde ao p = valor; SV15 = Escore 1,5, SV20 = Escore 2,0, SV25 = Escore 2,5, SV30 =
Escore 3,0, SV35 = Escore 3,5, SV40 = Escore 4,0.



FIGURA 3. Distribuicdo radial dos pontos de correlagdo baseados
nos calculos de coeficiente de correlagdo de Spearman,
para os Graus da lesao de vulvovaginite e os outros
parémetros estudados. Negativo para lesdo (GL1);
Les&o de Grau | (GL2), Lesao de Grau Il (GL3), Lesao

de Grau Il (GL4).
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RA1
RA2
RA3

RE1
RE2

PLA1
PL2
CV1

Cv2
CV3

Cv4
TR1
TR2

Raca Girolando 7/8

Raca Girolanda %

Girolanda sem padréo racial
Raca Jersey

Reposicao com produtos locais

Reposi¢ao das vacas com produtos
de outras propriedades

Produtividade de leite = Baixa
Produtividade de leite = Regular
Condigao vazia normal

Condigédo vazia atrasada

Condicao vazia inseminada

Condigdo prenhe
Animais sem tratamento
Animais com tratamento

SV15
SV20
SV25
SV30
SV35
SV40

EH2
EH3
ES2

ES3
ES4

SC2
SC3
SC4

Escore corporal = 1,5
Escore corporal = 2,0
Escore corporal = 2,5
Escore corporal = 3,0
Escore corporal = 3,5
Escore corporal = 4,0

Higiene antes da ordenha = Bom
Higiene antes da ordenha = Ruim
Higiene na sala de ordenha = Bom

Higiene na sala de ordenha = Regular

Procedimentos de higiene na sala de ordenha

durante e ap6s a ordenha = Ruim
Manejo = Bom

Manejo = Regular

Manejo = Ruim
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TABELA 16. Correlagdo (r) de Spearman comparando o Grau de lesdo
relacionado a vulvovaginite (GL) e o escore de higiene da vaca
(EH) e o escore de higiene da sala de ordenha (ES), para os seis

retiros.
Escore de higiene da vaca Escore de higiene da sala de ordenha
EH2 EH3 ES2 ES3 ES4
GL1  0.95(0.05)' 0.95 (0.05) 0.95 (0.05) 0.74 (0.26) 0.95 (0.05)
GL2  0.80(0.20) 1.00 (,0001) 1.00 (<,0001) 0.80 (0.20) 0.80 (0.20)
GL3  0.80(0.20) 1.00 (<,0001) 1.00 (<,0001) 0.80 (0.20) 0.80 (0.20)
GL4  0.40(0.60) 0.80 (0.20) 0.80 (0.20) 0.40 (0.60) 0.40 (0.60)

1 — Corresponde ao p = valor; EH2 = Bom, EH3 = Ruim; ES2 = Bom, ES3 = Regular, ES4 = Ruim.

TABELA 17. Correlagao (r) de Spearman comparando o Grau de lesao
relacionado a vulvovaginite (GL) e o escore do manejo em
relacdo aos animais (SC), para os seis retiros.

Escore do manejo

SC2 SC3 SC4
GL1 0.95 (0.05)' 0.95 (0.05) 0.78 (0.22)
GL2 1.00 (<,0001) 1.00 (<,0001) 0.74 (0.26)
GL3 1.00 (<,0001) 1.00 (<,0001) 0.74 (0.26)
GL4 0.80 (0.20) 0.80 (0.20) 0.21 (0.79)

1 — Corresponde ao p = valor; SC2 = Bom, SC3 = Regular, SC4 = Ruim.

Os resultados presentes nas TABELAS 12 a 17 e na FIGURA 3
mostram que os dados relacionados as lesdes de Grau | e Il (GL2 e GL3),
apresentaram os mesmos pontos de correlagdo. Estes foram significativamente
positivos com os animais da raga Girolando sem padrao definido (RA3), oriundos
de reposicado do préprio local (RE1), com producéo de leite regular (PL2), com
todas as condi¢bes reprodutivas (CV1, CV2, CV3 e CV4), tanto com animais
tratados (TR2), quanto nao tratados (TR1), os escores corporais 2,5 (SV25) e 3,0
(SV30), com higiene das vacas antes da ordenha ruim (EH3), escore de higiene
da sala de ordenha bom (ES2) e escore do manejo bom (SC2) ou regular (SC3).
Enquanto que a lesdo de Grau lll teve correlagdo fortemente positiva com os
Girolando sem padrao racial definido (RA3), repostos de produtos locais (RE1),
com producgédo de leite regular (PL2), condigdo reprodutiva vazias normais (CV1),
vazias inseminadas (CV3), prenhes (CV4), que nao estavam recebendo
tratamento (TR1), com os escores corporais entre 2,5 (SV25) e 3,0 (SV30),
escore de higiene da vaca ruim (EH3), higiene da sala de ordenha bom (ES2) e
escore do manejo bom (SC2) a regular (SC3). Este tipo de lesdo apresentou

correlagao significativamente positiva para o escore corporal 4,0.
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A frequéncia de amostras soroldgicas positivas para Leptospira

interrogans (14 sorovares) e Neospora caninum estédo na TABELA 18.

TABELA 18. Frequéncia de sorologia positiva para Neospora caninum e 14
sorovares da Leptospira interrogans, feito por detecgéo sorologica
de anticorpos especificos, do rebanho pertencente aos seis retiros

testados.

Testes sorolégicos Positivos

n * %
Neospora caninum 4 2.0
Lepstospira interrogans australis 2 1.0
Lepstospira interrogans Bratislava 3 1.5
Lepstospira interrogans autumnalis 12 6.1
Lepstospira interrogans castellonis 108 55.1
Lepstospira interrogans grippotyphosa 4 2.0
Lepstospira interrogans hebdomalis 11 5.6
Lepstospira interrogans copenhageni 1 0.5
Lepstospira interrogans icterohaemorrhagiae 9 4.6
Lepstospira interrogans pomona 27 13.8
Lepstospira interrogans pyrogenes 4 2.0
Lepstospira interrogans hardjo 140 71.4
Lepstospira interrogans wolffi 112 571
Lepstospira interrogans shermani 8 4.1
Lepstospira interrogans sentot 6 31

* Amostras positivas por cada sorovar testado

Das 196 amostras testadas, 2,0% (4) foram positivas para Neospora
caninum e 80% (156) para Leptospira interrongans. Dentre os sorovares
testados, os de maior ocorréncia foram os Lepstospira interrogans castellonis
(51,1%), Lepstospira interrogans hardjo (71%) e Lepstospira interrogans wolffi
(57,1%), e o sorovar menos freqUente foi Lepstospira interrogans copenhageni
(0,5%).

Conforme pode ser observado na FIGURA 4, entre os casos positivos
para Mycoplasma spp (UM1), 12,9% das amostras eram provenientes de vacas
também positivas para Leptospira interrogans e 1,4% para Neospora caninum.
Dos animais positivos para Ureaplasma diversum,(UM2) 15,8% dos casos foram
positivos para Leptospira interrogans e nenhum para Neospora caninum,
enquanto que dentre as amostras de muco vulvovaginal positivas para ambos os
agentes (UM3), 11,8% eram de fémeas positivas para Leptospira interrogans e

1,1% para Neospora caninum.
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FIGURA 4. Frequéncia dos resultados dos testes sorologicos para Neospora
caninum e Leptospira interrogans associado aos resultados para
Mycoplasma spp (UM1); Ureaplasma diversum (UM2); Mycoplasma spp
e Ureaplasma diversum (UM3); Negativo para micoplasmas (UM4),
realizado nas vacas de produ¢ao dos seis retiros.
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FIGURA 5. Caracteristicas mais freqlentes dos animais soropositivos para
Leptospira onde foram estimado a Moda dos animais com o
isolamento para Mycoplasma spp e U. diversum (UM), Grau de lesado
relacionado a vulvovaginite (GL), padrao racial (RA), reposi¢cao animal
(RE), produtividade (PL), condicdo da vaca (CV), tratamento (TR),
escore corporal (EV), com o escore do ordenhador (EH), o escore de
higiene da sala de ordenha (ES) e o escore do manejo (SC) em
relacdo aos animais pertencentes aos seis sistemas de produgéo
avaliados.
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Na FIGURA 5 estao distribuidos os calculos de moda pra cada um dos
fatores analisados nos retiros, levando em consideragdo a positividade para
Leptospira interrogans. Foi verificado que ocorreu maior freqiéncia de 4
sorovares positivos por animal, os sororeagentes foram mais freqlientes em
animais positivos para Mycoplasma spp (UM1), sem lesdes para VVG de Grau |
(GL1), da raca Girolando sem padréo definido (RA3), pertencentes aos retiros nos
quais a forma de reposicdo € préopria (RE1), producdo de leite regular (PL2),
vazias e inseminadas (CV3), nao tratadas (TR1), com escore corporal 2,5 (EV25),
pertencentes aos retiros com escore de higiene da ordenha ruim (EH3), escore de
higiene da sala de ordenha bom (ES2) e escore do manejo regular (SC3).

Os resultados relacionados as analises de correlacdo de Pearson (r),
onde r varia de -1 a 1 para nivel de significancia de p < 0,05, para as variaveis
dependentes Neospora caninum e Leptospira interrogans, estdo demonstrados na
TABELA 19.

TABELA 19. Correlacao (r) de Pearson comparando o diagnéstico soroldgico
positivo para Neospora caninum e Leptospira interrogans com o
isolamento para Mycoplasma spp e U. diversum (UM), Grau de
lesdo relacionado a vulvovaginite (GL), padrdo racial (RA),
reposicdo animal (RE), produtividade (PL), condicdo da vaca
(CV), quimioterapia (TR), escore corporal (EV), com o escore do
ordenhador (EH), o escore de higiene da sala de ordenha (ES) e
o escore do manejo (SC), para os seis retiros.

UM GL RA RE PL CV TR EV EH ES SC
003 -0.08 -002 -009 009 -006 010 -010 -0.10 001 -0.03
NEO (0.65)' (0.28) (0.79) (0.23) (0.23) (0.41) (0.17) (0.19) (0.19) (0.83) (0.63)
-0.06 005 -0.04 003 -0.03 -0.007 -0.07 014 004 004 0.01
LEPT (0.44) (0.52) (0.60) (0.66) (0.66) (0.92) (0.32) (0.07) (0.57) (0.60) (0.83)

1 — Corresponde ao p = valor

N&o houve correlacdo significativa entre a sorologia positiva para
Neospora caninum e Leptospira interrogans e nenhum dos fatores avaliados. A
maioria das amostras positivas para Leptospira interrogans, ou seja, 51 reacdes

ocorreram de forma simultanea para quatro sorovares testados.



4. DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido com base na hipotese de que, dentro de
um sistema de producédo de leite, a vaca em lactacdo é aquela que estara mais
exposta ao efeito de microrganismos patogénicos. As freqiéncias de amostras
positivas para Mycoplasma spp e Ureaplasma diversum verificadas no presente
estudo (9,5% e 25,9%, respectivamente) s&o similares aquelas previamente
reportadas, tanto no Brasil quanto em outros paises. MULIRA et al. (1992), no
Canada, obtiveram frequéncia de 7,5 e 43,3% para Mycoplasma spp e U.
diversum, respectivamente, avaliando vacas de leite com e sem lesdes de VVG, e
Le GRAND et al. (1995), na Franga, verificaram 40% de amostras positivas para
U. diversum, também em vacas de leite, porém sem relacédo com a presenga ou
nao de lesdes de VVG. No Brasil, CARDOSO et al. (2000) fizeram o primeiro
relato sobre a ocorréncia do U. diversum em material oriundo de fémeas com
problemas reprodutivos e lesdes de VVG, com freqiéncia de 52,6 e 23,7% em
vacas Holandesas e Jersey, respectivamente. PETIT et al. (2008), estudando a
prevaléncia de Mollicutes em 196 sistemas de producdo de leite na Austria,
verificaram que 2,3% das amostras de muco vaginal eram positivas para M.
bovigenitalium e 35,5% para U. diversum, concluindo que este ultimo agente pode
estar associado com vaginite. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular
mostraria maior numero de amostras positivas, como demonstrado por
BUZINHANI et al., (2007), que verificaram 12,5% a mais de amostras de muco
vulvovaginal positivas para Ureaplasma diversum processadas pela PCR em tubo
unico em relagéo ao cultivo em caldo e agar. Assim, pode-se inferir que, dentre os
animais avaliados, um numero maior de vacas que o aqui descrito poderiam ser
portadoras destes agentes. Em relacdo as frequéncias obtidas no presente
estudo, a importancia esta no fato de demonstrar a presenca desses agentes em
todos os retiros avaliados.

Para PETIT et al. (2008), o U. diversum pode colonizar a mucosa
vulvar e vaginal exercendo um papel comensal, e sua importdncia como agente
patogenico e causador de disturbios reprodutivos deve ser discutida, visto que a
bactéria também pode ser isolada de muco vaginal de vacas sem problemas

clinicos reprodutivos. Para os autores, o isolamento positivo de Mollicutes de
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material cervical seria mais efetivo na indicagcdo do seu envolvimento no baixo
desempenho reprodutivo de vacas leiteiras. No entanto LYSNYANSKY et al.
(2009) obtiveram numero substancial de isolamentos de M. bovigenitalium e M.
canadense em amostras obtidas durante surtos de vulvovaginite em vacas
leiteiras, reforgando a hipétese de seu envolvimento na ocorréncia da VVG.

Os resultados positivos para Mycoplasma spp e para ambos os
agentes apresentaram correlagdo negativa ou fracamente positiva com a maioria
dos fatores avaliados. AL-MOMANI et al. (2008) e LEON et al. ( 1995) estudando
a correlagéo entre ocorréncia de Mycoplasma agalactiae e fatores de risco para
mastite, verificaram também correlacdo negativa, e justificaram o achado pela
presenca de anticorpos protetores detectados nos rebanhos soropositivos. FOX et
al. (2003) relataram que as baixas correlacbes devem-se a caracteristica
epidemioldgica do Mycoplasma spp, em apresentar inicialmente alto potencial de
propagacao, atingindo animais de todas as categorias, e posterior reducéo até o
seu desaparecimento do 6rgado afetado, o que torna o descarte dos animais
positivos como a ferramenta mais efetiva de controle.

Em relacdo aos fatores producédo de leite e condigdo reprodutiva,
verificou-se a correlacdo entre positividade para Ureaplasma diversum, menor
producdo de leite e condicdo reprodutiva deficiente - CV2. Para GABOR et al.
(2008), animais de alta producao leiteira apresentam desempenho reprodutivo
insatisfatério por estarem permanentemente sob condi¢cdes de estresse, mas os
dados aqui apresentados mostram que, mesmo com baixa producao de leite, as
vacas estavam vazias e atrasadas, ou seja, sem o efeito deletério da maior
producdo. Estes animais eram positivos para o agente e apresentavam baixo
desempenho reprodutivo, sugerindo ser a queda de produ¢ao uma conseqiéncia
do disturbio reprodutivo (GROHN & RAJALA-SCHULTZ, 2000).

TILLARD et al. (2008) apontam a producao de leite abaixo de 23 ou
acima de 27 kg/L/dia e a perda de condi¢cdo corporal maior que 1,5 durante os
primeiros 100 dias de lactagcdo como fatores importantes no baixo desempenho
ao primeiro servigo. Os dados apresentados nas TABELAS 6 e 7 mostram maior
chance de risco de positividade para U. diversum nas vacas com produgao abaixo

de 12litros/dia, e escores de condi¢ao corporal iguais ou superiores a 2,5.
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GAMBARINI et al. (2009) verificaram correlagéo entre a lesdo de Grau
Il e amostras positivas para Mycoplasma spp e U. diversum, ocorrendo
simultaneamente. Resultado inverso ao observado nos casos em que foi possivel
isolar apenas um dos agentes. SANDERSON et al. (2000) ndo obtiveram
associacdo entre infeccbes por U. diversum e a presenca de lesbes
granulomatosas na mucosa vaginal, e argumentaram que, por terem verificado
apenas lesbes brandas, nao foi possivel confrontar os achados com a ocorréncia
de ureaplamose. OLIVEIRA FILHO et al. (2005), trabalhando com vacas leiteiras
repetidoras de estro e utilizando o mesmo critério aqui descrito para avaliagao das
lesdes de VVG, verificaram predominio da lesao de Grau |, presente em mais de
50% dos animais avaliados, e maior numero de amostras positivas para U.
diversum relacionadas a este grau.

GAMBARINI et al. (2009), estudando a ocorréncia de micoplasmose
genital em novilhas de corte, verificaram predominio da lesdo de Grau Il, também
associado ao maior niumero de animais positivos para U. diversum. Este perfil de
graus de lesdo caracteriza a forma crénica da vulvovaginite granular
(SANDERSON et al., 2000; GAMBARINI et al., 2009) e pode estar relacionado ao
manejo da vaca em lactagao, pelo maior contato entre elas durante os periodos
de ordenha, ja que o habito de lamber e cheirar a genitalia externa de outras
fémeas pode favorecer a disseminagcédo do agente. HUSTED (2003), avaliando o
conteudo vaginal de 55 vacas com vaginite clinica, ndo obteve isolamento positivo
para Mollicutes, atribuindo este fato as pequenas quantidades de bactérias
presentes em amostras colhidas com o auxilio de zaragatoas, prejudicando o
processo de cultivo, mesmo nos meios especificos.

A reducéo da severidade das lesdes confirma os estudos achados de
DOIG et al. (1979), que verificaram a auséncia de descarga purulenta e o declinio
gradual tanto da hiperemia quanto das formagdes granulares, com a cronicidade
da infecgdo. A auséncia de correlagcdo entre o isolamento de U. diversum e a
presenca de lesbes de VVG pode estar relacionada com a viruléncia do agente
(CARDOSO et al., 2000; SPERGSER et al., 2002).

Em relacdo ao padréo racial, a correlagao positiva para Girolando 3/4 e
Jersey é corroborada por LEON et al. (1995), que identificaram a raca como um

fator de risco associado a infeccao por Ureaplasma diversum, relatando que
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vacas Jersey tiveram 1,95 vezes mais risco que vacas Holstein de estarem
infectadas por este agente. Resultado semelhante foi obtido por por BEY (2006),
que informa sobre o0 maior risco de ocorréncia do U. diversum em animais da racga
Jersey, quando comparados com a rag¢a holandesa. CARDOSO et al. (2000)
relatam maior freqiiéncia de isolamento do U.diversum nas amostras obtidas de
fémeas Nelore em comparagdo com a raga Jersey, € maior para esta ultima em
relacdo a raca Holandesa, apontando ainda maior susceptibilidade para os
animais Nelore. Por outro lado, a chance de risco maior para os animais sem
padrao racial (RA3), detectada neste estudo, pode ser explicada por ser esta a
categoria animal mais frequente entre os animais testados (39,1%).

De acordo com os dados expostos na TABELA 5, verifica-se que essa
correlagao positiva entre a presenca do U. diversum no muco vulvovaginal e a
raca predominante foi observada nos retiros nos quais a forma de reposi¢céo de
animais & externa (RE2), corroborando a afirmativa de COENTRAO et al. (2008)
sobre o aumento do risco para as doengas do sistema reprodutivo quando este
tipo de reposicéo é utilizado.

A correlagdo entre a ocorréncia do U. diversum e o escore dos
procedimentos de manejo ruim (SC4) confirmam as citacbes de ANDRADE et al.
(2005), que identificaram deficiéncias no manejo em relagdo aos animais de
propriedades da bacia leiteira de Goiania. BLUM et. al. (2007) também discutem o
estresse de manejo como um fator predisponente para a ocorréncia de patologias
do sistema reprodutivo aos animais. Os autores afirmam que a aglomeracéo de
rebanhos ou animais € uma das formas mais propicias ao estresse e a
propagacao de microrganismos. Este € outro elemento relacionada ao escore de
ordenhador “ruim”, pois o0 mesmo mantém os animais aglomerados por tempo
além do necessario. Ainda nesta observacdo, AL-MOMANI et al. (2008)
ressaltam a importancia para o risco de transmissao de doengas pelas

maos mal higienizadas do ordenhador. Neste mesmo contexto, COENTRAO
et al. (2008) alertam para os erros cometidos por ordenhadores mal preparados
que utilizam os sistemas de ordenha de forma inadequada ou néo efetuam a
limpeza dos equipamentos da forma ideal, predispondo os animais as lesdes e

riscos para as infecgdes.
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A freqiéncia de fatores estressores nos sistemas de producao séo
responsabilizados pela predisposi¢ao bioldgica para a ocorréncia de doengas no
rebanho. Agentes estressores de manejo e também ambientais parecem estar
envolvidos na manutencao e disseminacéo de doencgas nos sistemas de produgao
de leite, ja que esta condi¢ao favorece a imunossupressao (KEYSERLINGK et al.,
2009; MOBERG, 1975). O estresse fisiologico é a condicdo na qual a
homeostasia sofre alteragdes significativas, e o animal deve ser considerado sob
condi¢cbes estressantes quando ndo consegue promover ajustes fisiol6gicos e/ou
comportamentais na presenca do estressor A lactacédo em si ja compreende uma
situagdo estressante e pode interferir no eixo hipéfise-adrenal, promovendo
elevacédo das concentragdes circulantes de glicocorticoides, conhecidos agentes
imnunossupressores (MADSEN et al., 2008).

MELO et al. (2006), estudando a prevaléncia de animais soropositivos
para Neospora caninum relataram variacédo de 14 a 83% para bovinos de leite na
microregido de Goiania. SILVA et al. (2008) verificaram associagao positiva entre
a soropositividade para o Neospora caninum e problemas reprodutivos tais como
abortamento em vacas de aptidao leiteira, em Pernambuco. O pequeno numero
de animais positivos para Neospora caninum mostra que este ndo € um grave
problema presente no rebanho estudado.

As amostras positivas para Leptospira interrogans nao apresentaram
correlagdo com os outros fatores estudados, embora os sorovares hardjo e wolffi
tenham sido os mais frequentes, ocorrendo principalmente em animais negativos
para U. diversum. DEL FAVA et al., (2003) descrevem que o sorovar hardjo € o
mais importante causador de perdas reprodutivas entre os bovinos, entretanto
ANDERSON (2007) afirma que este sorovar é o mais freqliiente em bovinos,
porém o0s animais tendem a hospeda-lo por tempo indeterminado, sem

demonstrar consequiéncias consideraveis.



5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

v

Todos os retiros foram considerados positivos para a presenca
de Mollicutes - Mycoplasma spp e Ureaplasma diversum, nas
vacas em lactacéo;

foi possivel estabelecer a associagédo entre a ocorréncia desses
Mollicutes e fatores relacionados ao animal, especialmente com
a presenca de VVG de grau leve, raca sem padrao definido,
animais repostos a partir do rebanho e escores de condic&o
corporal maior ou igual a 2,5;

o escore de higiene do ordenhador foi o fator relacionado ao
meio ambiente que apresentou maior associagdo com a
presenca de Mollicutes nos animais estudados;

ndao ha associacdo entre a presenga de Mollicutes e
soropositividade para Leptospira interrogans e Neospora
caninum;

Mycoplasma spp e especialmente Ureaplasma diversum devem
ser considerados como agentes envolvidos no baixo

desempenho reprodutivo de vacas em lactagéo.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A producéo de leite no Brasil € uma das atividades agropecuaristas
mais susceptiveis as perdas econdmicas por desordens reprodutivas. Varios sao
os fatores que contribuem com isto, uma vez que a introducdo de animais
geneticamente melhorados, a mecanizagéo do sistema de ordenha, os programas
de qualificagdo do produto lacteo obrigam o produtor a buscar maior produgéo
como mecanismo compensatério aos investimentos atribuidos, e a maior
producdo exige também maior atencdo aos fatores relacionados a sanidade
animal.

Na unidade produtora de leite, a aglomeragao animal, a movimentagao
destes animais entre o sistema de pastejo e a sala de ordenha, o estresse fisico e
ambiental durante os procedimentos de ordenha estimulam a liberacdo de
horménios tireoidianos e adrenais que controlam as fungbes metabdlicas. Nesta
regulacdo endocrina o sistema imunologico € influenciado negativamente e
microrganismos ambientais ou contagiosos se multiplicam nos diversos sistemas
do animal em producdo. A introdugdo e a manutencdo de microrganismos
patogénicos no trato reprodutor se tornam fator de risco significativo para que as
patologias reprodutivas se desenvolvam, principalmente quando as formas de
manejo ou higiénicas favorecem a permanéncia destes agentes no tecido animal
infectado.

A ocorréncia de Mollicutes no sistema de producgao de leite € uma das
principais causas para perdas reprodutivas e consequentemente, baixa
produtividade. Estes agentes sdo disseminados por animais contaminados,
fomites e semen, infectando diversos sistemas, deste o auditivo, respiratério,
digestivo e reprodutivo. Dentre os Mollicutes de maior interesse nos processos
patolégicos do trato reprodutivo de ocorréncia no Brasil, estdo o Mycoplasma
bovis, M. bovigenitalium e o U. diversum. O isolamento destas bacterias tem sido
associado com vulvovaginite granular, vulvite granular, perdas embrionarias
precoces, abortos, sindrome do bezerro fraco, pneumonia no bezerro neonato e,
mais recentemente, atropatia em bezerros abortados.

O isolamento microbiolégico do U. diversum pode ser feito
rotineiramente, com a atengdo especial normal que é aplicada para todos os

outros microrganismos Gram negativos. A ocorréncia de lesées de vulvovaginite é
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sugestiva da infeccao por U. diversum e o manejo em relagdo aos animais e 0s
procedimentos de higiene, principalmente em vacas de produgao leiteira, sé&o
fatores predisponentes para a disseminagao do agente.

A infra-estrutura dos galpbes de ordenha e os sistemas de ordenha
também influenciam na ocorréncia de vulvovaginite em vacas leiteiras,
especialmente as prenhes e de ragcas mais apuradas. As condigdes higiénicas e
de manejo continuam sendo problema para as unidades de producdo de leite a
pasto e mesmo havendo incentivo por parte da industria ainda ha fatores que, ao
serem corrigidos irdo contribuir para a maior produtividade com menor custo em
diagnostico e tratamento, resultando ainda em maior valorizagdo do produto e

melhor qualidade para o consumo.



