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RESUMO

Objetivou-se, com este estudo, realizar uma investigacdo epidemiolégica da infec¢do por
Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum em bovinos na microrregido do Vale do
Ipanema, estado de Pernambuco. Foram coletados suabes vaginais de 355 vacas em idade
reprodutiva que foram submetidos a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e isolamento
microbioldgico. Um questionario investigativo foi utilizado para a anélise dos fatores de risco
associados a infeccdo por Mollicutes. Pela PCR, 9,29% (33/355) amostras foram positivas
para Mycoplasma bovigenitalium e 21,69% (77/355) para Ureaplasma diversum. Observou-se
coinfeccdo em 2,81% (10/355) das amostras. A partir do isolamento microbiolégico das
amostras positivas na PCR, houve crescimento no meio Hayflick de 81,81% (27/33) das
amostras, sendo classificadas como Mycoplasma spp. e 24,67% (19/77) cresceram no meio
“UB”, sendo classificadas como U. diversum. Foram considerados fatores de risco associados
a infeccdo por Mollicutes: sistema de criacdo semi-intensivo (OR=4,6); aluguel de pastagens
(OR=3,6); ndo isolamento dos animais com distdrbios reprodutivos (OR=3,2) e realizacdo de
monta natural mais inseminacéo artificial (OR=3,5). Este € o primeiro registro da infec¢do por
Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum em rebanhos bovinos na regido
semiarida do estado de Pernambuco, Brasil. A partir dos resultados obtidos, medidas de
prevencéo direcionadas aos fatores de riscos identificados podem contribuir com a diminuigéo
da ocorréncia de Mollicutes nos rebanhos bovinos estudados.

Palavras-chave: PCR, isolamento, Mollicutes, aborto, fatores de risco, prevengao.
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ABSTRACT

This study’s objective was to conduct a Mycoplasma bovigenitalium and Ureaplasma
diversum infections epidemiological investigation in cattle in the Ipanema Valley
microregion, Pernambuco state. Vaginal swabs were collected from 355 reproductive age
cows and submitted to polymerase chain reaction (PCR) and microbiological isolation. An
investigative questionnaire was used to risk factors analysis associated with Mollicutes
infection. According to PCR, 9.29% (33/355) of the samples were positive for Mycoplasma
bovigenitalium and 21.69% (77/355) for Ureaplasma diversum. Coinfection was observed in
2.81% (10/355) of the samples. According to isolation, there was growth on Hayflick medium
of 81.81% (27/33) from the samples classified as Mycoplasma spp. and 24.67% (19/77)
growth on UB medium, being classified as Ureaplasma diversum. Risk factors associated to
Mollicutes infection were considered: semi-intensive breeding system (OR = 4.6), pasture
rent (OR = 3.6), reproductive disorders nonisolated animals (OR = 3.2), and natural mating
plus artificial insemination (OR = 3.5). This is the first record of Mycoplasma bovigenitalium
and Ureaplasma diversum infection in semiarid region cattle herds of Pernambuco state,
Brazil. From this, preventive measures directed to the identified risk factors can contribute to
Mollicutes’ occurrence decrease in the cattle herds studied.

Keywords: PCR, isolation, Mollicutes, abortion, risk factors, prevention.
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1. QUALIFICACAO DO PROBLEMA

O estado de Pernambuco é o segundo maior produtor de leite do Nordeste,
respondendo por 17% da producédo da regido, com mais de 656 milhdes de litros por ano dos
35,17 bilhdes produzidos nacionalmente (IBGE, 2014). A microrregido do Vale do Ipanema
foi a maior produtora de leite do estado de Pernambuco em 2008, o que corresponde a 32% da
producdo de todo o estado (SEBRAE, 2010). A microrregido apresenta uma baixa capacidade
hidrica, contudo, mantém uma economia local que se destaca como a maior producdo leiteira
pernambucana e grande contribuinte da agricultura familiar (VERSLYPE; COELHO
JUNIOR; WANDERLEY, 2016).

As tendéncias da pecuaria leiteira e de outras atividades agropecuérias podem
contribuir com uma reducdo no nimero de animais por rebanho, ou seja, de vacas leiteiras, e
um aumento de produtividade neste mesmo rebanho, mesmo com um menor ndmero de
animais (MASSUQUETO et al., 2007), o que leva, de certa forma, ao aumento das exigéncias
nutricionais e maior exposicdo do animal a situagdes estressantes, favorecendo uma
diminuicdo do seu estado imunoldgico, o que resulta, indiretamente, no aparecimento de
enfermidades e, consequentemente, num decréscimo da rentabilidade do produtor (SOUZA et
al., 2005).

Sobre isso, pode-se dizer que 0 manejo higiénico-sanitario e reprodutivo dos rebanhos
é citado como um dos fatores que mais interferem nos sistemas de criacdo de vacas leiteiras
(SILVA; ROMERO, 2009), uma vez que as desordens reprodutivas sdo responsaveis por
significativos prejuizos econémicos (KUNZ et al., 2004).

Destaca-se como desordens reprodutivas as infecgdes por Mollicutes, que propiciam
uma diminuicdo na eficiéncia reprodutiva, no que diz respeito ao aumento do intervalo de
partos, que é um dos parametros mais importantes no desempenho econémico da propriedade
de producdo de leite (LEITE; MORAES; PIMENTEL, 2001). A repeticdo de cio é um sinal
clinico evidente em rebanhos com micoplasmose bovina e interfere em um menor ganho
econdmico do produtor, pois a vaca permanece vazia por um periodo prolongado (RAJALA-
SCHULTZ; GROHN, 1999), além da redugdo no numero de bezerros nascidos, o que
ocasiona uma diminuicdo na rentabilidade da propriedade (GROHN; RAJALA-SCHULTZ,
2000).

Os custos estimados para a industria de carne no EUA relacionados a micoplasmose

bovina foram de US$ 32 milhdes/ano e como resultado houve perda de peso além de
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diminuicdo do valor de carcaca, para a inddstria de lacticinios, as perdas foram de US$ 108
milhdes/ano quando a micoplasmose bovina esteve associada & mastite. De forma geral,
também ha prejuizos econdmicos relacionados com a ocorréncia de perdas fetais ou partos
prematuros, compra de novas doses de sémen, gastos com medico veterinario e antibidticos
(CARDOSO; VASCONCELLOS, 2004).

Estudo realizado no estado da Paraiba por Santos et al. (2013) detectou a presenca de
Mollicutes (65,6%) e Ureaplasma spp. (50,0%), associada a doenca reprodutiva em bovinos.
Em Vicosa, estado de Alagoas, Oliveira Filho et al. (2005) isolaram Ureaplasma diversum de
vacas leiteiras com repeticdo de estro, relatando 41,7% das amostras positivas para o agente
em questdo, sendo positivamente associada as lesdes de vulvovaginite granular.
Recentemente, Santos et al. (2015), relataram presenca de Mollicutes em rebanho de vacas
leiteiras com presenca de distarbios reprodutivos no Agreste de Pernambuco, microrregido de
Garanhuns.

Considerando que bactérias do género Mollicutes podem ocasionar distlrbios
reprodutivos em bovinos e consequentemente ocasionam prejuizos aos proprietarios e que a
microrregido do Vale do Ipanema faz parte da bacia leiteira do estado de Pernambuco,
objetivou-se com este estudo realizar uma investigacdo epidemioldgica da infeccdo por
Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum em bovinos na microrregido do Vale do

Ipanema, Pernambuco.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

A micoplasmose animal € causada por procariotos pequenos e simples (CHAMBAUD;
WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999) pertencentes a classe Mollicutes, ordem
Mycoplasmatales (EDWARD; FREUNDT, 1967), familia Mycoplasmataceae, que
compreende géneros como Achaloplasma spp., Ureaplasma spp. e Mycoplasma spp.
(FREUNDT, 1955). Esses micro-organismos sdo desprovidos de parede celular, o que 0s
tornam resistentes as penicilinas, cefalosporinas, vancomicina e outros antibiéticos que
interferem na sintese da parede celular, além disso, sdo fracamente corados pelo método de
coloracdo Gram (KUHN; HOPKINS, 1983), porém sdo considerados Gram-negativos
(CARDOSO et al., 2000).

Sé&o anaerobios facultativos, podendo sobreviver, dessa forma, em meios com presenga
de diéxido de carbono e pouco oxigénio (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD,
1999), e as condicBes O6timas de seu isolamento em até 15 dias sdo a 37°C em jarras de
microaerofilia, sob atmosfera de 95% de N2 +5% CO: e O residual, apds a remocdo do ar do
interior da jarra, utilizando-se de bomba de vacuo (CARDOSO et al., 2000). Estas bactérias se
multiplicam dividindo-se por fissdo binaria e possuem genoma pequeno variando de 0,58-
1,35Mb (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999). O material genético é
constituido por DNA circular de fita dupla e RNA; o genoma é pequeno, conferindo
capacidade biossintética limitada (ROTTEM, 2003).

A membrana citoplasmatica possui grande flexibilidade funcional, com proteinas em
sua estrutura, e, dentre essas proteinas, encontram-se as de superficie para a aderéncia
bacteriana a célula-alvo (VEREB et al., 2003). A coloracdo pode ser feita pela técnica de
Dienes, sendo considerada a melhor e a mais especifica para diagnéstico de Mollicutes em
bovinos (HOWARD; GOURLAY, 1982; RAZIN; TULLY 1996). Pode ser utilizada também
a técnica de Giemsa, tendo também a caracterizacdo de coldnias pequenas com aparéncia
caracteristica de “ovo frito”, consistindo em uma zona granular e opaca na regido central e
outra periférica, plana e translucida (WHITFORD, 1994).

Os micoplasmas sdo suscetiveis as condigdes adversas do meio e sua membrana

plasmatica pode se romper por choque osmético, contato com detergentes, alcoois e
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anticorpos especificos ligados ao complemento e séo, também, sensiveis as variagdes bruscas
de pH e temperatura (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999).

2.2 Epidemiologia

A ocorréncia da infeccdo por Mollicutes é relatada em bovinos em diversas partes do

mundo, com registros de prevaléncia variando de 3,4 a 72,8% para Mycoplasma spp. e de 6,0

a 74% para Ureaplasma diversum (quadro 1).

Quadro 1: Registros da infeccdo por Mollicutes associados a problemas reprodutivos em

diferentes localidades.

Autor ANO LOCAL METODO PREVALENCIA (%)
Mycoplasma spp. | U. diversum
LANGFORD 1975 Canada Isolamento 21,0% -
RUHNKE et al. 1978 Ontario Isolamento 7,7 74,0
DOIG et al. 1979 Canada Isolamento 7,7 74,0%*
RAE et al., 1993 Florida Isolamento - 44,0
CARDOSO et al, 2000 SP — Brasil Isolamento - 38,8
SANDERSON et al. 2000 EUA Isolamento - 51,0-65,0
OLIVEIRA FILHO et al. 2005 AL — Brasil Isolamento - 41,6
NASCIMENTO et al. 2005 MG — Brasil | Isolamento 57,1 -
BUZINHANI; 2007 SP — Brasil PCR 63,7 37,5
METIFFOGO; Isolamento 12,5 25,0
TIMENETSKY
PETIT et al. 2008 Austria PCR 34 11,9
ARGUE; CHOUSALKAR,; 2009 Australia PCR - 15,0
CHENOWETH
GAMBARINI et al. 2009 Brasil-Oeste | Isolamento 15,6 64,4
LYSNYANSKY et al. 2009 Israel Isolamento 55,0 -
SMITH; CHOUSALKAR; 2012 Australia PCR - 35,2
CHENOWETH
MARQUES et al, 2013 SP e BA - PCR 72,8* 38,1
Brasil
SANTOS et al. 2013 PB — Brasil PCR 65,6* 15,6
GHANEM et al. 2013 Japao PCR 7,4 -
GAETI et al. 2014 MT - Brasil PCR - 38,0
SANTOS et al. 2015 PE - Brasil Isolamento 13,0 6,0
PCR 26,0* 13,0

AZEVEDO et al. 2016 MT- Brasil PCR - 9,8

*Mollicutes; ** Ureaplasma spp. (A) PCR: Rea¢do em Cadeia da Polimerase

As vias de eliminacdo de Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasmas diversum sdo

especialmente secrecbes das mucosas nasal, vaginal e no leite (MILLER et al., 1994). A

disseminacdo desses agentes ocorre pela ordenha e secrecOes de animais com descargas
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genitais. Pode ocorrer também por aerossoéis, porém essa forma estd mais associada a espéecie
Mycoplasma bovis (SACHSE, 1993).

Os agentes etiologicos da micoplasmose bovina se propagam de forma horizontal
facilmente pelo contato direto, ou, de forma indireta, pelos fomites, mdos do ordenhador ou a
falta de higiene durante a infusdo intramamaria de antibiticos, nos casos de mastite
(MAUNSELL; DONOVAN, 2009). A transmissdo venerea pela monta natural pode ocorrer
(CARDOSO et al., 2000), uma vez que o sémen é considerado um dos mais importantes
meios de transmissdao de Mycoplasma spp. (BIELANSKI; DEVENISH; PHIPPS-TODD,
2000), podendo ainda ser transmitido pela inseminacéo artificial e transferéncia de embribes
(CARDOSO; VASCONCELLOS, 2004, MARQUES et al., 2009).

A porta de entrada nos hospedeiros € pelas mucosas, principalmente vaginal/vulva e
uretra peniana (MURRAY, 2012).

O animal infectado por Mollicutes, geralmente assintomético, torna-se a fonte de
infeccdo no rebanho (NICHOLAS et al., 2006; AL-MOMANI; NICHOLAS; ABO-
SHEHADA, 2008). Sobre isso, Blum et al. (2008) afirmam que a introducéo e a aglomeracao
de animais de diferentes sistemas de producdo em uma mesma unidade produtora de leite
constituem importantes fatores de disseminacdo desses patdgenos.

Alguns fatores sdo considerados de risco para micoplasmose animal, sendo uma
doenga mais frequente em animais economicamente explorados, vacas de grande produgéo
leiteira alimentadas com ragdes ricas em proteinas, animais com traumas mamarios e expostos
a ambientes contaminados (CARDOSO, et al., 2006).

A presenca de fatores estressantes na alimentacdo (fornecimento e o tipo do alimento),
a movimentacéo constante dos animais (AEBI et al., 2015) e a idade (LEON et al., 1995; AL-
MOMANI; NICHOLAS; ABO-SHEHADA, 2008) também sdo considerados fatores de risco

para a ocorréncia da infeccdo de Mollicutes no rebanho bovino.

2.3 Patogenia e sinais clinicos

Embora a patogenia dos micoplasmas e ureaplasmas ainda seja pouco conhecida, a
patogenicidade dos microrganismos da classe Mollicutes esta relacionada com a forte
capacidade de aderéncia desses agentes aos tecidos onde se encontram, impedindo, assim, que

sejam eliminados pelo fluxo de muco genital ou urinario. Neste processo, produzem
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substancias que lesionam os tecidos do hospedeiro, como aménia e perdxido de hidrogénio
(MESEGUER et al., 2003). Uma organela com aspecto de proeminéncia na morfologia polar
da célula dos micoplasmas é formada de proteinas adesinas e proteinas acessorias - essas
colaboram estruturalmente para aumentar a quantidade de proteinas adesinas e facilita a
fixagéo destes agentes infecciosos nos tecidos dos hospedeiros (ROTTEM, 2003).

As infeccBes por Ureaplasma spp. levam a producdo de &cido araquidonico,
diacilglicerol e lisofosfolipideos, substancias que alteram a biossintese de prostaglandinas;
essas, por sua vez, sao potentes reguladores das atividades celulares, principalmente aquelas
que envolvem os processos reprodutivos, como a implantagdo e manutencdo da prenhez
(WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005).

A infeccdo no rebanho tende a se tornar enzooltica, pois o epitélio retorna a
normalidade por volta de seis semanas a trés meses apos a infec¢do, ocorrendo reinfeccéo
(DOIG et al., 1979). Uma nova sequéncia do genoma da estirpe U. diversum, foi relatada para
entender melhor a especificidade de hospedeiro desse agente e o que define sua
patogenicidade em bovinos, contribuindo também com o surgimento de novas estratégias para
o0 tratamento, prevencao e controle destas infeccdes (MARQUES et al., 2015).

O micoplasmose bovina pode ser de curso agudo ou crénico e seus agentes etioldgicos
possuem tropismo pelos sistemas urogenital, respiratorio, glandula mamaria, articulagdes,
sistema nervoso e conjuntiva ocular (BUZINHANI; METIFFOGO; TIMENETSKY, 2007),
tornando-se dificil de ser erradicada quando introduzida por um animal assintomatico, se
estabelecendo em animais de varias idades no rebanho (NICHOLAS; AYLING, 2003).
Quando a fase aguda da doenca predomina no rebanho, pode-se observar reducdo da
fertilidade (OLIVEIRA FILHO et al., 2005).

Em bovinos, a micoplasmose causa mastite, pneumonia, artrite (CARDOSO;
VASCONCELLOS, 2004); agalaxia contagiosa, endometrite, salpingite, placentite e,
consequentemente, baixa taxa de concep¢do (CARDOSO, et al., 2006). Nas infeccGes por
Ureaplasma diversum, observa-se aborto, repeticio de cio, vulvovaginite granular,
infertilidade, casos de salpingite, endometrite, cervicite, morte embrionaria e morte neonatal
(RUHNKE et al., 1978; CHELMONSKA-SOYTA et al.,, 1994). Ureaplasma diversum é
unica espécie do género Ureaplasma spp. isolada de bovinos (RAE et al., 1993).

A vulvovaginite granular € uma inflamacéo caracterizada por hiperemia, gréanulos de 1
a 2mm de didmetro, coloragdes cinza, marrom ou vermelha, os quais podem persistir por
varios dias (DOIG et al., 1979; LYSNYANSKY et al., 2009). Esses granulos possuem
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contedo celular representado pelos linfécitos e plasmdcitos na mucosa reprodutiva
(NASCIMENTO; SANTOS, 2003), os quais tendem a se desenvolver de 4 a 10 dias apds o
cio em fémeas na fase reprodutiva (GAMBARINI et al., 2009).

No estudo de Oliveira Filho et al. (2005), a presenca do Ureaplasma diversum foi
associada a ocorréncia da sindrome vulvovaginite granular, independente da presenca de
granulos na mucosa vulvovaginal das vacas analisadas. A VVG também ja foi diagnosticada
em trabalho experimental com bovinos (DOIG; RUHNKE; PALMER, 1980).

A ocorréncia de M. bovigenitalium estd associada com patologias do sistema
reprodutivo de bovinos (LANGFORD, 1975), sendo, anteriormente, considerado como o
agente primario da vulvovaginite (DOIG et al., 1979), endometrite, infertilidade,
vulvovaginite granular (NICHOLAS et al, 2006; GIVENS; MARLEY, 2008) e
anormalidades do sémen (NICHOLAS et al., 2006).

O aborto por essas bactérias ndo era diagnosticado com frequéncia, refletindo em uma
associacdo pouco esclarecida entre o aborto e a presenca desses agentes (RUHNKE et al.,
1978). Embora seja necessaria a realizacdo de mais estudos envolvendo a deteccdo desses
agentes em placentas e fetos (SANTOS et al., 2013), a presenca de Mycoplasma spp. e
Ureaplasma diversum em fémeas bovinas com historico de aborto ja foi relatada em outros
estudos, fazendo com que este distarbio reprodutivo seja um aspecto importante
(BUZINHANI; METIFFOGO; TIMENETSKY, 2007; SANTOS et al., 2013).

O aborto ocasionado por U. diversum é resultado da placentite e da pneumonia fetal,
que ocorrem, geralmente, no ultimo trimestre da prenhez (NASCIMENTO; SANTOS,
2003). Em alguns casos, U. diversum estimula a sintese de prostaglandina F2a, horménio
que causa lise do corpo luteo; em outros, inibe a sintese da prostaglandina E2, um dos
principais horménios relacionados ao reconhecimento materno da gestacdo
(CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994).

Além de causar um processo inflamatério (POWELL; CLYDE, 1975), micoplasmas
possuem caracter invasivo (BUZINHANI et al., 2011) e, assim, podem ndo destruir a célula,
mas resultando em estresse, possibilitando o aparecimento de infec¢bes secundérias
(CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999) pela debilitagio do sistema imune,
0 que torna estas bactérias micro-organismos oportunistas (DOIG; RUHNKE; PALMER,
1980). A fase crbnica da infeccdo esta relacionada a presenca das lesbes inflamatorias,
principalmente quando ocorre VVG (SANDERSON et al., 2000; GAMBARINI et al., 2009).
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Ainda sobre o estado crénico da infeccdo, Doig et al. (1979) relataram que, conforme
a infecgdo se torna cronica, os sinais clinicos podem variar desde auséncia de descarga
purulenta até um declinio gradual dos sinais inflamatorios, relacionados tanto com a
hiperemia local quanto as formacfes granulares. Sobre isso, sabe-se que Ureaplasma
diversum pode causar apoptose nas células infectadas nas primeiras horas (fase aguda), no
entanto, com o passar do tempo (72h), h4 uma reducdo de apoptose, podendo isso estar
relacionado ao padrdo molecular associado aos diferentes patégenos bacterianos (AMORIM
et al., 2014). Estas diferencas podem estar associadas aos diferentes sorotipos de U. diversum,
sorotipo A, B e C, destacando-se que h& predominancia dos sorotipos B e C nos machos e B
em fémeas (Le GRAND et al., 1995).

2.4 Diagnostico

Os materiais bioldgicos de eleicao para deteccdo de Mollicutes em rebanho bovino sao
0 muco vaginal ou cervical (COTTEW, 1970; LANGFORD, 1975; NASCIMENTO et al.,
2005; GAMBARINI et al., 2009), muco prepucial, sémen fresco ou congelado (CARDOSO;
VASCONCELLGQS, 2004) e leite (MAUNSELL et al., 2011).

O cultivo de micoplasmas é dificil, principalmente quando cuidados ndo sao realizados
na obtencdo da amostra clinica, no método da coleta, nas condi¢cdes de transporte ou até
mesmo quando 0s meios nutrientes ndo atendem as exigéncias de sobrevivéncia e
multiplicacdo destes agentes fora do ambiente biologico (BUZINHANI; METIFFOGO;
TIMENETSKY, 2007).

O diagndstico laboratorial pode ser realizado pelo cultivo e identificacdo dos agentes.
E um procedimento que requer cuidados e meios especificos: meio Hayflick para género
Mycoplasma spp. (WHITFORD et al. 1994) e meio UB para género Ureaplasma spp.
(RAZIN; TULLY, 1996); com as provas bioquimicas adequadas para a realizacdo da
diferenciacédo das colonias (CARDOSO; VASCONCELLOQOS, 2004).

Para a identificacdo das espécies, alguns procedimentos bioquimicos séo realizados,
tais como: hidrolise da ureia; fermentacdo da glicose; hidrdlise da arginina; atividade de
fosfatase; a formacdo de filmes e manchas; reducdo do tetrazolio; liquefagdo de soro
coagulado; e a hidrolise da caseina (WHITFORD, 1994; PRETTO et al., 2001). Algumas

caracteristicas bioquimicas sdo observadas apenas em Mycoplasma spp., que descarboxila a
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arginina, e U. diversum, que é reconhecido especificamente pela atividade de hidrolisar a
ureia (POVEDA, 1995), o que caracteriza a sua nomenclatura (SANDERSON et al., 2000). A
prova de urease € utilizada na identificacdo de Ureaplasma spp. (RAZIN; TULLY, 1996).

A deteccdo molecular pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), como
descrito por Kobayashi et al., (1998), é utilizada com o objetivo de pesquisar Mollicutes em
rebanho bovino. Outras varia¢@es da técnica sdo utilizadas, como Nested-PCR (CARDOSO et
al., 2000); PCR convencional (ARGUE; CHOUSALKAR; CHENOWETH, 2013); PCR
multiplex (TRAMUTA et al., 2011); PCR quantitativa (MARQUES et al., 2013) e RT-PCR
(AMORIM et al., 2014), que possibilita ensaios mais rapidos e mais confidveis (MACKAY,
2004).

As técnicas moleculares tém sido preferidas para o diagndstico em virtude das
dificuldades nos procedimentos de cultivo, isolamento e identificacdo especificos do agente
em questdo (BUZINHANI; METIFFOGO; TIMENETSKY, 2007).

2.5 Profilaxia

Na micoplasmose bovina, tanto a vacinacdo quanto o tratamento com antibidtico
demonstram poucos resultados; dessa forma, a separacdo adequada dos animais e
procedimentos sanitérios rigidos tornam-se as melhores medidas para prevenir a transmissao
do agente (NICHOLAS; AYLING, 2003). Manter os animais em boas condi¢des ambientais e
corporais torna-se, também, uma boa ferramenta de controle da micoplasmose bovina
(TILLARD et al., 2008).

Medidas sanitarias envolvendo o manejo reprodutivo do rebanho podem minimizar os
riscos da infecgdo por Mollicutes, como o rigido controle de transito de animais na fazenda,
monitoramento semestral de enfermidades (FAVA et al.,, 2003) e o uso de sémen de
procedéncia com atestado sanitario negativo (SHIN et al., 1988); sdo os requisitos da
instrucdo normativa — IN, de n° 53/2006, estabelecida pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que trata do regulamento para registro e fiscalizacdo de
centro de coleta e processamento de sémens (CCPS) bovino, bubalino, caprino e ovino
(MAPA, 2006).

Os fomites devem ser adequadamente higienizados (GIVENS; MARLEY, 2008) com
0 uso de agentes desinfetantes (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999),
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como, por exemplo, aqueles a base de solucdes de formalina ou de &cido paracético, que
destroem micoplasmas em curto periodo; além disso, podem ser usados os ioddéforos que
também sdo recomendados para a imersdo de tetos e os a base de hipocloretos, utilizados na
rotina de propriedades leiteiras, porém estes podem se tornar inadequados, uma vez que Sao
necessarias concentracdes relativamente elevadas e longos periodos de exposicéo
(PFUTZNER; SACHSE, 1996).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
- Realizar um estudo epidemiolégico da infeccdo por Mycoplasma bovigenitalium e
Ureaplasma diversum em bovinos na microrregido do Vale do Ipanema, estado de
Pernambuco.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar a ocorréncia da infeccdo por Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma

diversum em bovinos procedentes da microrregido do Vale do Ipanema;

- ldentificar os fatores de risco associados a infecgdo por Mollicutes em bovinos procedentes

da microrregido do Vale do Ipanema.
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CAPITULO |

Occurrence of Mycoplasma bovigenitalium and Ureaplasma diversum in cattle in the state
of Pernambuco

Submitted to journal: Tropical Animal Health and Production
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ABSTRACT

The objective of this study was to conduct an epidemiological investigation of Mycoplasma
bovigenitalium and Ureaplasma diversum infections in cattle in the microregion of the
Ipanema Valley, state of Pernambuco. Vaginal swabs were collected from 355 cows of
reproductive age and were submitted to polymerase chain reaction (PCR) and microbiological
isolation. An investigative questionnaire was used to analyze the risk factors associated with
Mollicutes infection. According to PCR, 9.29% (33/355) of cattle were positive for
Mycoplasma bovigenitalium and 21.69% (77/355) for Ureaplasma diversum; coinfection was
observed in 2.81% (10/355). According to isolation, 81.81% (27/33) Mycoplasma growth was
reported in the Hayflick medium and 24.67% (19/77) Ureaplasma diversum growth in the UB
medium. The risk factors for Mollicutes infection were semi-intensive breeding system (OR =
4.6), pasture rent (OR = 3.6), nonisolation of animals with reproductive disorders (OR = 3.2),
and natural mounting and artificial insemination (OR = 3.5). There was a significant
association between Mollicutes infection and abortions in the first gestational third (p =
0.001). This is the first record of Mycoplasma bovigenitalium and Ureaplasma diversum
infection in cattle herds in the semiarid region of the state of Pernambuco, Brazil. Preventive
measures directed to the identified risk factors can decrease the occurrence of Mollicutes in
these cattle herds.

KEYWORDS: Ipanema Valley, isolation, Mollicutes, risk factors.

INTRODUCTION
Animal mycoplasmosis is caused by prokaryotes without a cell wall, which belong to
the Mollicutes class. Mycoplasma bovigenitalium and Ureaplasma diversum are associated

with reproductive problems in cattle (Sanderson et al., 2000; Ghanem et al., 2013), but other
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species of Mycoplasma, such as Mycoplasma canadense, are also identified in reproductive
disorders (Lysnyansky et al., 2009).

Genital infections caused in females by Mycoplasma bovigenitalium are characterized
by granular vulvovaginitis with mucopurulent vaginal flush, which may cause infertility, and
in some cases, necrotizing endometritis (Cardoso and Vasconcellos, 2004). On the other hand,
Ureaplasma diversum infection is associated with abortion, estrus recurrence, granular
vulvovaginitis and infertility in infected herds (Miller et al., 1994).

Previous studies indicate the occurrence of Mollicutes infection associated with
reproductive problems in cattle in countries such as Australia (Argue et al., 2013), Israel
(Lysnyansky et al., 2009), and the United States of America (Sanderson et al., 2000) In Brazil,
this is reported in the states of Paraiba (Santos et al., 2013), Alagoas (Oliveira Filho et al.,
2005), Sao Paulo (Buzinhani et al., 2007), and Mato Grosso (Gaeti et al., 2014).

The risk factors associated with Mollicutes infection in cattle herds are related to
stressors in the diet, such as high milk production, excessive movement of animals (exhibition
and trade cattle) (Aebi et al., 2015), and heifers and cows with fewer gestations (Léon et al.,
1995).

Considering that Mollicute infection in cattle was already diagnosed in herds in the
Northeast region and that there is commercial movement of these animals among the
Brazilian states, this study aimed to conduct an epidemiological investigation of Mycoplasma
bovigenitalium and Ureaplasma diversum infections in cattle in the microregion of the

Ipanema Valley, state of Pernambuco.
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MATERIALS AND METHODS

The present study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals
(CEUA) of the Federal Rural University of Pernambuco, under license number 042/2015
(ANEX 1). All authors gave their consent for inclusion in this study.

The herds studied came from 18 properties distributed among the six municipalities of
the Ipanema Valley microregion in the Pernambuco semiarid region: Aguas Belas (n = 3),
Buique (n = 3), Venturosa (n = 3), Pedra (n = 3), Itaiba (n = 3), and Tupanatinga (n = 3)

(Figure
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Fig. 1 - Area of study, microregion of the Ipanema Valley - Pernambuco-PE, Brazil.

A total of 336,221 cattle (Ibge, 2007) and an expected prevalence of 65.6% were
considered (Santos et al., 2013). At a significance level of p < 0.05, these parameters provided
a minimum sample size (n) of 355 dairy cattle (Thrusfield, 2013). The number of animals

evaluated in each herd was calculated using the Astudillo formula (1979), based on the
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aforementioned values. The choice of properties was performed for convenience and the
inclusion criterion was females of reproductive age.

For the study of risk factors, a standardized questionnaire containing information on
hygienic-sanitary management and reproductive history was applied to each herd
(APPENDIX 3). The data were annotated in an identification card of the properties and
control of the animals sampled (APPENDIX 1), after the owner signed a declaration of free
consent (APPENDIX 2).

For biological material gathering, after previous containment, the hygiene preparation
of the vulva with 70% alcohol was performed, and samples of vulvovaginal mucus were
collected using sterilized swabs rubbed on the vagina internal walls and transported in 3 mL
of phosphate buffered saline (pH 7.2) (Fichel et al., 2005)

The biological material was placed in an isothermal box containing recyclable ice and
sent to the laboratory for processing. The samples were aliquoted by 600 pL volume and
subjected to DNA extraction with a commercial kit from Promega® (Wizard Genomic DNA
Purification Kit Catalog A1125). The separated aliquots for microbiological isolation were
stored in 2:1 ratio glycerol in microtubes, vortex homogenized and stored in a freezer at -16
°C until use.

The analyzed DNA samples were submitted to the multiplex polymerase chain
reaction (PCR) technique for Mycoplasma bovigenitalium and Ureaplasma diversum species
identification according to the thermal profile and oligonucleotides described by Tramuta et
al., (2011), The following primers were used for PCR: Mycoplasma bovigenitalium (16S
rRNA), 5" GTT TGA TCC TGG CTC AGG AT 3" and 5" AAG GTA CAT TCA ATA TAG
TGG 3’; Ureaplasma diversum (16S rRNA), 5' GTT TGA TCC TGG CTC AGG AT 3’ and 5’
CTC ATA AGC GAG CC GAC ATT 3'. The reaction mixtures comprised a 25 pL. volume

containing 5 L DNA template, 30 pmol of each oligonucleotide and 6.25 pL. GoTaq®Green
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Master Mix (Promega® Corporation, Madison, WI, USA, Ref. M7122), and ultrapure water.
The positive control in the reaction mixtures for Ureaplasma diversum was the strain BrPB18
and Mycoplasma bovigenitalium strain (PG11, ATCC). As a negative control, PCR water was
used. For electrophoresis, 1.5% agarose gel (100 V/60 min), 9 pL. PCR reaction mixtures plus
0.3 pL bluegreen dye, and 5 pL of the molecular weight marker were used. To confirm the
species studied, sequencing of some PCR positive samples was performed.

The PCR positive samples were submitted to microbiological isolation for
Mycoplasma in modified Hayflick medium broth and board, as described in Whitford et al.
(1994), and in UB specific medium broth and board for Ureaplasma diversum growth,
according to Razin and Tully (1996). For reading of the samples, a stereoscopic microscope
was used and considered positive at isolation for the samples presenting fried-egg-shaped
colonies, which characterize Mycoplasma and the small, dark brown granular colonies, which
characterize Ureaplasma diversum. All samples were monitored for 21 days.

For the infection-associated risk factor analysis, a variables of interest univariate
analysis was performed using the Pearson chi-square test (x?) or Fisher’s exact test, followed
by a logistic regression analysis, which considered the PCR result for Mollicutes as the
dependent variable. The independent variables considered in the model were those with a
statistical significance lower than 0.20. This probability was stipulated for possible event risk
factors that were not excluded from the analysis (Hosmer and Lemeshow, 1989). Epilnfo™7

was used to perform the statistical calculations and the significance level was set at p < 0.05.
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RESULTS

From the 355 samples analyzed using PCR, 9.3% (33/355) were positive for
Mycoplasma bovigenitalium and 21.7% (77/355) for Ureaplasma diversum; coinfection was
present in 2.8% (10/355). The positive result distribution is shown in Table 1.

Mycoplasma growth in the Hayflick medium was 81.8% (27/33) and Ureaplasma
diversum growth in the UB medium was 24.7% (19/77).

Table 1. Occurrence of infection by Mollicutes in dairy cows in the Ipanema Valley

microregion, Pernambuco

Property N Positive bovigenitalium U. diversum  Coinfection

M.
A 35 23(65,7%) 7 13 3
B 33 24 (72,7%) 7 15 2
C 58 23(39,7%) 4 17 2
D 8 5 (62,5%) - 4 1
E 20 1(50%) - 1 -
F 20 2(10,0%) - 2 -
G 13 1(7,7%) 1 - -
H 8 6 (75,0%) - 6 -
| 14 5(35,7%) - 4 1
J 14 3(21,4%) 1 1 1
K 8 0 (0,0%) - -
L 11 0(0,0%) - - -
M 13 2(15,4%) 1 1 -
N 17 2(11,7%) - 2 -
0 28 1(3,6%) 1 - -
P 17 0(0,0%) - - -
Q 12 1(8,3%) - 1 -
R 26 1(3,8%) 1 - -
TOTAL 355 100 (282%) 23 67 10

N - number of samples gathered at the property.

The risk factors associated with Mollicutes infection in the studied herds were semi-
intensive breeding system (OR = 4.6, p = 0.040), (OR = 3.2, p < 0.001), pasture rental
performance (OR = 3.6, p < 0.001), and simultaneous use of artificial insemination and

natural mounting in reproductive management (OR = 3.5, p < 0.001) (Table 2).
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Table 2. Analysis of risk factors associated with Mollicutes infection.

] PCR Logistic regression

Variables N —_ ValorP Valor P
Positive OR (1.C. 95%)

Criation system
Semi-intensive 331 98 (29.6%) 0.031¥W" 4.6 (1.0-20.0) 0.040*
Extensive 24 2 (8.3%)
Animal isolation
Yes 194 34 (17.5%) <0.001®"
No 161 66 (41.0%) 3.2 (2.0-5.3) <0.001*
Pasture rent
Yes 209 79 (37.8%) <0.001®" 3.6 (2.1-6.2) <0.001*
No 146 21 (14.4%)
Fate of sick animals
Discard 184 44 (23.9%) 0.064W
Remains 171 56 (32.7%) 1.5(0.9-2.4) 0.065
Reproductive management
Natural mount 243 54 (22.2%) <0.001®™" -
Acrtificial 1.8 (1.0-3.3)
i nsemination 66 23 (34.8%) 0.037*
Both 46 23 (50.0%) 3.5(1.8-6.7) <0.001*

(A Fisher’s Exact Test, ® z2 Test, * different database (N = 296); N - Total Number of
Samples; OR - Odds Ratio; I.C. - Confidence Interval; *Significant association at the <0.05

level.

When analyzing the reproductive history of the herds studied, a significant association
was observed between the gestational stage in which abortion occurred (p = 0.001) and
Mollicutes infection (Table 3). In addition, 85 cows had a history of granular vulvovaginitis,
3.5% (3/85) were positive for Mycoplasma bovigenitalium and 5.9% (5/85) were positive for

Ureaplasma diversum.
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Table 3. Reproductive history associated with Mollicutes infection.

Variable N PCE_ Valor P
Positive

Animals with mastitis

Yes 329 94 (28.6%) 0.549W

No 26 6 (23.1%)

History of placenta retention

Yes 322 92 (28.6%) 0.599W

No 33 8 (24.2%)

Repetition history of estrus

Yes 343 99 (28.9%) 0.190W

No 12 1 (8.3%)

Gestation third in which abortion

occurred?

1/3 55 24 (43.6%) 0.001®"

2/3 149 29 (19.5%)

3/3 73 17 (23.3%)

A x? Test; N - Total Number of Samples; * different database (N = 277); *

Significant association at the p < 0.05 level.

DISCUSSION

This is the first record of Mycoplasma bovigenitalium and Ureaplasma diversum
infections in cattle herds in the semiarid region of the state of Pernambuco, Brazil. Mollicutes
identification in the reproductive tract of bovine females was reported in Brazil (Fichel et al.,
2005; Buzinhani et al., 2007; Marques et al., 2013) and other countries (Sanderson et al.,
2000; Lysnyansky et al., 2009; Smith et al., 2012 ; Argue et al., 2013; Ghanem et al., 2013).

An occurrence of 9.3% for Mycoplasma bovigenitalium infection was observed in this
study. These values are close to those found in Ghanem et al.’s (2013) study, in Japan, which
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found 7.4% occurrence of Mycoplasma bovigenitalium in cervicovaginal mucus samples from
postpartum period Hollander cows.

The low occurrence of Mollicutes infection may be related to the low amount of DNA
present in the biological material. Husted (2003) reported that the low amount of DNA in the
studied samples may result in a low frequency of positive samples. Furthermore, the animals
did not present suggestive clinical signs during the gathering, unlike the studies conducted by
Santos et al., (2013, 2015), which investigated the occurrence of Mollicutes in herds with
reproductive disorders.

In the present study, Ureaplasma diversum was detected in 21.7% (77/355) of the
samples. The higher occurrence of Ureaplasma diversum infection in relation to Mycoplasma
bovigenitalium may be due to the agent’s colonization characteristic, given that Ureaplasma
diversum remains longer in the organism of asymptomatic animals depending on the urea
concentrations in urogenital tract excreta, which is an important nutrient for this bacterium
(Sanderson et al., 2000)

On seven properties (“A” “B,” “C,” “D,” “H,” “I,” and “J”), the occurrence of positive
animals was greater for the agents in question. In these properties, milk production was
higher, which corroborates the Géabor et al., (2008) report of Mollicutes occurrence in a herd
with higher milk production. Moreover, the use of natural mounting and/or artificial
insemination as reproductive management may have contributed to this agent’s spread by the
herd. According to (Nicholas and Ayling, 2003), contaminated semen is an important
transmission route in bovine species.

It was observed that 81.8% (27/33) of the PCR-positive samples grew Mycoplasma in
the specific medium. This percentage is higher than that reported by other authors in Brazil
(Fichel et al., 2005; Buzinhani et al., 2007), who also isolated only Mycoplasma. When

comparing the results of this study with those of other studies that isolated Mycoplasma
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species in cattle in other countries (Petit et al., 2008; Lysnyansky et al., 2009), the result was
superior. In addition, the isolation of the genus is more practical than that of different
Mycoplasma species. (Nagatomo et al., 2001) inoculated several species of Mycoplasma in
liqguid medium and found different isolation rates compared to the culture media and a
sensitivity to temperature variations.

The isolation rate of Ureaplasma diversum was reported to be 24.67% (19/77). In
other studies, higher results have been described (Buzinhani et al., 2007; Petit et al., 2008;
Marques et al., 2013); however, in the aforementioned research, the isolation was performed
from herds with clinical signs of mycoplasmaosis.

The isolation rate of Ureaplasma diversum was lower than that of Mycoplasma. It is
probable that the presence of dead cells (Ureaplasma diversum) in the samples accounted for
the lower rate of growth in the specific medium.

Natural mounting and artificial insemination were identified as risk factors associated
with Mollicutes infection in the present study. Some authors confirm the presence of
Ureaplasma diversum (Rose and Scott, 1994; Hobson et al., 2013) and Mycoplasma
bovigenitalium (Cardoso and Vasconcellos, 2004) in semen and indicate the importance of
this transmission route for the agent’s spread in cattle (Nicholas and Ayling, 2003, Petit et al.,
2008).

Animals submitted to the semi-intensive breeding system were 4.6 times more likely
to be infected by Mollicutes than those submitted to the extensive system. Santos et al. (2013)
detected Mollicutes (65.6% - 21/32) and Ureaplasma diversum (15.6% - 5/32) in a
reproductive disease outbreak where animals were reared in a semi-intensive system. In this
system the transmission of the agent by direct contact is favored (Gambarini et al., 2009),
mainly at the time of milking, because the cows have the habit of smelling and licking the

external genitalia of each other, which facilitates the agent’s dissemination (Rocha, 2009).
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In properties with pasture rental practice, the animals are more likely to become
infected by Mollicutes (OR = 3.6), which is also true for properties where animals with
reproductive problems are not isolated (OR = 3.2). Thus, both the pasture rental practice and
not isolating animals with reproductive disorders can lead to the contact of cattle with
secretions and excretions from infected animals (Nicholas and Ayling, 2003; Daniel Givens
and Marley, 2008).

There was an association between abortion in the first gestational third (p = 0.001) and
Mollicutes infection, and history of abortion was observed in 45.6% of the positive cows.
Petit et al. (2008) indicated that the detection of Mycoplasma bovigenitalium is greater in
animals with a history of abortion. Another study implicated the occurrence of abortion in the
first (25%) and third (75%) gestation thirds. Abortion caused by Ureaplasma diversum is
related to placentitis and fetal pneumonia occurring mainly in the third gestational third
(Nascimento and Santos, 2003). Given that there are divergences between the studies related
to the timing of abortion, it is suggested that experimental or observational studies be
conducted with the purpose of establishing the time of pregnancy at which the cows have a
higher risk of aborting when infected with Mollicutes.

It was found that 9.41% (8/85) of the positive cows (3/8 for Mycoplasma
bovigenitalium and 5/8 for Ureaplasma diversum) showed signs of granular vulvovaginitis
during the gathering of biological material. Gambarini et al. (2009) and Cardoso et al. (1997)
reported that granular vulvovaginitis may be associated with the presence of Ureaplasma
diversum. Oliveira-Filho et al. (2005) demonstrated that the presence of Ureaplasma
diversum is associated with the occurrence of granular vulvovaginitis syndrome, and is
independent of the lesion degree observed in the vulvovaginal mucosa.

Some animals had granules in the vulva and were negative for Mollicutes,

representing 90.5% (77/85). The clinical condition of VVG is not pathognomonic for
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Mollicutes infection, as other agents may cause these lesions, such as BoHV-1 (Kahrs, 1977;
Roizman et al., 1995).
CONCLUSION

This is the first record of the occurrence of Mollicutes infection in cattle herds in the
semiarid region of Pernambuco. Preventive measures directed at these identified risk factors

may contribute to a decrease in the occurrence of Mollicutes in cattle herds.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A micoplasmose bovina € uma infec¢do que acomete bovinos de exploracao leiteira na
microrregido do Vale do Ipanema/PE. A partir deste estudo, pode-se dizer que € necessaria a
realizacdo de novas pesquisas que estimem as perdas econdmicas ocasionadas pela infec¢éo
das bactérias da classe Mollicutes, associadas a problemas reprodutivos.

Diante dos resultados obtidos, os fatores de risco identificados sdo importantes para
direcionar as medidas preventivas que visem o controle da micoplasmose no rebanho, bem
como em suas instalacdes, além de alertar para um manejo reprodutivo que envolva melhor
procedéncia de sémen para realizacdo de inseminacdo artificial e/ou transferéncia de
embrides, a fim de diminuir a ocorréncia da micoplasmose bovina e, consequentemente, seus

impactos na producdo de leite.
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APENDICE 1

Ficha de identificacio das propriedades e controle dos animais amostrados
Propriedade N°

Propriedade:

Proprietario:

Municipio: Estado:

Coordenadas: W S
Data da coleta:

Responsavel:

FICHA DE COLETA - MICOPLASMOSE

N° NOME/ID. ANIMAL Micoplasmose Observacgoes




APENDICE 2

Termo de Declaracgéo de Livre Consentimento

Universidade Federal Rural de Pernambuco

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal Tropical

TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

Eu, , Responsavel pelos animais da
espécie , Sexo , ESTOU CIENTE de que os animais de minha
propriedade fardo parte do projeto de pesquisa intitulado “Analise epidemioldgica da infeccdo por
Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum em Bovinos da microrregido do Vale do
Ipanema, estado de Pernambuco”, em desenvolvimento no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia
Animal Tropical, sob responsabilidade do Professor Dr. José Wilton Pinheiro Junior.

Outrossim, declaro ter sido cientificado de forma pormenorizada sobre os procedimentos que
serdo aplicados nesses animais.

Por estar plenamente de acordo, firmo o presente.

ASSINATURA
NOME:
RG n°:
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APENDICE 3

QUESTIONARIO

DADOS DA PROPRIEDADE

N° da propriedade:
1
Nome do proprietario:

Data:

Endereco:

E-mail:

Nome da microrregido:

Fone: () -
Latitude: Longitude:

MANEJO PRODUTIVO

1. Tipo de sistema de producdo:
a) Intensivo

b) Semi-intensivo

c) Extensivo

2. Os animais séo movimentados muitas
vezes ao dia:

a) Sim

b) Néo

3. Tipo de exploracgéo:
a) Leite
b) Carne
c) Mista

4. Os animais de diferentes exploracées
tém contato entre si:

a) Sim

b) Né&o

5. Alimentacéo:
a) Concentrado
b) Silo
c) Pasto

6. Presenca de fungos na silagem?
a) Sim
b) Néo

7. Suplementagéo mineral:
a) Sim
b) Néo

8. Fonte de dgua:
a) Corrente

b) Acude

c) Pocgo

9. Producéo leiteira (litros/ano):

10. NUmero e vacas no rebanho:

11. Numero de vacas em lactacéo:

12. Qual a procedéncia dos animais?
a) Rebanho autdctone

b) Exposicao/leilao

c) Feiralivre

13. Ragas:
a) Sim
b) Néo

14. O rebanho é fechado?
a) Sim
b) Néo

15. Realiza quarentena?
d) Sim
e) Néo

16. Isola os animais doentes?
a) Sim
b) Néo
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17. Possui assisténcia veterinaria?
a) Sim
b) Néo

MANEJO HIGIENICO E
INSTALACOES

18. Tipo de instalacéo:
a) Piso ripado
b) Chéo batido
¢) Cimentado

19. Realiza limpeza das instalagdes
a) Sim
b) Né&o

20. Utiliza desinfetante?
a) Sim
b) Néo

21. Tipo de ordenha:
a) Manual
b) Mecénica

22. Ventiladores/e ou circulacéo de ar
nas instalacdes de ordenha:

a) Sim

b) Néo

23. Desinfeccdo da teta pré ordenha:
a) Sim
b) Néo

24. Desinfeccdo da teta pds ordenha:
a) Sim
b) Néo

25. Realiza linha de ordenha?
a) Sim
b) Néo

26. Mudancas no sistema de ordenha
nos ultimos 3 meses?

a) Sim

b) Néo

27. Faz aluguel de pastagem?
a) Sim
b) Néo

28. Ha superlotacéo /todos podem deitar-
se a0 mesmo tempo?

a) Sim

b) Néo

29. Ha separacéo das vacas de lactacéo
das que néo estdo em lactacéo:

a) Sim

b) Néo

MANEJO REPRODUTIVO

30. As fémeas apresentam problemas
reprodutivos?

a) Sim

b) Néo

31. Quais?
a) aborto b) ret. placenta | c) infertilidade.
d) vg e) rep. de cio f) crias fracas

g) natimorto

h)$ gestacOes

i) prematuros

32. Destino desses animais:
a) Abate

b) Feiras/venda

c) Permanecem no rebanho

33. Utiliza piquetes de parigéo?
a) Sim
b) Né&o

34. Os abortos ocorreram em que época
aproximadamente?

a) 1°terco gestacional

b) 2° terco gestacional

c) 3°terco gestacional.

35. Utiliza touros emprestados?
a) Sim
b) Néo
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36. Tipo de cobertura:

a) Monta natural

b) Inseminagéo artificial

c) Transferéncia de embrides

37. Qual procedéncia do sémen:
a) Comprado
b) Propria fazenda

38. Se comprado, e atestado
sanitariamente?

a) Sim

b) Néo

ASPECTOS CLINICOS

39. Presenga de vacas com sinais de
pneumonia/quadro respiratorio:

a) Sim

b) Néo

40. Presenca de vacas com artrite com
ou sem claudicacio:

a) Sim

b) Néo

41.Vacas com sinais de
Ceratoconjuntivite:

a) Sim

b) Néo

42. Presenca de vacas com mastite:
a) Sim
b) Néo

43. Se tratado, obteve sucesso?
a) Sim
b) Néo

44. Aplicacédo de medicamento
intramamario:

a) Sim

b) Néo

45. Destino dos fetos abortados:
a) Enterro/remocéo/queima
b) Deixa no pasto
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ANEXO 1

Universidade Federal Rural de Pernambuco
UFRPE Rua Dom Manoe! de Medeims. S/'l,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissio de ética no uso de animais - CEUA
Licenga para o uso de animais em experimentagiio ¢/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federa! Rura! de Pernambuco,
1o uso de suas atribuigdes, autoriza & execugdo do projeto descriminado abaixo, O presente projeto
também s¢ encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Nimero da cenga 042/2015

Nimero do processo 23082.007887/2015

Data de emissfo da licenga (4 de Maio de 2015

Titulo do Projeto N Aadlise epidemiologica da infecgdo por Mycoplasmataceae
em hovinos da microrregifio Garanhuns, estado de
Pernambuco,

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extensdo)

Responsivel pela execugdo do José Wilton Pinheiro Janior

projeto

Colaboradores Daniel Friguglietti Brandespim; Sandra Batista dos Santos;
Jimior Mério Baltazar de Oliveira; Erica Chaves Licio;
Bruno Pajeti ¢ Silva; Jonas de Melo Borges; Larice Bruna
Ferreira Soares.

Tipo de animal ¢ quantidade total Bovino; total de 385 animais.

autorizada

e Pesps ’g'wmwm
Prof. Dra. Marfeyne José Afonso Accioly Lins Amorim Uy Coscheradons CEUA

( coordenadora da CEUA-UFRPE)
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