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RESUMO 

 

 

Objetivou-se com este estudo detectar o DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma 

agalactiae em sêmen de ovinos pela técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

Foram analisadas 240 amostras, sendo 120 de sêmen congelado obtidas de centrais de 

inseminação artificial (IA) e 120 de sêmen fresco de reprodutores ovinos provenientes 

dos estados de Alagoas, Ceará, Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte coletados 

durante a realização da Exposição nordestina de animais em Recife,PE. Após a colheita 

das amostras, foram realizadas a extração de DNA e detecção de DNA genômico dos 

agentes estudados. Pela primeira vez no Brasil, foi detectada a presença dos agentes 

Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em amostras de sêmen congelado da espécie 

ovina. Nas amostras de sêmen congelado, detectou-se DNA de Ureaplasma spp. em 

2,5% (3/120) e de Mycoplasma agalactiae em 4,2% (5/120). Para o sêmen fresco, 

detectou-se DNA de Ureaplasma spp. em 8,3% (10/120) das amostras analisadas e 

6,7% (8/120) de Mycoplasma agalactiae Ao avaliar a associação entre o tipo de sêmen 

e a detecção de DNA para Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae, observou-se 

associação significativa somente para Ureaplasma spp. (p= 0,046), sendo mais comum 

a detecção deste micro-organismo em amostras de sêmen fresco. Foram observadas 

ainda, amostras positivas para Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae provenientes 

dos estados da Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. Todas as amostras oriundas 

dos estados de Alagoas e do Ceará obtiveram resultados negativos. Diante dos 

resultados obtidos neste estudo, constata-se a presença de DNA destes micro-

organismos em sêmen de reprodutores ovinos. Desta forma, sugere-se que técnicas para 

detecção desses agentes sejam utilizadas em centrais de inseminação e em reprodutores 

ovinos com alto potencial genético, maximizando a eficiência da prática na reprodução 

de ovinos, evitando a disseminação destes patógenos. 

 

 

Palavras-chave: Mollicutes, pequenos ruminantes, PCR. 
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ABSTRACT 

 

 

The objective of this study was to detect the DNA of Ureaplasma spp. and Mycoplasma 

agalactiae in sheep semen by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). Were 

analyzed 240 samples, 120 frozen semen obtained from central artificial insemination 

(AI) and 120 fresh semen of breeding sheep from the states of Alagoas, Ceará, Paraíba, 

Pernambuco and Rio Grande do Norte collected during the Northeastern Exposure 

animals in Recife. After collection of the samples were carried out DNA extraction and 

detection of genomic DNA of the agents studied. For the first time in Brazil, was 

detected the presence of agents Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae in samples 

of frozen semen of sheep. Samples of frozen semen, DNA was detected Ureaplasma 

spp. in 2.5% (3/120) and Mycoplasma agalactiae of 4.2% (5/120). For fresh semen was 

detected DNA of Ureaplasma spp. in 8.3% (10/120) of the samples and 6.7% (8/120) of 

Mycoplasma agalactiae When evaluating the association between the type of semen and 

DNA detection for Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae, a significant 

association was observed only for Ureaplasma spp. (p = 0.046), being more common 

detection of this micro-organism in fresh semen samples. We also observed positive 

samples Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae from the states of Paraíba, 

Pernambuco and Rio Grande do Norte. All samples from the states of Alagoas and 

Ceará results were negative. Results obtained in this study, there is the presence of 

DNA of these microorganisms in semen of the breedings sheep. Thus, it is suggested 

that techniques for detecting these agents must be used in insemination centers and 

breeding sheep with high genetic potential to maximize the efficiency of the sheep 

reproduction by preventing the spread of these pathogens.  

 

Keywords:  Mollicutes, small ruminants, PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O rebanho ovino brasileiro está estimado em 17,3 milhões de cabeças. A sua 

maior concentração encontra-se na região Nordeste com aproximadamente 9,85 milhões 

de cabeças (56,72%), seguido da região Sul com 4,88 milhões de cabeças (28,11%), 

Centro-Oeste com 1,26 milhões de cabeças (7,3%), Sudeste com 781.874 cabeças 

(4,15%) e a região Norte com 586.237 cabeças (3,37%) (IBGE, 2011). 

A ovinocultura é uma atividade de importância econômico-social, 

particularmente nos países em que possuem regiões de clima semi-árido (ELLIS, 1996). 

Nestas regiões, o segmento da sociedade que tradicionalmente é envolvida no processo 

produtivo de pequenos ruminantes apresenta variados níveis de complexidade e 

multiplicidade de objetivos. No Brasil, a produção de ovinos é tradicionalmente 

explorada com pouca tecnologia (WANDER et al., 2003). 

O manejo reprodutivo e a compreensão dos problemas relacionados ao mesmo 

necessitam entendimento em diversas esferas: nutricional, genética, falhas no manejo 

higiênico-sanitário, número de reprodutores, cruzamento, idade das fêmeas, problemas 

hormonais e o controle de doenças infecciosas da esfera reprodutiva (EMPARN, 2006). 

O uso da inseminação artificial tornou possível o intercâmbio de material 

genético de melhor qualidade e com essa tecnologia, uma melhora da produção de leite 

e carne, tanto ao nível nacional como internacional. As possibilidades da contaminação 

do sêmen por agentes patogênicos e sua possível disseminação, converteram-se em uma 

das principais preocupações para criadores e autoridades sanitárias dos países onde se 

emprega essa tecnologia (AFSHAR; EAGLESOME, 1990). 

Os micoplasmas incluem-se entre os agentes causadores de enfermidades no 

trato reprodutivo dos animais (CARDOSO et al., 2000). O termo Mollicutes é utilizado 

genericamente para designar cerca de 200 espécies desta classe, composta por cinco 

ordens, seis famílias e 14 gêneros, sendo que nos gêneros Mycoplasma, Ureaplasma e 

Acholeplasma encontram-se a maioria das espécies que habitam os animais como 

comensais, saprófitos ou patógenos (RAZIN, 2002).  

A associação entre Mollicutes e distúrbios reprodutivos em caprinos e ovinos foi 

relatada por alguns autores (KOTANI et al., 1980; NICHOLAS et al., 1999). Sendo 

relacionados com casos de vulvovaginites e outras desordens reprodutivas na Austrália, 
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França e Nigéria (NICHOLAS et al., 1999). Nesse contexto, merecem destaque 

infecções por Mycoplasma subsp. mycoides, M. bovigenitalium, M. agalactiae, M. 

mycoides subps. capri, M. arginini, M. alkalesecens e Acholeplasma spp. (KAPOOR et 

al., 1984; AK et al., 1995; NICHOLAS et al., 1999) 

As bactérias do gênero Mycoplasma devem ser investigadas uma vez que 

acarretam prejuízos econômicos e também por se tratarem de agentes passíveis de serem 

transmitidos pela inseminação artificial (THIBIER; GUERIN, 2000). 

No Brasil, existem poucos estudos que avaliam o envolvimento dos Mollicutes 

às alterações reprodutivas na espécie ovina, esse tema ainda deve ser mais explorado 

(RIZZO et al., 2011). Gregory et al. (2012) isolaram Mycoplasma spp. e Ureaplasma 

spp. de amostras de sêmen fresco de ovinos da região de Piedade, SP. Dados sobre 

detecção de ureaplasma em sêmen congelado são escassos, especialmente no Brasil 

(MARQUES et al., 2009). e inexistentes quando se trata da espécie ovina. 

Dessa forma, com este estudo pretende-se detectar pela técnica da PCR, a 

presença de DNA de agentes infecciosos pertencentes ao gênero Ureaplasma spp e à 

espécie Mycoplasma agalactiae, em amostras de sêmen de reprodutores ovinos, 

contribuindo para o estudo do risco de transmissão desses agentes infecciosos pelo 

sêmen na espécie ovina. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral 

 

 

Detectar a presença de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em sêmen de 

reprodutores ovinos. 

 

2.2 Específicos 

 

 

  Detectar pela técnica da PCR, a presença do DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma 

agalactiae em amostras de sêmen fresco de reprodutores ovinos. 

 

 Detectar pela técnica da PCR, a presença do DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma 

agalactiae em amostras de sêmen congelado comercializadas por centrais de 

inseminação artificial. 

 

  Avaliar a associação entre o tipo de sêmen (congelado e fresco) e a detecção de DNA 

de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Caracterização do agente etiológico  

 

 

O termo Micoplasma é convencionalmente usado para designar os Mollicutes, 

uma classe de bactérias caracterizadas pela ausência de parede celular e frequentemente 

designada como os menores procariontes auto-replicantes. Mais de 200 espécies já 

foram identificadas até o momento, entre as quais várias são patogênicas ao homem, 

animais e plantas (CHAZEL et al., 2010). 

Dos nove gêneros da classe Mollicutes, cinco possuem espécies de interesse 

veterinário, são eles: Mycoplasma, Ureaplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma e 

Asteroplasma. O gênero Mycoplasma abrange a maioria dos patógenos animais (QUIN 

et al., 2005). 

Aproximadamente 40 espécies de micoplasmas já foram identificadas em 

ruminantes domésticos (bovinos, caprinos e ovinos), algumas delas são patogênicas e 

ocasionam doenças que são pertencentes à lista da Organização Mundial de Saúde 

Animal (OIE) por serem enfermidades com impacto econômico. A mais importante é 

pleuropneumonia contagiosa bovina, cujo agente etiológico é o Mycoplasma mycoides 

subesp. mycoides biotipo Small Colony (MmmSC) (EGWU et al., 1996). A segunda é a 

Pleuropneumonia contagiosa caprina causada pelo M. capricolum subesp. 

capripneumoniae (Mccp) (THIAUCOURT; BOLSKE, 1996). A terceira é a agalaxia 

contagiosa, uma doença cosmopolita que afeta os caprinos e ovinos, causando sérios 

prejuízos à produção leiteira. A agalaxia contagiosa possui muitas formas clínicas 

(mastite, artrite, pneumonia e septicemia) e é causada por várias espécies de 

micoplasma, sendo M. agalactiae capaz de afetar caprinos e ovinos (MANSO-SILVAN 

et al., 2009). 

Os Mollicutes apresentam metabolismo e vias biossintéticas limitadas em função 

do reduzido genoma (580 a 2200 Kb) da maioria das espécies. Desta maneira, o seu 

cultivo exige meios enriquecidos, contendo precursores para a biossíntese de ácidos 

nucléicos, proteínas e lipídios (ROSEMBUSH, 1994). Os micoplasmas e ureaplasmas 

formam colônias de aproximadamente 1mm de diâmetro e a ausência de parede celular 
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desses micro-organismos determina uma morfologia colonial em forma de “ovo frito”. 

Esses agentes necessitam de atmosfera em concentração de 5-15% de dióxido de 

carbono para apresentar crescimento satisfatório em meios de cultura artificiais 

(KIRKBRIDE, 1987).  

O crescimento e sobrevivência dos molicutes são dependentes do pH. Para 

espécies originárias de plantas e vertebrados, o pH ótimo é de 7,4 e o crescimento 

ocorre entre pH 6,5 a 8,0. Os ureaplasmas são exceções, pois seu pH ótimo de 

crescimento ocorre entre 5,5 e 6,0 e seu crescimento é inibido em pH acima de de 7,5 

(RAZIN et al., 1978). 

Os Mollicutes exibem estrita relação aos hospedeiros e especificidade a tecidos e 

órgãos, que reflete as suas características nutricionais e adaptação. Estas bactérias 

podem ocorrer em hospedeiros e tecidos diferentes de seu habitat normal. O habitat 

primário em humanos e animais são as superfícies mucosas do trato respiratório e 

urogenital, olhos, canal alimentar, glândulas mamárias e articulações (RAZIN, 1992). 

 

 

3.2 Micoplasmoses em ovinos 

 

 

 O primeiro relato de agalaxia contagiosa de caprinos e ovinos no Brasil foi 

registrado no estado de São Paulo em 1942 (PENHA; D’APICE, 1942). O primeiro 

relato de micoplasmose em ovinos foi realizado na Austrália em 1974 (COTEW et al., 

1974). 

As micoplasmoses são enfermidades infecciosas que acometem os animais 

domésticos, entre eles, caprinos e ovinos, caracterizados por diferentes formas de 

manifestações clínicas (CARDOSO, 2006). 

 De acordo com Nicholas et al. (2008), as micoplasmoses em ovinos são 

caracterizadas por síndromes que envolvem quadros de agalaxia contagiosa, infecções 

respiratórias, distúrbios reprodutivos e infecções oculares.  

 A principal micoplasmose da espécie ovina é a agalaxia contagiosa, causada 

exclusivamente por M. agalactiae, pneumonia atípica, causada por M. ovipneumoniae e 

ceratoconjuntivite infecciosa causada pelo M. conjunctivae (NICHOLAS et al., 2008). 
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Os distúrbios respiratórios provocados em ovinos atribuídos à infecção por 

micoplasmas estão comumente associados à espécie M. ovipneumoniae. Outras espécies 

de Mycoplasma também são ocasionalmente associadas com distúrbios respiratórios em 

ovinos, entre eles M. arginini e M. agalactiae (NICHOLAS et al., 2008).   

 Algumas espécies de micoplasmas estão comprovadamente envolvidas em casos 

de vesiculite, balanopostite, epididimite e outras patologias responsáveis por alterações 

morfológicas e funcionais dos espermatozóides, como diminuição da motilidade, 

resultando em baixa qualidade do sêmen (PANANGALA et al., 1981; PILAZEC; 

TRUSZCYNSKI, 1988; EAGLESOME et al., 1992) 

O Mycoplasma ovine/caprine sorotipo 11, conhecido como cepa 2D, ainda não 

reconhecido como espécie, foi relacionado a casos de vulvovaginite e problemas 

reprodutivos em ovinos e caprinos na Austrália, Estados Unidos, Inglaterra, França e 

Nigéria (NICHOLAS et al., 1999). Outras espécies com potencial patogênico também 

foram isoladas do trato reprodutivo, são elas: M. mycoides subesp capricolum, M. 

bovigenitalium, M. agalactiae, M. mycoides subesp. capri, M. capricolum, M. arginini, 

M. alkalencens e Acholeplasma spp. (JONES et al., 1983).  

Os ureaplasmas podem estar associados às perdas reprodutivas devido a falhas 

na concepção, na implantação do embrião no útero ou interferência no desenvolvimento 

fetal. A infecção por ureaplasmas pode resultar em placentite, mas o abortamento não 

indica necessariamente a ocorrência de surto por esse agente (PUGH, 2005). 

A agalaxia contagiosa é uma enfermidade que acomete caprinos e ovinos de 

ambos os sexos, sendo que as fêmeas apresentam quadro clínico característico. O agente 

penetra no hospedeiro por via oral, respiratória ou mamária, é carreado por via 

hematógena para a glândula mamária, causando um quadro de mastite aguda uni ou 

bilateral, com progressão para septicemia e, eventualmente, óbito (CARDOSO, 2006) 

Clinicamente, a doença é caracterizada por elevações de temperatura, inapetência, 

alteração na consistência do leite produzido, com subsequente declínio e falha na 

produção de leite, em 2 a 3 dias como resultado de uma mastite intersticial 

(CORRALES et al., 2007). 

 O agente é rapidamente disseminado por contato entre animais infectados e 

saudáveis. A disseminação do micro-organismo no ambiente ocorre por meio de 

descargas oculares e nasais, leite, fezes, urina e excreções de lesões abertas e do trato 
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genitourinário dos machos. Animais jovens são comumente infectados ao ingerir o 

colostro ou leite contaminado (MADANAT, 2001).  

No Brasil, há relatos de isolamentos de Mycoplasma spp. em ovinos com 

problemas de mastite, agalaxia, ceratoconjutivite (NASCIMENTO et al., 1986), 

respiratórios (MULLER et al., 1998) e reprodutivos (BUZINHANI et al., 2007). 

Azevedo (2005) descreveu mastite seguida de agalaxia, poliartrite, 

ceratoconjuntivite em sete casos na Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, no 

período compreendido entre agosto de 2001 e setembro de 2002. Nesse estudo realizado 

em rebanhos caprinos leiteiros e ovinos, Mycoplasma agalactiae foi isolado e 

identificado como o micro-organismo responsável pela infecção por provas bioquímicas 

e técnica de PCR. 

Gregory et al. (2004) descreveram o primeiro relato de isolamento de 

micoplasmas obtidos a partir do sêmen em ovinos no Brasil. Gregory et al. (2012) 

isolaram Ureaplasma spp. em 12,12% das amostras de sêmen estudadas. 

Gregory et al (2012), em estudo sobre a interferência da infecção por 

Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. na qualidade do sêmen ovino, estimaram um 

maior risco de ocorrência de alterações na motilidade dos espermatozóides (OR 1,33) e 

células polimorfonucleares (OR 2,5), nas amostras de sêmen contaminadas por esses 

agentes. Sugeriram ainda, a inclusão do monitoramento de infecções por Mycoplasma 

spp. e Ureaplasma spp. em ovinos nas análises de rotina a serem executadas. 

Rizzo et al. (2011) pesquisaram Mycoplasma spp., Ureaplasma spp. e 

Acholeplasma laidlawiii em amostras de muco vaginal de 60 ovinos criados na região 

de Piedade, estado de São Paulo pelo cultivo e detecção do respectivo DNA pela técnica 

da PCR e constataram que todos os isolados obtidos de Ureaplasma spp. foram 

provenientes de animais com distúrbios reprodutivos, sugerindo o possível 

envolvimento desse agente nas enfermidades da reprodução na espécie ovina. 

 

 

3.3 Mecanismos de patogenicidade dos micoplasmas 

 

 

 A maioria dos Mollicutes vive como comensais, e em muitos artrópodes eles 

podem ser considerados simbiontes (HAHN et al., 1998). As infecções por micoplasma 
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raramente são do tipo agudas ou fulminantes, em sua maioria, seguem um curso 

crônico. Pode-se dizer que os micoplasmas estão bem próximos do conceito de 

“parasito ideal”, geralmente convivendo harmonicamente com seu hospedeiro (RAZIN 

et al., 1998).   

 Os fatores de virulência dos Mollicutes são pouco conhecidos. No entanto, 

acredita-se existir competição entre as células hospedeiras e os micro-organismos por 

substratos metabólicos, como os precursores de lipídeos, pirimidinas e purinas pré-

formadas. Os Mollicutes que infectam humanos e animais são considerados como 

parasitos de superfície, pois aderem à mucosa do trato respiratório e urogenital. Este 

processo pode estar relacionado a dificuldade de eliminação desses patógenos por 

secreções mucosas ou urina (RAZIN et al., 1998) 

 A aderência dos micro-organismos interfere na espermatogênese, transporte 

espermático, capacitação e fecundação. Os espermatozóides podem atuar na transmissão 

dos agentes, pois os antibióticos rotineiramente utilizados em centrais de inseminação 

artificial não eliminam micoplasmas e ureaplasmas (ERA et al., 1995) 

 A base molecular da patogenicidade dos micoplasmas ainda requer muitos 

estudos para ser elucidada. Entretanto, já se sabe que o quadro clínico deflagrado nas 

infecções por micoplasmas em humanos e animais está mais associado a lesões 

causadas pelas respostas imunes e inflamatórias do hospedeiro do que aos efeitos 

tóxicos diretos causados pelos componentes celulares dos micoplasmas (RAZIN et al., 

1998). 

 Inexiste associação de toxinas potentes com micoplasmas. Os produtos mais 

tóxicos do metabolismo dos micoplasmas são o peróxido de hidrogênio e radicais 

superóxidos, associados a lesões oxidativas em membranas de células dos hospedeiros. 

A amônia resultante da hidrólise da uréia pela potente urease dos ureaplasmas também 

pode ser considerada um fator de virulência, provavelmente afetando os tecidos 

adjacentes às ureaplasmas vivas (LIGON; KENY, 1991). Outro fator de virulência 

associado às infecções por ureaplasma foi proposto por Kim et al. (1994), quando 

observaram uma diminuição significativa nos níveis de prostaglandina E2 e F2α 

produzidas por células endometriais em vacas infectadas por Ureaplasma diversum. 

Esse pode ser um ponto relevante na compreensão da patogenicidade de ureaplasmas 

em gestantes (CASSEL et al., 1993). Já detalhes da interação entre micoplasmas e 

espermatozóides não são bem definidos, embora tenham sido visualizadas por 
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microscopia eletrônica evidências de interações muito próximas entre espermatozóides 

e micoplasmas, principalmente na região do acrossoma e ao longo da cauda 

(BIELANSKI et al., 1999).   

 A limitação na síntese dos componentes para o metabolismo e a dependência do 

meio externo, somada à capacidade de interação com a célula hospedeira, sugerem que 

os micoplasmas necessitam dos componentes do hospedeiro e transformam este 

mecanismo em fator de patogenicidade (RAZIN, 2002) 

Razin et al. (1998), citam ainda como mecanismos de patogenicidade atribuídos 

aos micoplasmas, os efeitos clastogênicos, associados a íntima interação entre os 

citoplasmas do hospedeiro e dos micoplasmas e ação da potente nuclease do agente 

infeccioso.  

 

 

3.4 Diagnóstico 

 

 

 Os micoplasmas são micro-organismos fastidiosos e exigem meios ricos para 

seu crescimento. Cuidados adicionais devem ser adotados na colheita e no transporte do 

material clínico para minimizar contaminações que podem inviabilizar o seu isolamento 

(CARDOSO et al., 2000). Técnicas moleculares como a PCR têm sido utilizadas para 

identificação e detecção de micoplasmas e ureaplasmas em amostras clínicas e 

apresenta uma alta sensibilidade (BUZINHANI et al., 2007). 

 O cultivo de micoplasmas pode ser prejudicado, mesmo quando se utilizam 

condições ótimas. O tipo de amostra clínica, o método de colheita e transporte, a 

exigência nutricional e o número de micoplasmas viáveis no material clínico podem 

interferir no cultivo (BUZINHANI et al., 2007).  

 Os ureaplasmas podem perder sua viabilidade antes de serem incubados, porém, 

quando não ocorre a degradação completa do DNA, podem ser detectados pela PCR 

(BUZINHANI et al., 2007). 

O diagnóstico da micoplasmose pela PCR combina o primer MGSO selecionado 

a partir da região 16S rRNA com o oligonucleotídeo procariótico GPO-3, que amplifica 

um fragmento de 715 pares de bases, o qual está presente em todos os organismos da 

classe Mollicutes (KUPPEVELD et al., 1992). 
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  Assim, as técnicas de diagnóstico molecular são usualmente indicadas para o 

uso rotineiro na detecção de micro-organismos que crescem lentamente, in vitro, 

requerem meio de cultura complexo e tempo de incubação prolongado. No caso dos 

Mollicutes, os parâmetros de dificuldade de crescimento evidenciam a necessidade do 

uso rotineiro de técnicas moleculares na sua detecção (RAZIN et al., 1987). 

  

 

3.5 Vigilância epidemiológica e controle 

 

 

De acordo com Ayiling et al. (2004), tem se demonstrado um aumento no 

interesse de promover o monitoramento da distribuição da ocorrência de micoplasmoses 

para gerenciar os riscos de introdução, emergência e re-emergência da doença em países 

europeus, evitando assim perdas econômicas para estes países.  

 O Reino Unido era o único país europeu que possuía até então um serviço de 

vigilância epidemiológica nacional que regularmente publicava resultados de 

prevalência (AYILING et al., 2004). 

 Desde 2003, a França vem implementando um sistema nacional de vigilância 

epidemiológica conhecido como VIGIMYC (Vigilância para as micoplasmoses de 

ruminantes), cujo objetivo é determinar quais micoplasmas estão usualmente envolvidos 

como agentes etiológicos de doenças em ruminantes. O programa possui preocupação 

especial na detecção do Mycoplasma mycoides subesp. mycoides biotiopo Small Colony 

(MmmSC), agente etiológico da Pleuropneumonia Contagiosa Bovina.  

 O VIGIMYC encontra como principal dificuldade, especialmente na realização 

da tipificação dos agentes envolvidos, as mudanças rápidas pelas quais passam a 

biologia dos micoplasmas. Descobertas recentes, como a plasticidade genômica, 

capacidade de atravessar barreiras específicas e existência de tipos intermediários de 

micoplasmas, aliado a epidemiologia e diagnóstico tem modificado o entendimento 

sobre as micoplasmoses (CHAZEL et al., 2010). 

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

normatizou o Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos (PNSCO) que 

possui como objetivos principais o controle das lentiviroses (CAE e MAEDI-VISNA) e 

a epididimite ovina, tendo como agente etiológico bactérias do gênero Brucella. 
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(MAPA, 2012). Não sendo, portanto, contemplada a vigilância epidemiológica das 

micoplasmoses em programa nacional para os pequenos ruminantes. 

Sobre o controle das micoplasmoses, Cardoso (2006) indica o uso de medidas 

profiláticas de higiene na ordenha e em geral, fornecimento de colostro artificial para os 

animais jovens, para evitar a transmissão via leite, e a eliminação controlada aos 

animais resistentes ao tratamento e/ou que perderam tetos. E também recomenda 

estudos direcionados para outras espécies, além do Mycoplasma agalactiae, como as 

pertencentes ao gênero Ureaplasma spp., que causam problemas reprodutivos. 

Quanto ao controle de micoplasmoses em centrais de inseminação artificial, 

estudo realizado por mez-Mart (2012), indica a necessidade de adoção de medidas além 

das previstas pelo manual da OIE, para introdução de animais nesses estabelecimentos, 

tendo em vista as descobertas quanto aos portadores assintomáticos, que podem carrear 

micoplasmas em seus canais auditivos. Sendo necessária a implantação de rotina 

laboratorial para isolamento e PCR de suabes auriculares e também de amostras de 

sêmen produzidas nessas centrais. A prática já vem sendo adotada em centrais de 

inseminação artificial de caprinos na Espanha, tendo como objetivo, o controle da 

agalaxia contagiosa. 
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5. ARTIGO CIENTÍFICO  
 

Detecção de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae pela técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em sêmen de reprodutores ovinos. 1 

 

 

ABSTRACT. – [Detecction of Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae by the polymerase chain 

reaction (PCR) in…] Detecção de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae pela técnica da reação 

em cadeia da polimerase (PCR) em sêmen de reprodutores ovinos. Pesquisa Veterinária Brasileira 

00(0):00-00. Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Acadêmica de Garanhuns (UAG), 

Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundaú, Garanhuns, PE 55296-901, Brasil, Email: 

chicoesam@yahoo.com.br  

The objective of this study was to detect the presence of Ureaplasma spp. and Mycoplasma 

agalactiae in sheep semen by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). We analyzed 240 

samples, 120 frozen semen obtained from plants artificial insemination (AI) and 120 fresh semen of 

breeding sheep from the states of Alagoas, Ceará, Paraíba, Pernambuco and Rio Grande do Norte. 

For fresh semen was detected DNA of Ureaplasma spp. 8.3% (10/120) of samples and 6.7% 

(8/120) of Mycoplasma agalactiae. Samples of frozen semen was detected Ureaplasma spp. in 2.5% 

(3/120) and Mycoplasma agalactiae of 4.2% (5/120). To evaluate the association between the type 

of semen and DNA detection for Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae, a significant 

association was observed only for Ureaplasma spp. (p = 0.046). Results obtained in this study, there 

is the presence of DNA of these microorganisms in semen breeding sheep. Thus, it is suggested that 

techniques for detecting these agents are used in insemination centers and breeding sheep with 

high genetic potential to maximize the efficiency of the circulation in sheep reproduction by 

preventing the spread of pathogens.  

 

INDEX TERMS: Mollicutes, small ruminants, PCR. 

 

RESUMO - Objetivou-se com este estudo detectar a presença de Ureaplasma spp. e Mycoplasma 

agalactiae em sêmen de ovinos pela técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram 

analisadas 240 amostras, sendo 120 de sêmen congelado obtidas de centrais de inseminação 

artificial (IA) e 120 de sêmen fresco de reprodutores ovinos provenientes dos estados de Alagoas, 

Ceará, Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. Para o sêmen fresco, detectou-se DNA de 

Ureaplasma spp. em 8,3% (10/120) das amostras analisadas e 6,7% (8/120) de Mycoplasma 

agalactiae. Nas amostras de sêmen congelado, detectou-se Ureaplasma spp. em 2,5% (3/120) e 

                                                           
1 Pesquisa Veterinária Brasileira 
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Mycoplasma agalactiae em 4,2% (5/120). Ao avaliar a associação entre o tipo de sêmen e a 

detecção de DNA para Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae, observou-se associação 

significativa somente para Ureaplasma spp. (p= 0,046). Diante dos resultados obtidos neste estudo, 

constata-se a presença de DNA destes micro-organismos em sêmen de reprodutores ovinos. Desta 

forma, sugere-se que técnicas para detecção desses agentes sejam utilizadas em centrais de 

inseminação e em reprodutores ovinos com alto potencial genético, maximizando a eficácia da 

prática na reprodução de ovinos, evitando a disseminação de patógenos. 

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Mollicutes, pequenos ruminantes, PCR. 

 

INTRODUÇÃO 

A associação entre Mollicutes e distúrbios reprodutivos em pequenos ruminantes foi relatada por 

Kotani et al (1980) e Nicholas et al (1999). Sendo relacionados com casos de vulvovaginites e 

outras desordens reprodutivas em animais na Austrália, França e Nigéria (Nicholas et al., 1999). 

Gregory et al (2012), concluíram que há uma interferência na qualidade do sêmen fresco de ovino 

infectado por Mycoplasma spp. ou Ureaplasma spp., visto que ocorrem alterações na motilidade dos 

espermatozóides e presença de células polimorfonucleares. 

As bactérias do gênero Mycoplasma devem ser investigadas uma vez que acarretam 

prejuízos econômicos e também por se tratarem de agentes passíveis de serem transmitidas pela 

inseminação artificial (Thibier & Guerin, 2000). Nesse contexto, merecem destaque infecções por 

Mycoplasma subsp. mycoides, M. bovinogenitalium, M. agalactiae, M. mycoides subps. capri, M. 

arginini, M. alkalesecens e Acholeplasma spp. (Kapoor et al., 1984; Ak et al., 1995; Nicholas et al., 

1999). Mycoplasma agalactiae foi observado em condições experimentais como causa de lesões no 

trato reprodutivo de machos da espécie ovina (Hasso et al., 1993).  

No Brasil, existem poucos estudos que avaliam o envolvimento dos Mollicutes às alterações 

reprodutivas nas espécies ovina e caprina, esse tema ainda deve ser mais explorado (Rizzo et al., 

2011). Gregory et al. (2012) isolaram Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. de amostras de sêmen 

fresco de ovinos da região de Piedade, SP. Dados sobre detecção de ureaplasma em sêmen 

congelado são escassos, especialmente no Brasil (Marques et al., 2009), e inexistentes quando se 

trata da espécie ovina.   

Devido à escassez de dados na literatura sobre essa temática e com o intuito de contribuir 

para o estudo do risco de transmissão desses agentes pelo sêmen, objetivou-se com esse trabalho 

detectar pela técnica da PCR, a presença de DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em 

amostras de sêmen fresco e congelado de reprodutores ovinos.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostras de sêmen 

Foram utilizadas 240 amostras de sêmen, sendo 120 fresco e 120 congelado. As amostras de sêmen 

congelado foram obtidas em duas centrais de inseminação artificial. As amostras de sêmen fresco 

foram obtidas de reprodutores, oriundos dos estados de Alagoas (n=6), Ceará (n=1), Paraíba (n=7), 

Pernambuco (n=100) e Rio Grande do Norte (n=6), como pré-requisito para participação desses 

animais na exposição nordestina de animais, Recife, Pernambuco.  

 As amostras de sêmen congelado foram acondicionadas em botijões de nitrogênio líquido e 

as amostras de sêmen fresco foram colhidas pelo método da eletroejaculação e acondicionadas em 

caixas isotérmicas contendo gelo reciclável e encaminhadas ao laboratório para seu devido 

processamento. 

 

Extração de DNA 

As amostras de sêmen foram submetidas à extração de DNA com o kit comercial “Qiagen 

DNA Easy Blood and Tissues Kit”(Qiagen®), utilizando-se o protocolo do fabricante. 

Posteriormente, foram submetidas ás técnicas para detecção de DNA genômico dos agentes 

estudados. 

  

Detecção do DNA genômico de Ureaplasma spp. 

 As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 18,25µl, contendo 6µl 

de DNA molde; 0,5 µl de cada primer (UGPF e UGPS) a 30 pmol; 5 µl de água Mili-Q ultrapura e 6,25 

µl de Mastermix, de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico da reação foi realizado 

segundo protocolo descrito por Lauerrman (1998) em termociclador (PTC-100, MJ Research). O 

DNA foi amplificado em 644 pb e detectado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corados com 

bluegreen, visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. 

 

Detecção do DNA genômico de Mycoplasma Agalactiae 

  Após as extrações dos DNAs, as reações de amplificação foram realizadas em um volume 

final de 25µL contendo: 2,5µL de tampão ([10mM] de Tris-HCl, pH 8,3), 50pmol de cada “primer”, 

1,5mM de MgCL2, 25mM de DNTPmix, 2,5 unidades (U) de Taq DNA polimerase (Invitrogem), 5µL 

de DNA (0,9µ/mL) e 11µL de água ultrapura para PCR. O perfil térmico das etapas de reações foi 

feito em termociclador (PTC-100, MJ-Research) de acordo com o protocolo descrito na literatura 

para Mycoplasma agalactiae (Gonzales et al., 1995) com os oligonucleotídeos MarFor: 5'-CCT TTT 

AGA TTG GGA TAG CGG ATG -3' e MarRev: 5´- CCG TCA AGG TAG CGT CAT TTC CTA C - 3´. O DNA foi 

amplificado em 360pb e detectado por eletroforese em gel de agarose a 2,0%, corados com 

bluegreen, visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. 

 

Análise estatística 
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 Foi empregada a análise estatística descritiva por meio do cálculo das frequências relativa e 

absoluta e o teste de qui-quadrado para avaliar associação entre sêmen congelado e fresco. Para 

análise estatística utilizou-se o programa computacional Epi Info 3.5.2 (CDC).  

 

Comitê de Ética  

 O projeto foi licenciado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da UFRPE, licença n. 

003/2013. 

 

RESULTADOS 

 

Os resultados da detecção de DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em sêmen fresco e 

congelado de ovinos encontram-se dispostos na tabela 1. 

Das amostras positivas para sêmen fresco para Ureaplasma spp. observou-se que 80% 

(8/10) foram procedentes do estado de Pernambuco, 10% (1/10) da Paraíba e 10% (1/10) do Rio 

Grande do Norte. Para Mycoplasma agalactiae, foram verificadas entre as amostras positivas a 

seguinte distribuição: 75% (6/8) procedentes do estado de Pernambuco, 12,5% (1/8) do estado da 

Paraíba e 12,5% (1/8) do Rio Grande do Norte. Não foram verificadas amostras positivas para 

nenhum dos agentes estudados nas amostras oriundas dos estados de Alagoas e do Ceará. 

 Ao avaliar a associação entre o tipo de sêmen e a detecção de DNA para Ureaplasma spp. e 

Mycoplasma agalactiae, observou-se associação significativa para Ureaplasma spp. (p= 0,046), 

sendo mais comum a detecção de DNA desse agente em amostras de sêmen fresco. Para pesquisa de 

Mycoplasma agalactiae não foi verificada associação significativa (p=0,393). 

Das oito amostras de sêmen fresco positivas para Mycoplasma agalactiae, 37,5% (3/8) 

também foram positivas para Ureaplasma spp. Tal fato não foi observado nas amostras de sêmen 

congelado, nas quais todas as amostras foram positivas apenas para um dos agentes.  

 

 

DISCUSSÃO  

Foi detectada pela primeira vez no Brasil a presença de DNA de Ureaplasma spp. em amostras de 

sêmen congelado procedentes de ovino. Destaca-se que o sêmen procedente das duas centrais de 

inseminação foram positivos para detecção deste agente. Em relação ao sêmen fresco observou-se 

uma frequência de 8,3% e considerando a procedência dos animais constatou-se que 60% (3/5) 

dos estados possuíam amostras positivas. Gregory et al. (2012) detectaram a presença de 

Ureaplasma spp em 12,2% (4/33) das amostras de sêmen fresco de ovinos pela técnica de 

isolamento.  

Em relação à pesquisa de Mycoplasma agalactiae, observou-se a detecção de DNA em 6,7% 

(8/120) das amostras de sêmen fresco e 4,2% (5/120) de sêmen congelado. Este agente já foi 

detectado no Brasil na espécie ovina e caprina em estudos anteriores, mas com espécimes 
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biológicas diferentes (Azevedo, 2005). Sendo este estudo o primeiro a registrar a detecção no 

sêmen da espécie ovina.  

Estudo conduzido por De La Fe et al. (2009) com amostras de sêmen de caprinos na 

Espanha detectou uma frequência de 2,6% de DNA de M. agalactiae. De acordo com estes autores, a 

detecção deste agente em amostras de sêmen fresco de caprinos assintomáticos indica a 

possibilidade de disseminação desse agente pela monta natural e inseminação artificial nesta 

espécie. Tal fato, também deve ser considerado para os resultados apresentados neste estudo com 

reprodutores ovinos, tendo em vista que os animais utilizados não possuíam histórico de 

micoplasmose e ao exame andrológico não foi verificada alterações nos parâmetros reprodutivos. 

Ao analisar a procedência do sêmen fresco observou-se que 60% (3/5) dos estados 

possuíam animais com amostras positivas e que 100,0% das centrais possuíam sêmen positivo para 

M. agalactiae. Bandeira et al. (2008) isolaram M. agalactiae de casos de agalaxia, poliartrite e 

ceratoconjuntivite em animais caprinos procedentes dos estados da Paraíba, Pernambuco e Rio 

Grande do Norte e concluíram que existia uma relação entre a positividade e participação destes 

animais em exposições e torneios leiteiros. 

Ao analisar a diferença entre a presença de Ureaplasma spp. em sêmen congelado e fresco 

verificou-se associação significativa, sendo mais comum a detecção deste agente em amostras de 

sêmen fresco. Entretanto, também foi verificada a presença do agente em 2,5% (3/120) das 

amostras de sêmen congelado. Para a detecção de DNA de M. agalactiae e o tipo de sêmen não foi 

observada associação. Quanto ao sêmen congelado, a frequência detectada de amostras positivas foi 

maior que a descrita por Amores et al. (2011), que observaram uma frequência de 0,8% de 

amostras positivas para M. agalactiae em 119 amostras de sêmen provenientes de centrais de 

inseminação artificial de caprinos na Espanha. Entretanto, os autores afirmam que os animais com 

resultado positivo, obtiveram resultados negativos numa coleta prévia, antes do ingresso nas 

centrais de inseminação, e sugerem que há uma subestimação dos resultados no estudo, 

necessitando maior aprofundamento em pesquisas sobre a dinâmica da infecção e eliminação de 

micoplasmas em machos da espécie caprina.  

Murray (2012) cita que a adição de antibióticos, antes do congelamento do sêmen, pode 

reduzir a quantidade de micro-organismos. Entretanto, essa adição não é eficiente para eliminar a 

presença de Ureaplasmas. Ainda, Cardoso & Vasconcelos (2004) relataram que os antibióticos 

comumente utilizados nas diluições de sêmen antes do congelamento são ineficazes contra a classe 

Mollicutes.  

A detecção de DNA de Ureaplasma spp. e M. agalactiae associados foi observada em 37,5% 

(3/8) das amostras positivas de sêmen fresco, indicando uma infecção mista. Estes agentes estão 

associados com a ocorrência de distúrbios como vesiculite, epididimite e alterações na morfologia 

espermática, incluindo redução na motilidade. Gregory et al. (2012) observaram diminuição da 

motilidade e aumento da quantidade de células polimorfonucleares quando do isolamento 

associado de Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. em sêmen de reprodutores ovinos, os riscos 

estimados foram de 1,33 e 2,5 respectivamente.  
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Os resultados do presente estudo se tornam preocupantes visto que estes agentes podem 

ocasionar problemas reprodutivos na espécie ovina e que exames para detecção do mesmo não são 

realizados na rotina das centrais de inseminação, o que pode favorecer a disseminação do agente 

para outros animais de diferentes regiões do país e consequentemente, ocasionar prejuízos para 

cadeia produtiva da ovinocultura. 

 Dessa forma, práticas de controle e profilaxia das micoplasmoses devem ser 

implementadas no manejo de reprodutores da espécie ovina, principalmente, entre os que possuem 

alto potencial genético, como os que participam de exposições de suas raças. Ainda, devem ser 

inseridas na rotina de exames destes animais e também por parte das centrais de inseminação 

artificial, técnicas de diagnósticos para a detecção dos agentes envolvidos neste estudo com o 

intuito de evitar a disseminação dos mesmos, maximizando a eficiência do manejo reprodutivo na 

espécie ovina. 

 

 

Agradecimentos – A CAPES pelo apoio financeiro para a execução deste trabalho com auxílio 
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Quadro 1 - Detecção de DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em amostras de 

sêmen ovino procedentes de centrais de inseminação artificial e exposição de animais. 

Material 

biológico 

Micro-organismo 

Ureaplasma spp. Mycoplasma agalactiae 

Positivo Negativo Positivo Negativo 

F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%) 

Sêmen fresco 10 8,3 110 91,7 8 6,7 112 93,3 

Sêmen congelado 3 2,5 117 97,5 5 4,2 115 95,8 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Foram verificadas amostras positivas para Ureaplasma spp. e Mycoplasma 

agalactiae, tanto em amostras de sêmen fresco, quanto em amostras de sêmen 

congelado. Assim, estes resultados se tornam preocupantes visto que estes agentes 

podem ocasionar problemas reprodutivos na espécie ovina e exames para detecção dos 

mesmos não são realizados na rotina das centrais de inseminação, o que pode favorecer 

a disseminação do agente para outros animais de diferentes regiões do país e 

consequentemente, ocasionar prejuízos para cadeia produtiva da ovinocultura. Dessa 

forma, práticas de controle e profilaxia das micoplasmoses devem ser implementadas no 

manejo de reprodutores da espécie ovina, principalmente, entre os que possuem alto 

potencial genético, como os que participam de exposições de suas raças. Ainda, devem 

ser inseridas na rotina de exames destes animais e também por parte das centrais de 

inseminação artificial, técnicas de diagnósticos para a detecção dos agentes envolvidos 

neste estudo com o intuito de evitar a disseminação dos mesmos, maximizando a 

eficiência do manejo reprodutivo na espécie ovina. 
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7. ANEXO 
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Instrução aos autores da Revista Pesquisa Veterinária Brasileira 

(PVB)
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PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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