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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa determinar a ocorréncia de DNA de micro-organismos da
classe Mollicutes no trato genital de fémeas bubalinas no estado de Pernambuco. Foram
analisadas 292 amostras de swab vaginal procedentes de bufalas em idade reprodutiva de
nove propriedades, distribuidas em cinco municipios. Para a deteccdo do DNA utilizou-se
a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A ocorréncia de fémeas positivas para
Mollicutes foi 4,8% (14/292). Em relacdo ao numero de propriedades com fémeas
positivas, constatou-se que 44,4% (4/9) das propriedades possuiam, ao menos, uma fémea
infectada por Mollicutes. As amostras positivas na PCR foram cultivadas em meios
especificos, mas ndo houve crescimento de colbnias caracteristicas. Conclui-se que DNA
dos micro-organismos da classe Mollicutes estdo presentes no trato reprodutivo de bufalas
no estado de Pernambuco. Apesar da baixa ocorréncia, a presenca do DNA desses micro-
organismos deve ser investigada com o intuito de avaliar se espécies patogénicas para o
trato reprodutivo podem estar presentes nestes rebanhos causando possiveis perdas

econdmicas aos criadores.

Palavras-chave: Bubalinos, doenca reprodutiva, epidemiologia.



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the occurrence of DNA from
microorganisms of the Mollicutes class in the genital tract of buffalo females in the state of
Pernambuco. We analyzed 292 vaginal swab samples from buffaloes of reproductive age
from nine farms, distributed in five municipalities. Polymerase Chain Reaction (PCR) was
used for DNA detection. The occurrence of Mollicutes positive females was 4.8%
(14/292). Regarding the number of properties with positive females, it was found that
44.4% (4/9) of the properties had at least one female infected with Mollicutes. PCR
positive samples were cultured in specific media, but no characteristic colonies were
grown. It is concluded that DNA of the microorganisms of the class Mollicutes are present
in the reproductive tract of buffaloes in the state of Pernambuco. Despite the low
occurrence, the presence of the DNA of these microorganisms must be investigated in
order to evaluate if species pathogenic to the reproductive tract can be present in these
herds causing possible economic losses to the breeders.

Key words: Buffaloes, reproductive disease, epidemiology.
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1.  INTRODUCAO

A adaptacdo, a elevada fertilidade e a rusticidade dos bufalos aliada a possibilidade
de sua exploragdo para a producgé@o de carne, leite e tracdo, despertaram o interesse de
muitos pecuaristas no Brasil (BERNARDES, 2011). O rebanho bubalino brasileiro esta
estimado em torno de 1,37 milhdes, com destaque para a regido norte com 66,3% do
rebanho nacional. No Nordeste, 0 estado de Pernambuco apresenta o terceiro maior

rebanho da regido com aproximadamente 10 mil cabecas (PPM, 2015).

Para o emprego da bubalinocultura, os sistemas de producdo existentes utilizam
tecnologias inicialmente desenvolvidas para 0s bovinos com pequenas adaptagdes
(BASTIANETTO, 2009; BERNARDES, 2011). A progressiva intensificacdo na producéo,
caracterizada por sele¢do genética, mudanga na alimentacdo, confinamento e contato com
outras espécies, propiciou a ocorréncia de diversas enfermidades, antes apenas descritas
em bovinos (VARGAS et al., 2014).

Dentre essas doencas, as que causam maiores prejuizos econdmicos sdo as que
acometem o sistema reprodutivo (GIVENS; MARLEY, 2008). As enfermidades podem ser
congénitas, genéticas ou adquiridas e podem ocasionar consequéncias como: retencdo de
placenta, endometrite, placentite, morte embrionaria e abortos (AL-KENNANY, 2010;
AZAWI, 2011; MODI et al., 2011; ROLIM FILHO et al., 2011).

Sabe-se que alguns micro-organismos podem causar direta ou indiretamente
problemas reprodutivos (PERUMAL et al., 2013). Alguns patégenos que acometem o
sistema reprodutivo de bovinos ja foram relatados em bufalos, tais como: Brucella spp.,
Leptospira spp. (BASTIANETTO, 2009) e Chlamydophila abortus (GRECO et al., 2007).
Porém, poucas pesquisas foram realizadas com micro-organismos da classe Mollicutes
nessa espécie (SHARMA et al., 1996; MAROUF et al., 2011).

Na classe Mollicutes, os géneros Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. apresentam
importancia histérica e persistem interferindo na pecuéaria por afetarem negativamente a
reproducdo (BUZINHANI et al., 2007). O género Mycoplasma esta associado a casos de
vulvovaginite granular, com descarga vaginal mucopurulenta, infertilidade e endometrite
necrosante (CARDOSO; VASCONCELOS, 2004). J& as infeccBes por Ureaplasma
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diversum estdo associadas a casos de aborto, repeticdo de estro, vulvovaginite granular e
infertilidade (BUZINHANI et al., 2007; PORTO, 2008).

Em bovinos as espécies de Mollicutes associadas a problemas reprodutivos sao
Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum (CARDOSO,
2003), mas na espécie bubalina apenas as espécies Mycoplasma bovis (MAROUF et al.,
2011) e Mycoplasma bovigenitalium (SHARMA et al., 1996; MAROUF et al., 2011)
foram descritas em pesquisas sobre a participacdo desses agentes em problemas

reprodutivos no mundo.

No Brasil, pesquisas com bovinos tem encontrado micro-organismos da classe
Mollicutes causando problemas reprodutivos em varios estados como, Paraiba (SANTOS
et al., 2013); Sdo Paulo, Goias, Santa Catarina (BUZINHANI et al., 2007); Alagoas
(OLIVEIRA et al., 2005) e Pernambuco (SANTOS et al., 2015; MACEDO, 2017).
Entretanto, ndo existem relatos da infec¢do em bufalos. Desta forma, objetivou-se com esta
pesquisa determinar a ocorréncia de DNA de bactérias da classe Mollicutes em fémeas

bubalinas estado de Pernambuco.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Realizar um estudo para determinar a ocorréncia de DNA de Mollicutes no trato
genital de fémeas bubalinas (Bubalis bubalis) no estado de Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a detecgdo de DNA de Mollicutes no trato genital de fémeas bubalinas pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir de swabs vaginais;

¢ Realizar o isolamento de micro-organismos da classe Mollicutes.



16

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia

As micoplasmoses sdo causadas por micro-organismos simples e diminutos
pertencentes a classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales (EDWARD; FREUNDT, 1967),
familia Mycoplasmataceae, que abrangem alguns géneros como: Achaloplasma spp.,
Ureaplasma spp. e Mycoplasma spp. (FREUNDT, 1955). Séo descritas, aproximadamente,
200 espécies de Mollicutes, algumas dessas, da familia Mycoplasmataceae, sdo
consideradas patogénicas e de importancia na medicina veterinaria (TIMENETSKY;
BUZINHANI, 2009).

Mollicutes foram isolados pela primeira vez por Nocard e Roux (1898), na Franga,
em bovinos com Pleuropneumonia. Esses micro-organismos apresentam como principal
caracteristica a auséncia de parede celular, o que os tornam resistentes a antibiéticos que
atuam na sintese desta, dificultando o seu controle. A presenca da membrana plasmatica,
desprovida da protecdo da parede celular, torna-os fracamente corados pela técnica de
Gram (KUHN; HOPKINS, 1983), porém sdo considerados Gram-negativos (CARDOSO et
al., 2000; ROTTEN, 2003).

Sdo anaerdbios facultativos, replicam-se por fissdo binaria, sdo considerados de
dificil cultivo em decorréncia do seu genoma pequeno, que varia de 0,58-1,35Mb
(CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999) o que limita seu metabolismo e
vias biossintéticas exigindo para o seu cultivo meios enriquecidos que disponham de
precursores para a biossintese de acidos nucleicos, proteinas e lipidios (ROSEMBUSH,
1994; ROTTEM , 2003).

Apesar da auséncia da parede celular dificultar a acdo de antibidticos, essa
caracteristica os tornam sensiveis as condi¢fes adversas do meio, ocorrendo a lise de sua
membrana plasmatica por choque osmético, como quando entram em contato com
detergentes, alcoois e variacbes bruscas de pH e temperatura (CHAMBAUD;
WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999).
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3.2  Epidemiologia

Apesar de sua relevancia, as micoplasmoses reprodutivas ndo sdo de notificacdo
obrigatdria pela Organiza¢do Mundial de Saide Animal (OIE), ndo existem dados oficiais
sobre sua prevaléncia e distribuicdo. Pesquisas realizadas tém demonstrado algumas
semelhancas entre ovinos (R1ZZO et al., 2011), bafalos (MAROUF et al., 2011) e bovinos
(SANTOS et al., 2015) infectados, como espeécies envolvidas nas infec¢oes, sinais clinicos,

vias de eliminacdo, transmissao e profilaxia.

Mollicutes podem ser encontrados como comensais, oportunistas e em menor
guantidade, como patdgenos primarios em varios hospedeiros susceptiveis, tais quais:
caninos (SILVA-SANTOS, 2014), felinos, suinos (YAMAGUTI, 2009), ratos (DEMOLIN
et al., 2010), ovinos (RIZZO et at.,, 2011), bovinos (SANTOS et al., 2015), bufalos
(KAUR; SHARMA; ARORA, 2015) e humanos (CAMILO et al., 2014) causando doencas
em varios sistemas, conforme demonstrado no Quadro 1 (TIMENETSKY; BUZINHANI,
2009).

Quadro 1 - Registros das principais espécies de Mollicutes associadas a enfermidades em diferentes
hospedeiros susceptiveis.

Autor Género ou Espécie Hospedeiro Sistema envolvido
Silva-Santos (2014) Mycoplasma haemocanis Canina Sistema reprodutivo
Sistema respiratorio
Yamagute (2009) Mycoplasma hyopneumoniae Suina Sistema respiratorio
Mycoplasma flocculare
Santos et al. (2015) Mycoplasma spp. Bovina Sistema reprodutivo
U. diversum
Churchward et al. (2012) Mycoplasma mycoides Sistema respiratério
subspecies mycoides
Radaelli et al. (2011) Mycoplasma bovis Glandula mamaria
Rizzo et al. (2011) Ureaplasma spp. Ovina Sistema reprodutivo
Mycoplasma spp.
Sousa (2013) Ureaplasma diversum Sistema reprodutivo
Mycoplasma spp.
Kaur; Sharma; Arora (2015) Mycoplasma spp. Bubalina Sistema reprodutivo
Marouf; El-Jakee; Mohamed; | Mycoplasma bovigenitalium
(2011) Mycoplasma bovis Sistema reprodutivo
Ferreira et al. (2008) Mycoplasma pulmonis Ratos Sistema respiratério
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O primeiro relato de micoplasmose em bufalas foi descrito por Sharma et al.
(1996), que isolaram M. bovigenitalium da secre¢cdo muco-vaginal de bufalas.
Posteriormente, no Egito, Marouf et al. (2011) coletaram amostras de swab vaginal de dez
bufalas, provenientes de matadouros de diferengas cidades no Egito, e obtiveram 30%
(3/10) de amostras positivas na PCR, sendo um Mycoplasma bovigenitalium, um
Mycoplasma bovis e um Mycoplasma spp. Em 2015, Kaur et al., conseguiram diagnosticar
Mycoplasma spp. em swab vaginal e conteudo estomacal de fetos abortados de bovinos e

bufalos, utilizando PCR-multiplex.

No Brasil ndo existem relatos da infeccdo por Mollicutes em bufalos, entretanto
alguns estudos foram desenvolvidos em bovinos, determinando uma prevaléncia de 12,5 a
81,8% para Mycoplasma spp. e entre 6,0 a 64,4% para Ureaplasma diversum (Quadro 2).

Quadro 2- Prevaléncia da infeccdo por Mollicutes associados a problemas reprodutivos em bovinos no
Brasil.

AUTOR ANO| LOCAL METODO PREVALENCIA (%)
Mycoplasma U. diversum
spp.

Cardoso et al. 2000 SP Isolamento - 38,8
Oliveira Filho et al. 2005 AL Isolamento - 41,6

Nascimento et al. 2005 MG Isolamento 57,1 -
Buzinha; 2007 SP PCR 63,7 37,5
Metiffogo; Isolamento 12,5 25,0

Timenetsk

Gambarini et al. 2009 | Centro-Oeste | Isolamento 15,6 64,4
Marques et al. 2013 SPeBA PCR 72,8* 38,1
Santos et al. 2013 PB PCR 65,6* 15,6
Gaeti et al. 2014 MT PCR - 38,0
Santos et al. 2015 PE Isolamento 13,0 6,0
PCR 26,0* 13,0
Macédo 2017 PE PCR 9,2% 21,6
Isolamento 81,8 24,6

*Mollicutes; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

A fonte de infeccdo é o proprio hospedeiro (BUZINHANI et al., 2007), que pode
albergar esses micro-organismos por meses ou anos se comportando como reservatorios
(NICOLAS; AYLING, 2003; ROCHA, 2009). As vias de eliminacdo dos micro-
organismos estdo vinculadas ao sistema envolvido, geralmente, contendo secrecdes
naturais e/ou excrecdes e descargas purulentas (TIMENETSKY; BUZINHANI, 2009). Nas

espécies que causam problemas reprodutivos, as vias de eliminagdo sdo sémen e muco
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prepucial (CARDOSO; VASCONCELOQOS, 2004), vaginal (OLIVEIRA FILHO et al.,
2005), descargas uterinas e restos placentarios (KAUR et al., 2015).

Mycoplasmas e Ureaplasmas, principais agentes etiolégicos envolvidos em
problemas reprodutivos em ruminantes, podem infectar os susceptiveis pelo contato direto
com as secrecbes e/ou excrecbes eliminadas pelo trato reprodutivo ou por fémites
contaminados (NASCIMENTO et al., 2005; ROCHA, 2009). Outra preocupagdo é a
respeito da transmissdo vertical do agente, que ja foi descrita em alguns estudos pelo
isolamento do patdgeno em fetos abortados e anexos fetais (KIRKBRIDE, 1987;
BIELANSKI et al., 2000; KAUR et al., 2015).

Pesquisas tém comprovado, por exemplo, que Mycoplasmas e Ureaplasmas néo sao
destruidos pelos processos de tratamentos ao qual o sémen € submetido, demonstrando a
importancia da monta natural ou inseminacdo artificial com sémen contaminado na
transmissdo (CARDOSO, 2006). Além da monta natural e inseminacao artificial, a
transmissdo pode ocorrer durante a producdo de embrides in vitro, pois Mycoplasmas e
Ureaplasmas ficam aderidos a zona pellcida (THIBIER, 2001; NASCIMENTO et al.,
2005).

Os fatores de risco para as micoplamoses reprodutivas envolvem aspectos gerais
como: idade, estresse térmico, movimentacdo constante de animais, estresse alimentar
(fornecimento, tipo de alimento e exigéncia nutricional), fase gestacional, ambientes
contaminados e tipo de exploracdo animal (MACHADO; BICALHO, 2015). Além de
fatores no ambito reprodutivo como: uso de sémen ndo certificado quanto a ser livre de
patdégenos; uso de instrumentos de inseminacdo contaminados (KIRKBRIDE, 1987;
BIELANSKI, 2000); empréstimo de reprodutores; uso de touro de repasse; e 0 ndo

isolamento de animais com disturbios reprodutivos (MACEDO, 2017).

3.3  Patogenia e sinais clinicos

A patogenicidade dos micoplasmas e ureaplasmas no aparelho reprodutivo de
bufalos é pouco conhecida. Com isso, considera-se a patogenia dos micro-organismos da

classe Mollicutes para explicar a acdo destes nos tecidos, em decorréncia dos varios
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mecanismos que possuem para se instalarem e escaparem da acdo imunoldgica do
hospedeiro (TIMENETSKY; BUZINHANI, 2009).

Mollicutes apresentam a capacidade de se aderirem fortemente as células do
hospedeiro. Algumas espécies podem, inclusive, invadir as células em consequéncia da sua
incapacidade de sintetizar algumas substancias essenciais ao seu metabolismo, o que as
tornam dependentes de alguns componentes da célula do hospedeiro. Nesse processo,
podem ocorrer alteracdes deletérias, em menor ou maior grau, nos tecidos, constituindo-se

um dos mecanismos de patogenicidade (RAZIN et al., 1998).

A aderéncia as células é possivel gracas a morfologia desses patdgenos, que se
apresentam na forma filamentosa ou em clavas, com a presen¢a de uma organela com uma
proeminéncia na extremidade polar da célula. Esta estrutura é constituida de adesinas e por
proteinas acessorias que permitem a eficiéncia da adesdo. Nos casos de infeccbes
reprodutivas, essa adesdo € requisito para sua sobrevivéncia e patogenicidade, evitando,
assim, que eles sejam eliminados pelas secre¢des e fluxo urindrio (ROTTEM, 2003).

Essa aderéncia proporciona um microambiente que permite a liberacdo de
metabolitos toxicos e enzimas, tais como o peroxido de hidrogénio e amonia. Esses
compostos se acumulam e causam danos aos tecidos que podem ser detectados, por
exemplo, pelas lesbes encontradas na mucosa vaginal (WAITES et al., 2005).

As lesbes de wvulvovaginite granular sdo caracterizadas por hiperemia,
desenvolvimento de nodulos de cor cinza, marrons ou avermelhados, que podem se
romper. Essas lesbes podem apresentar varios graus de intensidade e severidade,
aparecem, geralmente, de um a cinco dias, apés a infeccdo e podem persistir por varios
meses, tornando-se pequenas e translucidas, dificultando por vezes sua deteccao.
Posteriormente podem retornar a forma inicial, com presenca de descarga purulenta nos
estros subsequentes (METTIFOGO, 2000).

Os casos de infertilidade e morte embrionaria, causadas por micoplasmas e
ureaplasmas estdo relacionados a colonizacdo desses micro-organismos no utero. Uma
vez presentes no canal vaginal, estes podem ser introduzidos através da abertura da
ceérvix, principalmente no estro, pela inseminagdo artificial ou monta natural e causar

endometrite, interferindo na implantacdo ou mesmo a morte do embrido (MILLER et al.,
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1994).

Segundo Smits et al. (1994), quando U. diversum e M. bovigenitalium estéo
presentes na tuba uterina, podem ocasionar diminui¢cdo ou o cessamento da atividade
ciliar, interferindo na concepcao e no desenvolvimento inicial do embrido. U. diversum
também é responsavel por perdas embrionérias por estimular a sintese de prostaglandina
F2a, potente hormodnio luteolitico, ou inibir a sintese de prostaglandina E2
(CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994).

Os casos de aborto, nascimento prematuro ou morte de bezerros fracos recém-
nascidos ocorrem devido a placentite, a qual se evidencia fibrose difusa, infiltrado de
celulas mononucleares, areas de necrose, exsudato fibrinoso e mineralizacdo; ou em
consequéncia de pneumonia que acomete o feto, com maior ocorréncia no terco final da
gestacdo (MILLER et al., 1994; METTIFOGO, 2000).

Para evadir-se de respostas imunolégicas e permanecerem viaveis, os micoplasmas
utilizam alguns mecanismos, como a capacidade de modificarem a natureza e a estrutura
dos componentes de suas membranas, o que lhes conferem resisténcia a tentativa de
destruicdo pelos sistemas de defesa (POUMARAT et al.,, 1997). A producdo de
substancias, como a tiol oxidase, que o0s protegem contra 0s produtos metabdlicos
produzidos por si mesmo e o préprio exsudato fibrinoso, presente nas infeccdes, que 0s

protegem dos anticorpos e das drogas antimicrobianas (CORDOVA, 2002).

3.4  Diagnostico

As micoplasmoses, por ocasionarem sinais clinicos compativeis com outras
doencas reprodutivas, sdo de dificil diagndstico somente pelo histérico do rebanho. Por
esse motivo, exigem-se técnicas laboratoriais diretas ou indiretas, que proporcionem a

deteccdo desses micro-organismos (ROCHA, 2009).

Os materiais bioldgicos de elei¢do para o diagnostico sdo: secrecdo muco-vaginal

e/ou cervical (MAROUF et al., 2011), muco prepucial e sémen fresco ou congelado
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(CARDOSO; VASCONCELLOS, 2004). Outros materiais podem ser utilizados como
restos placentarios e contetdo estomacal de fetos abortados (KAUR et al., 2015).

Independente da técnica escolhida, alguns cuidados devem ser tomados durante a
coleta e transporte do material biologico. Fatores como contaminacdo da amostra durante
sua obtencdo; acondicionamento em temperatura inadequada; demora no transporte até o
laboratério; e meios de transporte ndo apropriados, para as exigéncias de sobrevivéncia e
multiplicacdo destes agentes, podem inviabilizar a amostra clinica (BUZINHANI et al.,
2007).

Das técnicas disponiveis, o cultivo/isolamento é considerado o padrdo ouro no
diagndstico das micoplasmoses. Esse método, porém, exige cuidados especiais em
decorréncia da dificuldade de isolamento do agente (OLIVEIRA, 2008). Para isso, sdo
necessarios meios de cultura proprios, para o género Mycoplasma o meio de escolha é
Hayflick (WHITFORD et al., 1994) e para o género Ureaplasma, meio UB (RAZIN;
TULLY, 1996).

Apbs o isolamento, é necessaria a correta realizacao de testes bioquimicos para a
identificacdo das espécies. Esses testes consistem em provas que incluem: hidrolise da
ureia, fermentacdo da glicose, hidrélise da arginina, atividade de fosfatase, formacéo de
filmes e bolhas, reducdo do tetrazolio, liquefacdo de soro coagulado e hidrélise da caseina
(WHITFORD et al., 1994; ROCHA, 2009).

Devido a natureza altamente contagiosa do patégeno e os impactos produzidos
quando introduzido em um rebanho, € importante que os resultados do diagnostico sejam
rapidos para que os animais infectados possam ser removidos e seja minimizada sua
propagacao, o que, na maioria das vezes, ndo ocorre na técnica de isolamento, que exige
até 21 dias de cultivo. Outra desvantagem € que alguns micro-organismos, semelhantes

e/ou contaminantes, podem crescer associados aos Mollicutes (PARKER, 2017).

Para minimizar esses problemas outras técnicas vém sendo empregadas e nos
ultimos anos, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tornou-se um método comum para
identificacdo de vérias espécies de Mollicutes (PARKER, 2017). Essa técnica apresenta a
vantagem de possuir maior sensibilidade e especificidade, tornando a detec¢do do agente

mais rapida e precisa (BUZINHANI et al., 2007). Outra vantagem desse método é a
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identificacdo do micro-organismo mesmo ndo sendo mais vidvel, o que torna impossivel
sua detecgé@o no cultivo e isolamento (CARDOSO; VASCONCELLOQS, 2004).

Vérios tipos de PCR podem ser utilizados na deteccdo da classe Mollicutes, em
relacdo aos seus géneros e especies (KOBAYASHI et al., 1998; MAROUF et al., 2011).
Estdo disponiveis a PCR convencional, Nested-PCR, que consiste no duplo processo de
amplificacdo do material genético (CARDOSO et al., 2000); PCR multiplex, que detecta
mais de uma espécie ou micro-organismo em uma mesma reacdo (TRAMUTA et al., 2011,
KAUR et al., 2015); e PCR em tempo real (MARQUES et al., 2013).

35 Profilaxia

Estudos sobre as micoplasmoses tem demonstrado que sua erradicacdo € dificil,
uma vez que a vacinagdo ndo é eficaz (NICHOLAS; AYLING, 2003) e o tratamento com
antibidticos é pouco efetivo, em consequéncia da resisténcia que Mollicutes apresentam
aos principais farmacos (KUHN; HOPKINS, 1983). Com isso, a aplicacdo de medidas
profilaticas, principalmente relacionadas aos fatores de risco, pode evitar a disseminacao
desses patogenos (MACEDO, 2017).

As medidas profilaticas envolvem os aspectos epidemioldgicos desse micro-
organismo, além de cuidados semelhantes aos indicados para as principais doencas
infecciosas que causam problemas reprodutivos nos rebanhos (DE FAVA et al., 2003). No
geral, medidas que possibilitem o bem estar animal, como qualidade dos alimentos,
conforto térmico, condi¢bes adequadas de criacdo e instalacdo sdo estratégias que
contribuem na prevencdo de doengas (TILLARD et al., 2008).

O controle reprodutivo também é importante e pode ser feito pelo acompanhamento
reprodutivo frequente, levando em consideragdo todas as ocorréncias reprodutivas desde o
nascimento ou aquisicdo de cada animal. Este controle tem como finalidade conhecer o
intervalo de partos, identificar aquelas que repetem cio, observar a ocorréncia e frequéncia
de abortos e observar, quando possivel, a presenca ou ndo de lesbes no aparelho
reprodutivo, fatores que podem indicar a presenca do agente no rebanho (NASCIMENTO
FILHO et al., 2005; ROCHA, 2009).
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Outras medidas incluem controle rigido do transito dos animais na propriedade,
monitoramento semestral da enfermidade (DE FAVA et al., 2003) e aquisicdo de sémen
certificado como sendo livre de patdgenos (VIANNA et al., 2004). Em relacdo ao
ambiente, cuidados com as fontes da infeccdo podem ser tomadas pela desinfeccdo dos

fomites com desinfetantes apropriados (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD,
1999).
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5. ARTIGO CIENTIFICO

51. ARTIGO 1: OCORRENCIA DE DNA DE MOLLICUTES NO TRATO
GENITAL DE FEMEAS BUBALINAS (Bubalus bubalisy NO ESTADO DE
PERNAMBUCO.

(Artigo a ser submetido a Revista Cientifica de Medicina Veterinaria da UFRPE)

(Normas no Anexol)
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OCORRENCIA DE DNA DE MOLLICUTES NO TRATO GENITAL DE FEMEAS
BUBALINAS (Bubalus bubalis) NO ESTADO DE PERNAMBUCO

(OCCURENCE OF MOLLICUTES DNA IN THE GENITAL TREATMENT OF
BUBBLY FEMALES (Bubalus bubalis) IN THE STATE OF PERNAMBUCO)

Resumo

Objetivou-se neste estudo determinar a ocorréncia de DNA de micro-organismos da classe
Mollicutes no trato genital de fémeas bubalinas no estado de Pernambuco. Foram
analisadas 292 amostras de swab vaginal procedentes de blfalas em idade reprodutiva de
nove propriedades, distribuidas em cinco municipios. Para a deteccdo do DNA utilizou-se
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A ocorréncia de fémeas positivas para
Mollicutes foi 4,8% (14/292). Em relacdo ao numero de propriedades com fémeas
positivas, constatou-se que 44,4% (4/9) das propriedades possuiam, ao menos, uma fémea
infectada por Mollicutes. As amostras positivas na PCR foram inoculadas em meios
especificos para Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp., principais géneros envolvidos em
problemas reprodutivos, mas ndo houve crescimento de col6nias caracteristicas. Conclui-se
que DNA de micro-organismos da classe Mollicutes estdo presentes no trato reprodutivo de
bufalas no estado de Pernambuco. Apesar da baixa ocorréncia, a presenca do DNA desses
micro-organismos deve ser investigada com o intuito de avaliar se espécies patogénicas
para o trato reprodutivo podem estar presentes nestes rebanhos causando possiveis perdas

econdmicas aos criadores.
Palavras-chave: Bubalinos; doenca reprodutiva; epidemiologia.
Abstract

The objective of this study was to determine the occurrence of DNA from microorganisms
of the Mollicutes class in the genital tract of buffalo females in the state of Pernambuco.
We analyzed 292 vaginal swab samples from buffaloes of reproductive age from nine
farms, distributed in five municipalities. Polymerase Chain Reaction (PCR) was used for
DNA detection. The occurrence of Mollicutes positive females was 4.8% (14/292).
Regarding the number of properties with positive females, it was found that 44.4% (4/9) of
the properties had at least one female infected with Mollicutes. PCR positive samples were

inoculated in media specific for Mycoplasma spp. and Ureaplasma spp., major genera
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involved in reproductive problems, but there was no growth of characteristic colonies. It is
concluded that DNA of microorganisms of the class Mollicutes are present in the
reproductive tract of buffaloes in the state of Pernambuco. Despite the low occurrence, the
presence of the DNA of these microorganisms must be investigated in order to evaluate if
species pathogenic to the reproductive tract can be present in these herds causing possible
economic losses to the breeders.

Introducéo

As doencas reprodutivas ocasionam prejuizos econdmicos para a cadeia produtiva
animal (Fareed et al., 2015). Pesquisa com bufalos tem demonstrado a presenca de
problemas reprodutivos congénitos, genéticos e adquiridos, muitos desses levando a
consequéncias como: retencdo de placenta, repeticdo de cio, endometrite, placentite e
abortos (Al-Kennany, 2010; Yoo, 2010; Azawi, 2011; Modi et al., 2011).

Sabe-se que alguns micro-organismos podem causar direta ou indiretamente
disturbios reprodutivos e que agentes infecciosos sdo a causa de aborto em cerca de 90%
dos casos em animais (Silva et al., 2010; Perumal et al., 2013). Alguns patégenos que
acometem o sistema reprodutivo de bovinos ja foram relatados em bdfalos, tais como:
Brucella spp., Leptospira spp. (Bastianetto, 2009) e Chlamydophila abortus (Greco et al.,
2007). Porém, outros micro-organismos menos conhecidos como os da classe Mollicutes
tem sido diagnosticados em bubalinos (Sharma et al., 1996; Marouf et al., 2011).

Apesar do impacto que a classe Mollicutes pode ocasionar na esfera reprodutiva,
poucas pesquisas foram realizadas em bufalos no mundo (Sharma et al., 1996; Marouf et
al., 2011; Kaur et al., 2015). No Brasil ha registros da infeccdo por micro-organismos da
classe Mollicutes causando problemas reprodutivos em bovinos em alguns estados, tais
como: Paraiba (Santos et al., 2013), Sdo Paulo, Goias, Santa Catarina (Buzinhani et al.,
2007), Alagoas (Oliveira et al., 2005) e Pernambuco (Santos et al., 2015). Entretanto néo
existem estudos sobre a ocorréncia desses micro-organismos no trato reprodutivo de
bufalos. Desta forma, objetivou-se com esta pesquisa determinar a ocorréncia de DNA de

bactérias da classe Mollicutes em fémeas bubalinas no estado de Pernambuco.

Material e Métodos
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O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob Licenca n® 043/2016 (Anexo 2).

Area de estudo

Para este estudo foram amostradas por conveniéncia ndo probabilistica, nove
propriedades distribuidas em cinco municipios localizados na regido da Mata e Agreste
pernambucano: Agua Preta (n=2), Maraial (n=1), Rio Formoso (n=1), Ribeirdo (n=4) e
Agrestina (n=1), (Figura 1). Nessas regifes estdo concentrados os maiores produtores de
bufalos do Estado em decorréncia das caracteristicas geograficas e finalidade de producgéo

desses animais.

w@u
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Municipios

‘ﬁ Agrestina
C] Maraial
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Figura 1 — Area de estudo, municipios do estado de Pernambuco que participaram da

pesquisa.
Amostragem

Para compor a amostragem foi considerada uma populacdo de 10.000 cabecas
(IBGE, 2015) e uma prevaléncia esperada de 26% para Mollicutes (Santos et al., 2015).
Essas proporcdes forneceram o tamanho minimo de 282 amostras (n), garantindo um

intervalo de confianca de 95% e erro estatistico de 5%.
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Coleta das amostras

Foram coletadas 292 amostras de swab vaginal de fémeas em idade reprodutiva, no
periodo de marco de 2016 a abril de 2017, sem historico de problemas reprodutivos e sem
sinais clinicos. Os dados de identificacdo dos animais foram registrados em ficha
especifica (Apéndice 1), apds a assinatura do termo de ciéncia e livre consentimento pelo

proprietario dos animais (Apéndice 2).

Para a coleta do material biologico, as fémeas foram contidas e, posteriormente, foi
realizada a higienizacdo da vulva com agua e sabdo, secagem com papel toalha e
desinfeccdo com alcool (70° GL). Em seguida, swabs esterilizados foram friccionados nas
paredes internas da vagina para coleta de secrecdo vaginal e acondicionados em tubos
estéreis contendo 3mL de solugdo salina tamponada com fosfato (pH 7.2) (Nascimento et
al., 2005). Os tubos com material biol6gico foram encaminhados para processamento no

laboratdrio, em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel.

No laboratorio, as amostras foram divididas em aliquotas de 600uL de volume para
realizacdo da extracdo do DNA com kit comercial Promega® (catalogo A1125), de acordo
com o protocolo do fabricante. Para o cultivo e isolamento aliquotas de 500uL foram
armazenados em microtubos contendo glicerol na propor¢do 2:1, homogeneizado em

vortex e armazenados em freezer a -20°C até seu devido processamento.
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apoés a extracdo do DNA as amostras foram submetidas a PCR com primers
genéricos (GPO3/MGSO) para deteccdo dos géneros pertencentes a classe Mollicutes. Os
oligonucleotideos utilizados nesta reacdo foram MGSO (5’-TGC ACC ATC TGT CAC
TCT GTT AAC CTC-3’) e GPO3 (5’-GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATACCCT -

3’), com perfil térmico previamente descrito (Kuppeveld et al., 1992).

Cada reagdo foi constituida de uma mistura de 25uL, contendo 8ulL de DNA,
primers a 30pm, 6,25ulL de GoTaq®Green Master Mix (Promega® Corporation, Madison,
W1, USA, Ref. M7122) e agua ultrapura. O controle positivo utilizado para Mollicutes foi a

estirpe G12 e como controle negativo foi utilizada agua ultrapura.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese (100 V / 60 min) em gel
de agarose a 1,5%. Nessa etapa, foram utilizadas 9uL da reacdo da PCR genérica, 0,3uL de
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corante Bluegreen e marcador de peso molecular de 100pb, detectados sob luz ultravioleta
e fotodocumentados.

Isolamento e identificacdo

As amostras positivas na PCR foram submetidas a isolamento e identificacdo das
colbnias em meios de cultivos para 0s principais géneros encontrados no trato reprodutivo.
As aliquotas positivas, acondicionadas em glicerol foram descongeladas e semeadas em
meio liquido e placa de Hayflick modificado para Mycoplasma spp. e “UB” para
Ureaplasma spp., de acordo com Whitford et al. (1994) e Razin & Tully (1996),
respectivamente. Todas as placas e caldos foram incubados a 37°C em microaerofilia por
até 21 dias, sendo as placas examinadas em microscopio estereoscopio diariamente para

visualizac&o de coldnias caracteristica da classe Mollicutes.
Resultados

Observou-se neste estudo uma ocorréncia de 4,8% (14/292) de bufalas infectadas
por Mollicutes no estado de Pernambuco. Em relacdo ao nimero de propriedades com
animais positivos, constatou-se que 44,4% (4/9) das propriedades possuiam, ao menos, um

animal infectado (Tabela 1).

As amostras positivas para Mollicutes foram cultivadas em meio Hayflick e UB,
monitoradas diariamente durante 21 dias, porém ndo se observou crescimento de coldnias

caracteristicas.

Tabela 1. Distribuicdo das amostras positivas para a classe Mollicutes nos municipios

estudados.

Propriedade N PCR (positivo)
A 5 4 (80,0%)

B 50 -

C 48 1 (2,1%)

D 21 -

E 50 2 (4,0%)
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F 28 7 (25,0%)
G 25 -

H 41 -

I 24 -
Discussao

Este é o primeiro estudo realizado no Brasil sobre a ocorréncia de DNA de micro-
organismos da classe Mollicutes no sistema reprodutivo de bdfalas, existindo, apenas,
relatos em outras espécies, como por exemplo, a bovina. Este registro permite identificar a
ocorréncia do DNA da classe Mollicutes nas criacGes bubalinas, uma vez que, em bovinos,
a enfermidade estd presente em varios estados do pais, como: Sdo Paulo, Goiés, Santa
Catarina (Buzinhani et al., 2007), Paraiba (Santos et al., 2013), Alagoas (Oliveira et al.,
2005) e Pernambuco (Santos et al., 2015).

No mundo, sdo escassos 0s estudos envolvendo Mollicutes em bdfalos, o que
dificulta uma avaliagéo precisa sobre a distribuigéo desses micro-organismos nos rebanhos
e qual o impacto econémico causado nas produgdes. Apesar de existirem estudos relatando
varios problemas reprodutivos em bufalos, como, processos inflamatérios infecciosos que
resultam em endometrite, metrite e piometrite, a maioria dos autores ndo procura
identificar os micro-organismos envolvidos (Ohashi, 2012; Al-Kennany et al., 2010; Modi
etal., 2011; Azawi, 2011; Ribeiro et al., 2016).

A ocorréncia de Mollicutes neste estudo foi 4,8% (14/292). Esse valor foi inferior
ao encontrado por Marouf et al. (2011) que, ao coletar dez amostras de swab vaginal de
bufalas no Egito, encontraram 30% (3/10) de amostras positivas para algumas espécies de
Mollicutes, sendo 10% (1/10) para Mycoplasma bovigenitalium, 10% (1/10) para
Mycoplasma bovis e 10% (1/10) para Mycoplasma spp. Nesse mesmo estudo, 0s autores

ndo mencionam a presenca de sinais clinicos nos animais investigados.

Esses dados também foram inferiores ao encontrado por Kauret al., (2015), que
coletaram 30 amostras de swabs vaginais de bovinos e bufalos com descarga vaginal
purulenta e histérico de abortos, encontrando 30 % (9/30) de amostras positivas para

Mycoplasma spp.
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Um dos fatores que pode explicar a baixa ocorréncia de Mollicutes nesta pesquisa,
é a auséncia de sinais clinicos nos animais pesquisados. Ndo foram observados animais
com sinais clinicos durante a coleta e os proprietarios informaram que os casos de abortos
s8o raros e que, nestes casos, as bufalas eram eliminadas do rebanho. Essa informacéo é
importante, uma vez que Oliveira Filho et al. (2005), ao pesquisarem Ureaplasma spp. em
bovinos com repeticdo de estro no estado de Alagoas, Brasil, observaram que a deteccdo
estava associada a presenca de lesGes na mucosa vulvovaginal. Observagédo esta presente
também nos estudos realizados por Santos et al. (2013, 2015), que investigaram a
ocorréncia de Mollicutes em rebanhos bovinos com disturbios reprodutivos com presenca

de lesdes caracteristicas nos estados da Paraiba e Pernambuco.

Outro fator, que pode estar relacionado com a baixa ocorréncia da infeccdo, sdo as
caracteristicas fisiolégicas dos bubalinos, adquiridas durante o seu processo evolutivo, que
0s tornariam mais resistentes as patologias comumente observadas em bovinos, como
infeccdes no trato reprodutivo e glandula mamaria (Bastianetto, 2009; Motta-Giraldo et al,
2014).

No Brasil, Ribeiro et al. (2016) realizaram uma investigacdo sobre as principais
patologias encontradas em bufalos abatidos em municipios do estado do Amapa. A
endometrite foi uma das enfermidades mais encontradas, porém, a causa ndo foi
investigada. A presenca de infeccBes reprodutivas causadas por micro-organismos da
classe Mollicutes ndo sdo de notificacdo obrigatéria, desse modo, na maioria dos paises, 0
teste para a presenca de Mollicutes ndo esta incluido no exame bacteriano de rotina, o que
limita o esclarecimento da real participacdo desses micro-organismos nas enfermidades

reprodutivas.

Ao infectarem animais de um rebanho, algumas espécies de Mollicutes podem
ocasionar disturbios reprodutivos de evolucdo lenta, principalmente quando presentes em
portadores assintomaticos. Dessa forma, os produtores s6 conseguem perceber algumas
alteracdes, como diminuicdo na taxa de concepcdo, quando um namero maior de animais
ja estdo infectados. Nos casos de animais que ndo sdo manejados frequentemente, as lesées
e secrecOes presentes na mucosa muco-vaginal podem ndo ser observadas e, por serem
muitas vezes auto-limitantes, passam despercebidas. Na maioria das propriedades
pesquisadas 66,66% (6/9), os animais eram criados em sistema extensivo e, em muitas, ndo

existiam bretes apropriados para a avaliacdo ginecoldgica frequente desses animais.
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Em relagcdo ao nimero de propriedades com animais positivos, constatou-se que
44,4% (4/9) das propriedades possuiam ao menos um animal infectado. Essa ocorréncia
pode estar relacionada a forma como atividade da bubalinocultura é realizada no estado de
Pernambuco. A criacdo de bufalos ainda é uma atividade restrita no estado de Pernambuco,
onde existem poucas criag0es e a compra de animais ocorre pela aquisicdo em outros
estados ou entre produtores da mesma regiéo o que pode contribuir para a transmissédo do
agente, uma vez que nao sdo realizadas quarentena ou exames para as principais

enfermidades reprodutivas.

As amostras positivas na PCR foram cultivadas em meios especificos, mas ndo
houve crescimento de colbnias caracteristicas. Esse resultado pode ter sido influenciado
pela inviabilidade das bactérias presentes nas amostras durante 0 armazenamento e
reativacdo. Essa limitacdo ndo ocorre na PCR, na qual é possivel a deteccdo do agente,
mesmo quando ndo é viavel para o isolamento, 0 que torna esse método mais sensivel
(Cardoso & Vasconcellos, 2004).

Apesar das dificuldades no diagnostico, ele deve ser incentivado e incluido nos
exames de rotina, principalmente, em propriedades com problemas reprodutivos.
Atualmente, técnicas mais efetivas para diagnostico de varias espécies de Mollicutes
podem ser realizadas (Parker, 2017) e, até mesmo PCR multiplex para varios agentes
infecciosos distintos, podem ser utilizadas na tentativa de diminuir os custos e aumentar a
rapidez no diagndstico (Kaur et al., 2015). O conhecimento da ocorréncia de problemas
reprodutivos, em um determinado rebanho, é fundamental para embasar os profissionais
sobre a prevencdo e controle dos problemas relacionados a fertilidade/infertilidade,
propiciando, também, o conhecimento necessario para a implantacdo de um bom manejo
reprodutivo (Ohashi et al., 2012).

Concluséao

Conclui-se que DNA do micro-organismos da classe Mollicutes estdo presentes no
trato reprodutivo de bufalas no estado de Pernambuco. Apesar da baixa ocorréncia, a
presenca desses micro-organismos deve ser investigada com o intuito de avaliar, se
especies patogénicas para o trato reprodutivo estdo presentes nestes rebanhos causando

possiveis perdas econémicas aos criadores.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Micro-organismos da classe Mollicutes podem causar enfermidades reprodutivas
que cursam com grandes transtornos e perdas econdmicas. No estado de Pernambuco,
ficou comprovada a presenca desses micro-organismos no trato reprodutivo de bafalas pela
presenca de seu DNA em secre¢des vaginais de animais sem sinais clinicos e historicos de
problemas reprodutivos. Novas pesquisas devem ser desenvolvidas para avaliar se existe a
presenca de espécies que atuam na ocorréncia de doencas reprodutivas que culminam com

vulvovaginite granular, endometrite, repeticédo de estro e aborto.

Exames para a deteccdo de micoplasmas devem ser incluidos na rotina laboratorial
de amostras clinicas, assim como médicos veterinarios devem ser informados e capacitados
para o diagnostico dessas infeccBes. Os fatores de riscos e 0s prejuizos econdmicos devem
ser avaliados e, com isso, medidas de controle e prevencdo podem ser implementadas nos

rebanhos.
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ANEXO 1

Diretrizes para Autores
Informac0es Gerais

A revista Medicina Veterindria (UFRPE) do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com publicacdo trimestral, tem o
objetivo de divulgar manuscritos originais em forma de artigo cientifico, artigo de reviséo,
relato de caso e comunicacédo breve nas areas de Medicina Veterinaria, Zootecnia, Ciéncias
Bioldgicas e areas correlatas. Os manuscritos deverdo ser destinados com exclusividade. A
revista é indexada nas fontes: AGRIS, CAB Abstracts, Latindex, Web of Science e Web

of Science — Science Index Expanded.

Os artigos enviados pelos autores deverdo estar devidamente formatados conforme as
normas de instrucGes aos autores vigentes desse periddico. Os artigos encaminhados fora

das normas vigentes da revista serdo automaticamente devolvidos para adequacao.

O Artigo Cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key-words; Introdugdo; Material e Métodos;
Resultados; Discussdo ou Resultados e Discussdo; Conclusdo (opcional); Conflito de

Interesse; Comité de Etica; Agradecimentos e Referéncias.

O Artigo de Revisdo deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key-words; Introducdo; Desenvolvimento (podem ser

utilizados subtitulos); Consideracdes Finais e Referéncias.

A Comunicacdo Breve consiste em um artigo curto que descreva observagdes
experimentais relevantes e que ndo justifiquem ainda sua publica¢do como artigo cientifico
completo. Deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key-words; Texto sem divisdo das secGes, mas contendo
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Conclusdo; Conflito de Interesse;

Comité de Etica; Agradecimentos e Referéncias.

O Relato de Caso consiste na descricdo de casos que incluam observagdes clinicas ou que

representem originalidade de um diagndstico ou tratamento, ou ainda que ilustre situacdes
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pouco frequentes. Devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key-words; Introducdo; Descricdo do Caso; Discussao;

Concluséo (opcional); Conflito de Interesse; Agradecimentos e Referéncias.

Os trabalhos, em geral, podem ser redigidos nos idiomas Portugués ou Inglés e devem ser
preparados no Microsoft, Word para os textos e Excel para os graficos.

Os conceitos e opinides no manuscrito séo de exclusiva responsabilidade dos autores e
néo refletem, necessariamente, a opinido do Comité Editorial da revista.

Por questbes de atualizacdo e migracdo para a nova Plataforma de Periddicos da
UFRPE, os artigos cientificos da revista Medicina Veterinaria (UFRPE) deverdo ser,

momentaneamente, enviados para o e-mail: revmedvet@ufrpe.br
Preparacdo do Manuscrito

O texto devera ser digitado no tamanho do papel A4, fonte Times New Roman tamanho
12, espaco entre linhas 2,0 (espaco duplo), margens superior e esquerda de 3,0cm, inferior
e direita de 2,0cm, com linhas numeradas (numeragdo continua). O maximo de paginas
sera 15 para artigos cientificos, 20 para artigo de revisdo e 12 para relato de caso e
comunicacdo breve. Tabelas, graficos e demais figuras devem ser incluidos apds as

referéncias e ndo serdo consideradas nesse nimero total de paginas.

O titulo devera ser redigido em portugués acompanhado de tradugdo em inglés, logo
abaixo e entre parénteses. Em caso de ser redigido em inglés, o titulo em portugués sera

colocado logo abaixo e entre parénteses.

Os nomes dos autores deverao ser escritos por completo com o Gltimo nome em negrito.
Deverdo ser colocados abaixo do titulo, um ao lado do outro separados por virgula,
seguidos de ndmeros sobrescritos, 0s quais serdo repetidos imediatamente abaixo dos
nomes para indicar afiliacdo (departamento, instituicdo, cidade, estado e pais) e indicacao
com simbolo de asterisco (*) do autor para correspondéncia. O e-mail do autor para

correspondéncia deve ser colocado imediatamente apos a filiacao.

O Resumo e 0 Abstract deverdo conter no maximo 250 palavras, incluindo introducao

(opcional), objetivo(s), material e métodos, resultados e conclusdo. Palavras-chaves: no
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maximo cinco, separadas por ponto e virgula, devendo-se evitar a repeticdo de palavras

presentes no titulo.

A Introducdo devera conter explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos, de forma breve

e contextualizada, o problema, a relevancia, a justificativa e 0s objetivos do trabalho.

O Material e Métodos devera citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos metodos utilizados e andlise estatistica ou referenciar corretamente os

métodos ja publicados.

Os Resultados devem ser apresentados de forma clara e objetiva, podendo-se utilizar

tabelas, gréficos e figuras, de modo a ndo deixar duvidas ao leitor.

A Discussdo devera basear-se nos resultados obtidos no trabalho. E importante ressaltar
que os dados sejam discutidos e ndo simplesmente comparados com dados de outros

autores.

A Conclusdo ou Consideracdes Finais deverao ser redigidas no “tempo presente do
verbo” e estarem fundamentadas nos resultados da pesquisa, sem incluir informacdes

presentes na revisdo de literatura e discusséo.

As Tabelas e Figuras que ja tenham sido publicadas devem ser devidamente referenciadas

e conter, abaixo da legenda, a fonte (autor e data).

a) Tabela: conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo do cabecalho e no final da tabela. A legenda recebe inicialmente a
palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arabico. O titulo da tabela

deve ser escrito na parte superior da mesma.

b) Figura: qualquer ilustracdo, desenho, fotografia, grafico, fluxograma ou esquema. As
legendas recebem inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em
algarismo arabico. O titulo da figura deve ser escrito na parte inferior da mesma. As

figuras devem ser enviadas em formato tiff com ao menos 800dpi.

O Conflito de Interesse devera ser incluindo apos a discussdo ou conclusdo. Os autores

devem divulgar quaisquer relagfes financeiras e pessoais com outras pessoas ou
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organizagbes que poderiam indevidamente influenciar o seu trabalho. Exemplos de
potenciais conflitos de interesse incluem o emprego, consultorias, propriedade de agdes,
honorarios, testemunhos de especialistas pagos ou financiamento direto ou indireto. Se nao
se aplicar ao artigo, sugere-se redigir a seguinte frase: Os autores declaram ndo existir

conflito de interesse.

O Comité de Etica devera ser incluido no artigo cientifico e comunicacéo breve, apos o
conflito de interesse, constando 0 nimero do parecer da comissdo de Etica do Uso de
Animais de Experimentacdo, confirmando sua aprovacdo. No caso da pesquisa que foi
realizada com animais silvestres no Brasil, deve-se acrescentar o nimero da licenca do
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBI0). O(s) parecer(es) devera(ao) ser
enviado(s) obrigatoriamente por e-mail (revmedvet@ufrpe.br) juntamente com o artigo.
Sugere-se redigir a seguinte frase: o projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética

do(a) nome da instituicéo, sob o nimero 1111/1111.

Os Agradecimentos (opcional) devem ser incluidos imediatamente apds o item comité de

ética e devem ser expressos de maneira concisa.

As Referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética. Quando houver mais de uma

referéncia de um mesmo autor, deve-se usar a ordem cronoldgica.
As citacdes dos autores no texto deverdo ser feitas conforme os exemplos que seguem:

Esses resultados estdo de acordo com os reportados por Mota e Alves (2001) e Weppert et
al. (2005), como uma ma formacéo congénita (Tudury, 2003; Coelho et al., 2004; Monteiro
e Almeida, 2005).

Se 0 mesmo autor tiver mais de um trabalho publicado no mesmo ano, utilizar letras
minusculas apés o ano de publicacdo (tanto na citacdo no texto, quanto na lista de

referéncias), conforme exemplo: (Teixeira et al., 2016a: Teixeira et al., 2016b).

As citagBes dos autores nas referéncias deverdo ser colocadas no final do artigo. As

referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente.
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As normas para citacbes e referéncias foram elaboradas, com adaptagdes, do estilo

Vancouver. Por favor, siga os exemplos abaixo:

Citacdo de livro:

(autor(es) / titulo: subtitulo, se houver / edi¢do / cidade da publicacéo / editora / ano / total

de paginas)

Austin, C.R.; Short, F.R.S. Reproduction in mammals: hormonal control of
reproduction. 2" ed. Cambridge: University Press, 1988. v.3, 244p.

Willemse, T. Dermatologia clinica de cdes e gatos: guia para o diagndstico e
terapéutica. S&o Paulo: Manole, 2002. 143p.

Capitulo de livro com autoria:

(autor(es) do capitulo / titulo do capitulo: subtitulo, se houver / In: / autor(es) da obra /
titulo da obra: subtitulo, se houver / edicdo / cidade da publicacdo / editora / ano / pagina

inicial-final do capitulo)

Lima, P.F.; Paes Barreto, M.B.; Coleto, Z.F. Biopsia e esfregaco vaginal como
instrumentos para viabilizar o diagndstico de gestacdo. In: Santos, M.H.B.; Oliveira,
M.A.L.; Lima, P.F. Diagnoéstico de gestacdo na cabra e na ovelha. Sdo Paulo: Varela,
2004. p.35-40.

Santos, M.H.B.; Oliveira, M.A.L.; Lima, P.F. Diagnostico de gestacdo. In:
Diagnostico de gestacdo na cabra e na ovelha. Sdo Paulo: Varela, 2004. p.117-136.

(Quando o autor do livro é também autor do capitulo).

Capitulo de livro sem autoria:

Nesses casos subentende-se que o autor do capitulo € o mesmo autor do livro.

Almeida, J.M. Teratologia: as mas-formacGes congénitas e os fatores que as ocasionam. In:
___. Embriologia veterinaria comparada. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999.
p.65-66.
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Artigo completo:

(autor(es) do artigo / titulo do artigo / nome do periodico / volume / numero / pagina

inicial-final / ano)

Andrade, J.C.O.; Oliveira, M.A.L.; Lima, P.F.; Santos Filho, A.S.; Pina, V.M.R. Use of
steroid hormone treatments prior to superovulation in Nelore donors. Animal
Reproduction Science, 69(1): 9-14, 2002.

Alves, J.D.; Oliveira, M.A.L.; Lima, P.F.; Caldas, J.G.L.; Santos Filho, A.S.; Barreto,
M.B.P. High concentrations of FSH-p on the in vitro maturation of Bos indicus oocytes.
Ciéncia Rural, 31(5): 645-649, 2001.

Artigo ndo publicado: (deve ser evitado)

Ferreira-Silva, J.C.; Basto, S.R.L.; Tendrio Filho, F.; Moura, M.T.; Silva Filho, M.L.;
Oliveira, M.A.L. Reproductive performance of postpartum ewes treated with insulin or
progesterone hormones in association with ram effect. Reproduction in Domestic
Animals, 2017a. doi: 10.1111/rda.12956. (aceito com doi).

Ferreira-Silva, J.C.; Moura, M.T.; Silva, T.D.; Oliveira, L.R.S.; Chiamenti, A.; Freitas,
V.J.F.; Oliveira, M.A.L. Full-term potential of goat in vitro produced embryos after

different cryopreservation methods. Cryobiology. 2017b. (aceito).

Sera considerado no prelo, o artigo que ja estiver sendo referenciado com o volume,

namero de paginas e ano de publicacao.

Documentos eletronicos:

(Nome(s) do(s) autor(es), instituicdo ou 6rgdo governamental* / titulo / publicacdo /

endereco eletronico / data de acesso).

*Nota: Quando se tratar de Orgdos governamentais da administracdo (Ministérios,
Secretarias e outros) entrar pelo nome geografico em caixa alta (pais, estado ou

municipio), considerando a subordinagéo hierarquica, quando houver.



298

51

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instru¢do Normativa N°
62, de 29 de dezembro de 2011. Disponivel em:
<http://www.leitedascriancas.pr.gov.br/arquivos/File/legislacao/IN62_2011 MAPA.pdf>.

Acesso em: 15 mar. 2017.

A revista Medicina Veterinaria (UFRPE) ndo aceita a citacdo de trabalhos apresentados em
eventos cientificos (anais de eventos de qualquer natureza), trabalhos de monografias,

dissertacdes de mestrado, teses de doutorado, bem como informacdes verbais ou similar.

As duvidas devem ser direcionadas ao Comité Editorial da revista Medicina

Veterinaria (UFRPE) através do e-mail: revmedvet@ufrpe.br
Revisdo em: 30/05/2017.
Condigdes para submissao

Como parte do processo de submisséo, os autores séo obrigados a verificar a conformidade
da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo

estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por
outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentéarios ao editor".

2. O arquivo da submissdo estd em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF.

3. URLs para as referéncias foram informadas quando possivel.

4. O texto estd em espaco duplo; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico em vez
de sublinhado em nomes cientificos (exceto em enderecos URL); as figuras e
tabelas estdo inseridas no texto, ndo no final do documento na forma de anexos.

5. O texto segue os padrGes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em
Diretrizes para Autores, na pagina Sobre a Revista.

6. Em caso de submissdo a uma secdo com avaliagdo pelos pares (ex.: artigos), as

instrucBes disponiveis em Assegurando a avaliacdo pelos pares cega foram

seguidas.

Politica de Privacidade
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Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s
servigos prestados por esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades

0u a terceiros.
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Declaracéo para o uso de animais em experimentacao e/ou ensino

Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissao de ética no uso de animais - CEUA

Licen¢a para o uso de animais em experimentagfio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
no uso de suas atribui¢des, autoriza a execucdo do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 043/2016

Numero do processo 23082.003287/2016
Data de emisséo da licenca 02 de Maio de 2016
Titulo do Projeto Investigagdo epidemioldgica da infecgdo por

Mycoplasmataceae em bufalos no estado de Pernambuco..

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extenséo)

Responsavel pela execugdo do José Wilton Pinheiro Junior

projeto

Colaboradores Grasiene de Meneses Silva; Sandra Batista dos Santos;

Rinaldo Aparecido Mota; Allison Alves de Macédo; Jonas de
Melo Borges.

Tipo de animal e quantidade total Bubalino; total de 346 animais (fémeas).

autorizada

WIS A
Prof*. Dra. Marleyne Jbsé Afonso Accioly Lins Amorim

UFRPE . "
(Coordenadora da CEUA-UFRPE) i5;  Piof D Matleyne Amorin
@ Coordesadora CEUA
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APENDICE 1

Ficha de identificacio das propriedades e controle dos animais amostrados

Propriedade N°

Propriedade:

Proprietario:

Municipio:

Estado:

Coordenadas: W

Data da coleta:

S

Responsavel:

FICHA DE COLETA - MICOPLASMOSE

NO

NOME/ID. ANIMAL Micoplasmose Observagoes




APENDICE 2

Termo de Declaracgéo de Livre Consentimento

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Departamento de Medicina Veterinaria
TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

EU, , responséavel pelos animais da espécie

Sexo , ESTOU CIENTE de que os animais de minha propriedade faréo parte do projeto de pesquisa intitulado
“Investigacdo Epidemiologica da Infeccio por Mycoplasmataceae em bifalos no estado de Pernambuco’, em
desenvolvimento no Laboratério de Doengas Infecciosas dos Animais Domésticos do Departamento de Medicina

Veterindria, sob a responsabilidade do Professor Dr. José Wilton Pinheiro Junior.

Outrossim, declaro ter sido cientificado de forma pormenorizada sobre 0s procedimentos que serdo aplicados

nesses animais.

Por estar plenamente de acordo, firmo o presente.

, de de

ASSINATURA
NOME:
RG n°:



