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RESUMO

Com o objetivo de aprimorar os métodos diagnosticos em micoplasmoses foi realizado um
estudo utilizando-se muco prepucial e sémeninnaturade touros de montanatural e de umacentral
deinseminagdoartificial comoobjetivo de reduzir o tempo necessario paraaemissao de resultados
e aumentar os niveis de deteccdo, assumindo o isolamento bacteriano, técnica dependente da
viabilidade microbiana, como teste gold standard. Cento e setenta e cinco amostras de muco
prepucial e 143 amostras de sémen fresco foram estudadas. Através da técnica de PCR (Reacdo da
Polimerase em Cadeia), umatriagem préviadas amostras foi realizada para detec¢do de Mollicutes,
utilizando-se o sistema MGSP/GPO-1. Primers espécie-especificos paraMycoplasmabovigenitalium
e Ureaplasma diversumforam posteriormente utilizados. Ao isolamento, foram observados 45,1%
(79/175) de positivos para Mollicutes e 66,5% (115/173) para U. diversum em muco de prepucial .
Comparativamente, a PCR revelou 63,7% (109/171) de amostras positivas através de sistema de
MGSP/GPO-1, 42,6% (72/169) de amostras positivas para M. bovigenitalium e 72,9% (124/170) para
U. diversum. O estudo dasamostras de sémen apresentou 22,5% (32/142) de positivos para Mollicutes
e 51,7% (74/143) para U. diversum, através do isolamento. Pela PCR, foram detectadas 24,1% (33/
137) de amostras positivas no sistemaMGSP/GPO-1, 27,4% (34/124) de amostras positivas paraM.
bovigenitalium e 56,6% (73/129) para U. diversum. O teste de McNemar para presenc¢a de Mollicutes
em muco de prepucial (p = 0,57), mostrou que o sistema MGSP/GPO-1 pode ter um valor
consideravel quando associado a deteccdo especifica de U. diversum, apresentando uma boa
sensibilidade (75,2%), porém baixa especificidade (58,9%). A andlise estatisticamostrou que o sistema
MGSP/GPO-1 de triagem poderia substituir o isolamento preliminar para Mycoplasma spp. em
amostras de sémen (p = 0,86).

PALAVRAS-CHAVE: Mycoplasma, Ureaplasma diversum, touros, sémen, diagnostico.

ABSTRACT

COMPARATIVESTUDY BETWEEN ISOLATION TECHNIQUES AND PCRFORMYCOPLASMA
AND UREAPLASMA DIVERSUM DETECTION IN PREPUCIAL MUCUS AND FRESH SEMEN
FROM NATURAL BREEDING AND Al CENTER BOVINE BULLS.With the objective ofimproving
the diagnostic methods in mycoplasmosis, a study was carried out using bovine prepucial mucus
and fresh semen from natural breeding and one Artificial Insemination Center with the aim to
reduce the time necessary for the emission of resultsand to increase the detection levels, assuming
bacterial isolation, ontechnique thatdependsonmicrobial viability, asthe gold standard test. One
hundred and seventy-five prepucial mucus samples and 143 fresh semen samples were studied.
By PCR (Polymerase Chain Reaction) technique, a previous screening using the MGSP/GPO-1
system was tested for Mollicutes detection. Species-specific primers for Mycoplasmabovigenitalium
and Ureaplasma diversumwere used subsequently. By isolation there were observed 45.1% (79/175)
of positivity for Mollicutes and 66.5% (115/173) for U. diversumin prepucial mucus. Comparatively,
PCR revealed 63.7% (109/171) of positive samples by MGSP/GPO-1, 42.6% (72/169) of positive
samples for M. bovigenitalium and 72.9% (124/170) for U. diversum. The semen samples study
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presented 22.5% (32/142) of positivity for Mollicutesand 51.7% (74/143) forU.diversum, by isolation.
By PCR, 24.1% of positive samples were detected (33/137) using the MGSP/GPO-1 system, 27.4%
(34/124) of positive samples for M. bovigenitaliumand 56.6% (73/129) for U. diversum. The McNemar
test for the Mollicutes presence in prepucial mucus (p =0.57) showed that the MGSP/GPO-1system
can have aconsiderable value when associated with specific detection ofU.diversum,showinggood
sensitivity (75.2%), however lower specificity (58.9%). The statistical analysis showed that the
screening by MGSP/GPO-1 system could substitute the preliminary isolation of Mycoplasmaspp.in

semen samples (p = 0.86).

KEY WORDS: Mycoplasma, Ureaplasma diversum, bulls, semen, diagnosis.

INTRODUCAO

Vérias sdo as doengas infecciosas que afetam o
desempenho reprodutivo de bovinos: brucelose,
leptospirose, campilobacteriose, rinotraqueite infec-
ciosa bovina, diarréia viral bovina e tricomoniase,
estdo entre as mais freqientemente associadas a
distdrbios reprodutivos EacLasome et al., 1992;
KirkeriDE, 1987). Ao lado destas doengas, varias
outras, menos conhecidas e, conseqlientemente,
pouco divulgadas, como as micoplasmoses, deveri-
am ser investigadas, pois resultam em quadro
sintomatolégico semelhanteaquelas citadas acima,
além de constar da lista B da Organizacao Interna-
cional de Epizootias (OIE) como doengas suscetiveis
de serem transmitidas pela inseminacéo artificial
(THiBIER & GuERIN, 2000).

Mycoplasma e Ureaplasmadiversumséo conhecidas
e ocorrem predominantemente na cavidade oral,
tratos respiratério e urogenital de varias espécies
animais e de humanos. Estes agentes estdo
comprovadamente envolvidas em casos de vesiculite
seminal, balanopostite, epididimite PiLaszek &
Truszcynski, 1988) e outras patologias responsaveis
por alteracdes morfolégicas e funcionais dos
espermatozoéides (EacLesome et al., 1992; PANANGALA et
al.,1981), comodiminuicdo damotilidade que resulta
em baixa qualidade do sémen (Doig, 1981b; FisH et al.,
1985; HalL & McEnteg, 1981; Hurvan et al., 1985;
Jasper, 1987; ReAE et al.,, 1995).

A transmissibilidade venérea dos micoplasmas e
ureaplasmas para fémeas sés, através de partidas de
sémen contaminado, é de relevante importancia
(KirkeriDe, 1987). Mycoplasma spp. e U. diversum tém
distribuicdo mundial e podemser disseminadosatra-
vés do comércio internacional de animais, sémen
industrializado e recentemente, de produtosdetrans-
feréncia de embrides (Brirton et al., 1988; Doic et al.,
1981b; MiLLer et al., 1994).

A aderéncia dos microrganismos interfere na
espermatogénese, transporte espermatico, capacitagéo
e fecundagdo. Além disso, espermatozéides podem
atuarcomovetores natransmissdo dosagentes, jaque
osantibiéticosrotineiramente utilizadosem Centrais
de Inseminag¢do ndo agem sobre micoplasmas e
ureaplasmas (RAe et al., 1995).

Aimportanciade Mycoplasma spp. eU. diversumem
sémen de touros de campo e de central de inseminagao
(Cl)écaracterizada pelainterferénciacomamaturagéo
espermatica e diminuicdo da resisténcia do
espermatozoide ao choque causado pelacongelagdo e
descongelagéo. Infeccbes dos testiculos ou epididimo
podem resultar em alterac6es morfolégicas (ultra-es-
trutural) no espermatozéide e a motilidade pré-conge-
laco pode diminuir (Kirkeriog, 1987).

Os métodos utilizados rotineiramente para a
detec¢do de Mycoplasma e Ureaplasma estdo restritosa
técnicas de cultivo e identificagdo soroldgica das
cepas isoladas (Imunodifusdo, Imunoperoxidase,
Imunofluorescéncia e ELISA), métodos estes demora-
dos, de dificil observagao e dispendiosos (KuppeveLD
etal., 1992; Simecka etal., 1992). Apesar do cultivo ser
considerado uma “técnica de certeza”, pois através
delaé possivel avisualizagdo dos microrganismos, as
dificuldades encontradas nacoleta do material clini-
co a campo, onde sua contaminagdo por bactérias
oportunistas é fato comum, e o tempo decorrido entre
acoletaeoprocessamento laboratorial, podem alterar
aviabilidade do microrganismo, prejudicando o cul-
tivoemmeiosartificiais, o que tornaosresultados dos
exames incertos. Estes fatores tém determinado a
implementacéo de técnicas mais sensiveis e especifi-
cas e a0 mesmo tempo mais rapidas e econdmicas
como técnicas moleculares. APCR (Polymerase Chain
Reaction/Reacao daPolimeraseem Cadeia), temsido
utilizada com a intencéo de tornar o diagnéstico das
micoplasmoses, em geral, mais eficiente.

Combinando-se o primer MGSO selecionado a
partir da regido 16Sr RNA com o oligonucleotideo
procariotico GPO-1, amplifica-se um fragmento de
715 pares de bases, o qual esta presente em todos os
organismos da classe Mollicutes KurrevewD et al.,
1992). No presente trabalho, estes primers foram
utilizados com a intencdo de testar sua eficiénciaem
um processo de triagem das amostras clinicas, inde-
pendentemente da utilizacdo dos primers espécie-
especificos.

Com o objetivo de testar as técnicas diagnosticas
para micoplasmoses da reproduc¢do em bovinos, foi
realizado um levantamento utilizando-se muco
prepucial e sémenin naturade touroscom o intuito de
reduzir o tempo para emissdo dos resultados
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laboratoriais e melhorar os niveis de detec¢do dos
agentes, assumindo o isolamento bacteriano laborio-
so, demorado e dependente de organismos viaveis,
como teste gold standard.

MATERIAL E METODOS

Os materiais clinicos utilizados para detec¢édo da
presenca de Mycoplasma spp., M. bovigenitalium e U.
diversum foram muco prepucial e sémen in natura,
colhidos de touros de quatro propriedades rurais e
uma central de inseminacéo, localizadas no Estado
de Sdo Paulo.

As amostras de muco de prepucio foram colhidas
utilizando-se swabs, introduzidosnoorificioprepucial
apostricotomiae higienizacéo local comaguacorren-
te. Osswabsforam conservadosem meiode transporte
A, (CunHaet al, 1987), e mantidos sob refrigeragéo
(4° C) até o momento do processamento laboratorial,
realizado em um periodo maximo de 48.

As amostras de sémen foram colhidas por eletro-
ejaculacdo, em tubos estéreis, e mantidas sob refrige-
ragéo.

Diagnostico Laboratorial

Odiagnostico laboratorial foirealizado atravésde
2 métodos distintos de detec¢do bacteriana: o isola-
mento e a PCR. Primeiramente, as amostras de muco
prepucial e sémen, foram semeadas em meios de
cultura especificos para cultivo de Mycoplasma e
Ureaplasma, 4gares M (Hayflick) e U, caldos M e U,
segundo RUHNKE & RosenpAL, 1994. Os 4gares M e U
foram friccionados com o swab e, posteriormente, a
partirdomeiode transporte contendo muco, o volume
de 0,3 mL da suspensao foi utilizado para realizagdo
de 3 diluigdes decimais em caldos M e U, totalizando
2placase6tubosparaleiturasubseqliente, poramos-
traclinica processada. As placas de 4gar foram incu-
badas por 15 dias, a 37° C em jarra de microaerofilia
(Genovezet al., 1989), sob atmosfera de 95% N, + 5%
CO,e0,residual, apos aremocéo doar dointerior da
jarra (-600 mmHg) utilizando-se bomba de vacuo. Os
caldos foram incubados por até 15 dias a 37° C, em
aerobiose.

Asplacaseostubosforam observadosdiariamen-
te por 15 dias consecutivos. As placas de agar foram
lidas em lupa estereoscopica com aumento de 40X.

O crescimento de Mycoplasma e Ureaplasma foi
caracterizado através de morfologia colonial tipica,
guandodocrescimento sobreagar. O crescimento nos
caldos foiobservado através daalteracdo dacoloracao
dos mesmos (pela mudanca do pH, o caldo amarelo
se torna roseo) e/ou através de sub-cultivos (caldo =
agar) para confirmagao do crescimento bacteriano.

Os cultivos positivos foram conservados sob con-
gelamento (-70° C) para posterior caracterizagdo das
estirpes.

Foram consideradas negativasasculturasonde
nao foi observada alteracdo do pH do caldo e/ou
ndo foram evidenciadas coldnias caracteristicas
em agar.

PCR

O DNAgendmicodasamostrasde muco prepucial
foi extraido e purificado utilizando-se a técnica de
Fenol - Cloroférmio (Bareevrac et al., 1996), a partir de
1 mL dos meios de transporte A ,,.contendo as amos-
trasclinicas dosanimais. Paraasamostras de sémen,
foi utilizada a técnica de extracdo de DNA CTAB
(Rocers & BenpicH, 1994). Para a execug¢do da PCR
foram utilizados os protocolos de Caroosoet al.(2000),
KosavasHi et al. (1997), Kuppeverp et al. (1992) e
SueravANIAN et al. (1998).

Como controles positivos de reacao foram utiliza-
das estirpes padrdao ATCC (American Type Culture
Collection). O controle negativo foi realizado com
uma aliquota da mistura de reacdo sem aplicacao de
amostra clinica ou estirpe padrdo. Os produtos am-
plificados foram aplicadosem gel de agarose, subme-
tidos a eletroforese e corados com brometo de etidio
para visualizagcdo em transiluminador.

Analise Estatistica

As provas de McNemar (SieceL, 1975), utilizando
c?, tabela 2 x 2, e indice Kappa (MaAcLURE & WILLET,
1987) foram utilizadas paraandalisecomparativaentre
as técnicas de cultivo e PCR, adotando-se o nivel de
confianga de 0,05.
A eficiéncia comparativa das técnicas de
PCR e cultivo foi estabelecida com os indices relati-
vos de sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos (GALEN & GAMBINO,
1975).

RESULTADOS
Isolamentos e PCR

As porcentagens de detecgdo de Mycoplasmaspp.
e U. diversum obtidas pelo isolamento, sdo apresenta-
das na Tabela 1.

NaTabela2,constamosresultadosdadeteccdode
Mycoplasma spp., M. bovigenitalium e U. diversum ob-
tidos pela técnica de PCR.

A Tabela 3 apresenta as freqléncias de deteccéo
de Mycoplasma spp. e U. diversum por isolamento e
PCR.
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Tabela 1 - Cultivos para isolamento de Mycoplasma spp. € U. diversum em bovinos, segundo o grupo experimental, o
material clinico e o microrganismo investigado. Sdo Paulo, 1999 - 2002.

Grupost Muco prepucial Sémen
Mycoplasma spp. (%)? U. diversum (%) Mycoplasma spp. (%) U. diversum (%)
1 61/105 (58,1) 82/103 (79,6) 21/79 (26,6) 52/80 (65,0)
2 18/70 (25,7) 33/70 (47,1) 11/63 (17,5) 22/63 (34,9)
Total 79/175 (45,1) 115/173 (66,5) 32/142 (22,5) 74/143 (51,7)

'Grupo 1: reprodutores de campo; Grupo 2: reprodutores de central de inseminacao.

2Proporc¢ao: numero de positivos/numero de examinados.

Tabela 2 - Exames de PCR paraMycoplasma spp. ou M. bovigenitalium ou Ureaplasma diversumem bovinos, segundo o tipo
de material clinico, o grupo experimental e o tipo de primer empregado. Sao Paulo, 1999 —2002.

Materiais Primers Grupos
1! 2 Total
Resultados
Positivos/total (%) Positivos/total (%) Positivos/total (%)
MGSO/GPO-1 67/88 (76,14) 42/82 (51,22) 109/170 (64,12)
Muco Prepucial M. bovigenitalium 46/87 (52,87) 26/81 (31,09) 72/168 (42,85)
U. diversum 78/87 (89,65) 51/83 (61,44) 129/170 (75,88)
MGSO/GPO-1 14/36 (38,89) 5/59 (8,47) 19/95 (20,00)
Sémen M. bovigenitalium 17/36 (47,22) 4/52 (7,69) 21/88 (23,86)
U. diversum 31/37 (83,78) 23/54 (42,59) 54/91 (59,34)

!Grupo 1: reprodutores de campo; Grupo 2: reprodutores de central de inseminacgéo.

2Proporc¢ao: numero de positivos/numero de examinados.

Tabela 3 - Comparacao entre as frequiéncias de detec¢do de Mycoplasma spp. ouU. diversumpor isolamento e PCR, segundo

o material clinico e o grupo estudado. Sao Paulo, 1999 - 2002.

Grupos Muco Prepucial Sémen
Mycoplasma spp. (%) U. diversum (%) Mycoplasma spp. (%) U. diversum (%)
Isol*. PCR? Isol. PCR Isol. PCR Isol. PCR
1 58,1 76,9 79,6 85,1 26,6 35,5 65,0 76,6
2 25,7 43,3 47,1 55,1 17,5 9,8 34,9 26,9
tlsolamento.

2Reacdo da polimerase em cadeia.

Avaliacéo da eficiéncia do sistema MGSO/GPO-
1 frente ao isolamento bacteriano

A eficiéncia do sistema MGSO/GPO-1 e dos
primers espécie-especificos (Mbg e UD) utilizados na
PCR, analisada pelos testes de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e negativo,
indice Kappaec?de McNemar, nasamostras de muco
prepucial e sémen, pode ser observada nas tabelas 4
e 5, respectivamente.

No diagndéstico de muco prepucial, os valores de
p 3 0,05 foram encontrados na utilizagdo do primer
Mbg (M. bovigenitalium) frente ao isolamento de
Mycoplasma spp. e do sistema MGSO/GPO-1, frente
aoisolamento deU. diversum. Para o sémen, p30,05foi
observado no sistema MGSO/GPO-1 frente ao isola-
mento de Mycoplasma spp. e frente a PCR para M.
bovigenitalium; na utilizacdo dos primers para M.
bovigenitalium e U. diversum frenteaosisolamentosde
Mycoplasma spp. e U. diversum , respectivamente.
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Tabela 4 - Analise comparativa entre o isolamento bacteriano e a PCR, técnicas utilizadas para detec¢ao de Mycoplasma
spp. ou M. bovigenitaliumou Ureaplasma diversumem muco prepucial bovino. Sdo Paulo, 1999 — 2002.

Técnicas testadas Sensibilidade  Especificidade  VP+!  VP-2 Teste c2(McNemar)? p*
(%) (%) (%) (%) Kappa

PCR MGSO/GPO-1¢e 76,62 46,81 54,13 70,97 0,2258 14,13 0,0002

Isolamento Mycoplasmaspp.

PCR M. bovigenitaliume 49,35 63,44 52,78 60,20 0,1286 0,22 0,6397

Isolamento Mycoplasmaspp.

PCR MGSO/GPO-1¢e 75,22 58,93 78,70 54,10 0,3340 0,31 0,5754

Isolamento U. diversum

PCR U. diversume 85,84 44,64 75,78 60,98  0,3269 4,17 0,0411

Isolamento U. diversum

PCR M. bovigenitalium e 57,80 86,44 88,73 52,58 0,3854 25,35 0,0000

PCR MGSO/GPO-1

Valorpreditivopositivo.

2Valor preditivo negativo.

3Qui-Quadrado de McNemar.

*Probabilidade associada a hip6tese de nulidade.

Tabela 5 - Analise comparativa entre o isolamento bacteriano e a PCR, técnicas utilizadas para detec¢ao de Mycoplasma
spp. ou M. bovigenitalium ou Ureaplasma diversumem sémen bovino. Sao Paulo, 1999 — 2002.

Técnicas testadas Sensibilidade  Especificidade  VP+!  VP-2 Teste c2(McNemar)? p*
(%) (%) (%) (%)  Kappa

PCR MGSO/GPO-1¢e 45,16 81,55 42,42 83,17 0,2613 0,03 0,8676

Isolamento Mycoplasmaspp.

PCR M. bovigenitaliume 34,48 74,74 29,41 78,89 0,0870 0,37 0,5419

Isolamento Mycoplasmaspp.

PCR MGSO/GPO-1¢e 34,25 79,10 64,10 52,48 0,1308 17,56 0,0000

Isolamento U. diversum

PCR U. diversume 71,88 50,77 58,97 64,71 0,2261 3,38 0,0660

Isolamento U. diversum

PCR M. bovigenitalium e 74,19 89,13 69,70 91,11  0,6200 0,06 0,8137

PCR MGSO/GPO-1

Valorpreditivopositivo.

2Valor preditivo negativo.

3Qui-Quadrado de McNemar.

*Probabilidade associada a hip6tese de nulidade.

DISCUSSAO

Carposo, (1998) empregou a técnica de PCR, com
primers obtidos da regido 16S rRNA e condic¢des de
estringénciaespecificas, paraapesquisadeU.diversum
em muco vulvovaginal bovino. Através daPCR foram
classificados como positivos 52,9% de 168 fémeas
estudadas, enquanto que pelo isolamento a taxa de
deteccéo foi de 35,7%.

Um dos poucos trabalhos comparativos enfocando
a deteccdo de micoplasmas através da PCR e de
métodos de isolamento utilizando swabs penianos,
pré-ejaculados e sémen de 438 eqilinos, relatou taxa

de 80% (352/438) de positivos pelaPCR e 29% (125/
438) pelo isolamento, mostrando uma diferenca con-
sideravel, no entanto, estas discrepancias estdo de
acordocomrelatos que descrevem umabaixasensibi-
lidade paraastécnicasdeisolamento de micoplasmas
apartirdeamostrasclinicas quando comparadas aos
métodos moleculares (Spereser et al., 2002).

AveerTEN (1955), na Dinamarca, aventou a pos-
sibilidade de que microrganismosresistentesaantibio-
ticos seriam responséaveis pela baixa fertilidade persis-
tenteemtouros. Comointuitodeesclarecerestahipdtese,
obteve 89% (76/85) de amostras de sémen positivas ao
isolamento, paramicrorganismos dogénero Mycoplasma.
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A contaminacgao de sémenemuco prepucial porU.
diversum foi verificadaem 1969, naInglaterra, quando
10 culturas de muco prepucial e 84% de 32 amostras
de sémen in natura foram positivas para o agente
(TAvLor-RoeinsoN et al., 1969). Posteriormente,
Onoviran et al. (1975), no Canadd, observaram 35% de
132amostras de mucos prepuciais, 24% de 140 amos-
tras de sémenin naturae 14% de 42 amostras de sémen
processado, positivas para U. diversum. Na
Tchecoslovaquia, em 1978, foram observados 46,5%
de positivos em 202 amostras de sémen de touros de
centrais de inseminagdo Qoig, 1981a). BaLL et al.
(1987) examinaram 332 amostras de sémen fresco e
detectaram 46% de contaminagdo por Mycoplasma
spp., destas, 32% também estavam contaminadas por
U. diversum. RuHnke (1994), no Canad4, reportou uma
variacdo de 23 a 84% de touros positivos para U.
diversum em sémen fresco; contudo, as amostras de
muco prepucial e secre¢do de uretra distal apresenta-
ram uma variagao de 29 a 100% de positivos sendo
que a presencga de ureaplasmas nestes sitios geral-
mente ndo esté associada a sinais clinicos.

O primeiro registro da presenca de Ureaplasma
diversum em bovinos no Brasil foi efetuado por Caroo-
soetal.(1997), a partir de muco vaginal de fémeas que
apresentavam vulvovaginite granular (VVG). Poste-
riormente, em levantamento realizado em sete propri-
edades da macro-regido de Itapetininga, Estado de
S&o Paulo, de 152 amostras colhidas de 59 vacas com
sintomatologia clinica de VVG, houve 54 (91,5%)
positivas para U. diversum (Carooso et al., 2000).

Na deteccao de Mycoplasma spp., as amostras de
muco prepucial do Grupo 1 apresentaram 58,1% (61/
105) de positividade pelo isolamento e 76,9% (80/104)
pela PCR; no Grupo 2, as positividades foram 25,7%
(18/70) ao isolamento e 43,3% (29/67) a PCR. Nas
amostras de sémen, as frequéncias de Mycoplasma spp.
observadas foram 26,6% (21/79) ao isolamento e 35,5%
(27/76) aPCR,paraoGrupol;nogrupo2asfreqiiéncias
foram 17,5 (11/63) no isolamento e 9,8 (6/61) aPCR.

No Brasil, Terazaki et al. (1991) examinaram sé-
men processado em centrais de inseminagdo e encon-
traram uma frequéncia de 10% (11/110) de positivos
para Mycoplasma spp., no entanto, PouMARAT & MARTEL
(1987) registraram frequéncias de isolamento para
Mollicutes variaveis, de 40 4 80% e para U. diversum,
de 10 & 47% em sémen bovino. No presente estudo
houve menores taxas de isolamento para Mollicutes
e maiores para U. diversum. Contudo, RUHNKE &
RosenpAL (1994) referiram uma freqiéncia variavel de
23 a 84% de positividade paraU. diversum em sémen
in natura contaminado, o que coincide com o presente
trabalho. Sugeriram ainda, a importancia do sémen
como veiculo natransmissao de ureaplasmas. Resul-
tado compativel foi encontrado por FisH et al. (1985),
que observaram 53,3% de Mycoplasmaspp.e48,8% de

U. diversum e por Hopces & Holanp (1980), que
encontraram 76% de positividade para ureaplasmas
em amostras de muco prepucial bovino.

A espécie M. bovigenitalium foi encontrada em
56,4% (57/101) das amostras de muco prepucial no
Grupole22,1%(15/68)no Grupo 2. Nasamostrasde
sémen, a freqliéncia encontrada foi de 43,2% (32/74)
no Grupo 1e4,0% (2/50) no Grupo 2, confirmando os
altos indices de infec¢do por tal agente. Dados simi-
lares foram relatados por BaLL et al. (1987) que detec-
taram 48% de positivos paraM. bovigenitaliume 72%
de positivos para Ureaplasma em muco prepucial
bovino enquanto que no sémen, as taxas foram 20 e
32%, respectivamente.

As positividades encontradas pelaPCR dizemres-
peito autilizacao do sistemaMGSP/GPO-1,quedetec-
taMollicutes. Astaxas de deteccdo deMycoplasmaspp.
e U. diversum, pela PCR, foram menores (9,8 e 26,9%,
respectivamente) que as encontradas ao isolamento
(17,5e 34,9%, respectivamente) nasamostras de sémen
colhidas nos animais do Grupo 2, contrariando o
restante dos resultados, onde a PCR detectou maior
numero de positivos,como o esperado. O achado pode
ser explicado pelo processo de extracdo do DNA
cromossomal, que apesar detersidoomesmoutilizado
com o restante das amostras processadas, pode ter
sofridoinfluénciade fatoresinibidores. Comorelatado
por GueriN et al. (1995), VAN ENceLENBURG et al. (1993) e
Xia et al. (1995), componentes presentes no plasma
seminal podem causar inibicéo a reacdo daPCR.

Naanalise comparativa dos valores discordantes
entre técnicas de processamento de muco prepucial
(McNemar), ndo houve diferenca estatisticamente
significante, quando foram comparadas as técnicas:
PCR por sistema MGSO/GPO-1 e isolamento de U.
diversum (p = 0,5754), além de PCR para M.
bovigenitalium e Isolamento paraMycoplasmaspp. (p=
0,6397). Noentanto, houve significancia (p£0,05) para
osvaloresdiscordantesobservadosnosresultadosdos
testes efetuados em muco: PCR por sistema MGSO/
GPO-1 comparada ao isolamento de Mycoplasma spp.
e comparada a PCR para M. bovigenitalium, além de
PCR e isolamento paraU. diversum.Observa-se,portan-
to, que apesar da técnica de PCR ter apresentado
maiores frequéncias de deteccdo que os isolamentos,
na maioria dos grupos estudados, os testes de sensibi-
lidade, especificidade e Kappa, ndo indicaram a utili-
zacao unica de umatécnicamolecular paraadeteccao
bacteriana. Nas associagdes, onde os resultados dis-
cordantes entre dois procedimentos ficaram dentro da
margem do acaso, a substituicdo de uma técnica pela
outra seria razoavel.

A possibilidade de substituicdo da técnica de
isolamento pelo sistema MGSO/GPO-1 de PCR, foi
encontrada para o diagnostico inicial (triagem) de U.
diversum em muco prepucial e, nas amostras de sé-
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men, para Mycoplasma spp. Apesar da comparagao
entre as técnicas ter apresentado esta possibilidade
de substituicdo, novas investigacOes sdo indicadas
com vistas & melhoria das caracteristicas de sensibi-
lidade e especificidade apresentadas.

Observou-se que no processamento de amostras
de muco prepucial e sémen, a PCR especifica paraM.
bovigenitalium poderia substituir o isolamento, apri-
morando sobremaneirao diagndstico, jAqueatécnica
de isolamento néo € espécie-especifica para esta bac-
téria, necessitando-se de uma prova sorolégica para
a tipagem bacteriana.

Em sémen, foi constatado que a PCR espécie-
especifica, para U. diversum, teria pouca possibilida-
de deserumaalternativaao isolamento (p =0,066). A
prova apresentou uma especificidade mediana
(50,77%) e o indice Kappa apresentou um grau de
concordéancia razoavel (0,2261). Carooso et al. (2000),
padronizaram a técnica de NESTED-PCR para o di-
agnostico de vulvovaginite granular, selecionando
os pares de primers UD, utilizados para detectar U.
diversum em amostras de muco vaginal bovino. No
referido trabalho, 52,9% das amostras testadas foram
positivasresultandoem 100% de sensibilidade, 73,1%
de especificidade e 82,7% de eficiéncia paraatécnica
de PCR.

Os exames de sémen apresentados na tabela 6
mostram que a PCR espécie-especifica para M.
bovigenitalium foi plenamente satisfatoria (p=0,8137)
emrelacdoaosistemaMGSO/GPO-1de PCR, ouseja,
afrequénciade valores discordantes observados esta
dentro damargem atribuidaao acaso. A técnica mos-
trou uma sensibilidade razoavel (74,19%), uma boa
especificidade (89,13%) e o indice Kappa apresentou
concordancia substancial (0,62).

Os resultados obtidos neste trabalho trouxeram
informac0Oesrelevantes paraoslaboratérios diagnos-
ticos onde a padronizagao de técnicas de isolamento
de micoplasmas pode ser dificil. A baixa sensibilida-
de encontrada no diagnéstico em sémen pode ser
justificada pela presenca de inibidores presentes na
reagdo. Por outro lado, o diagnéstico molecular em
muco prepucial apresentou uma boa sensibilidade,
porém, baixa especificidade. A PCR para M.
bovigenitalium apresentou excelente nivel de detecgao
em muco prepucial e em sémen, justificando a neces-
sidade dodiagndstico destaespécieem reprodutores,
especialmente em amostras de sémen, que deveriam
estar livres de qualquer contaminagéo.
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