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Diferenciacao de tipos de Mycbplasma mycoides na
etiopatogenia da micoplasmose caprina

Differentiation of Mycoplasma mycoides types on the etiopathogeny of
goat mycoplasmosis

Valquiria Pinto Barbosa,* Elmiro Rosendo do Nascimento,** Maria das Gragas Miranda Danelli,” Maria da Graga Fichel do
Nascimento,*** Marcos Antdnio José dos Santos,**** Gilberto Brasil Lignon,*** Vinicius Resende Ribeiro™**

Resumo

Dentre as vérias espécies e subespécies de micoplasma, isoladas de caprtinos, Mycoplasma mycoides subesp. mycoides
e M. mycoides subesp. capri, sao considerados importantes patégenos, por produzirem doengas com diversas manifesta-
¢des clinicas (infecgdes sistémicas, pneumonia, artrite, agalaxia etc.). O propédsito desse estudo foi pesquisar a presenca
dessas subespécies em caprinos com diagnéstico de micoplasmose, oriundos de uma propriedade localizada em Nova
Friburgo, municipio do estado do Rio de Janeiro. Na coleta de espécimes para o diagndstico, usou-se o método de lavagem
do conduto auditivo externo de 20 animais, utilizando-se o meio liquido de Hayflick. Ap6s a obtengao dos lavados de ouvido, as
amostras foram cultivadas segundo os procedimentos padroes. Os cultivos em placa foram examinados -em microscépio
estereoscopico, visando a observagdo de coldnias tipicas de micoplasma. Essas coldnias foram coradas pelo método de
Dienes, submetidas aos testes de sensibilidade a Digitonina e Imunoperoxidase Indireta (IPl), para posterior identificagao.
Todos os caprinos examinados apresentaram cultivo positivo para Mycoplasma spp., i.é, 100% (20/20) e desses, 80% (16/20)
foram positivos para M. mycoides. Das amostras positivas para M. mycoides, 70% (14/16) o foram para M. mycoides subesp.
mycoides tipo Colonia Grande (“Large Colony-LC"), 45% (9/16) para M. mycoides subesp. mycoides tipo Colbnia Pequena
(“Small Colony-SC”) e 70% (14/16) para M. mycoides subesp. capri, onde 12 dos 16 caprinos examinados portavam mais de
uma subespécie e/ou tipo no conduto auditivo. No presente estudo foram encontrados micoplasmas com caracteristicas de
ambas as subespécies e tipos (LC e SC), no conduto auditivo externo de caprinos, sugerindo a necessidade de estudos
adicionais para elucidagdo da etiopatogenia das micoplasmoses caprinas.
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Abstract

Among the various species and subspecies of mycoplasma isolated from goats, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides and
Mycoplasma mycoides subsp. capri have been considered important pathogens, due to disease production wit different clinical
manifestations (systemic infection, pneumonia, arthritis, agalactia, etc). The objective of this study was to search for the presence
of these subspecies in goats with diagnosis of mycoplasmosis, from one farm located in Nova Friburgo Municipality Rio de
Janeiro State, Brazil. For the diagnosis, the specimens were collected by using the method of external ear canal flushing with
Hayflick broth medium. After collecting the flushed material, the samples were cultured according to the standard procedures.
Cultures on agar plates were examined under stereomicroscope, in order to observe the typical growth of mycoplasma colonies.
These colonies were then stainned by the Dienes’s method, submitted to Digitonin Sensitivity and to the Indirect
Immunoperoxidase Tests, for further identification. All studied goats were culture positive for Mycoplasma spp., i. e, 100% (20/
20) positive, and from these, 80% (16/20) were positive for M. mycoides. From the M. mycoides positive samples, 70% (14/16)
were M. mycoides subsp. Mycoides Large Colony (LC) type, 45% (9/16) were M. mycoides subsp. mycoides Small Colony (SC)
type, and 70% (14/16) were M. mycoides subsp. capri. Out of those 16 goats M. mycoides positive, 12 had more than one
mycoplasma subspecies and/or type in the ear canal. In the present study, it was found mycoplasma with characteristics of both
M. mycoides subspecies of both LC and SC types, in the external ear canal of a single goat, suggesting the need of additional
studies for the elucidation of the etiopathogeny of goat mycoplasmosis.
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Introducao

Dentre as enfermidades que afetam os caprinos, as
micoplasmoses ressaltam-se em importancia, sendo res-
ponsaveis por perdas econdmicas significativas na
caprinocultura de todo mundo (Cottew, 1979 ; DaMassa et al.,
1992). No Brasil, mesmo sabendo-se da gravidade das
micoplasmoses caprinas desde o inicio da década de 40
(Penha, D’ Apice, 1942), os trabalhos sobre o assunto tém
sido numericamente inexpressivos diante do impacto econd-
mico que as infecgdes micoplasmicas representam para a
Caprinocultura Nacional (Penha, D’Apice, 1942 ; Rodwell,
Rodwell, 1978 ; Nascimento, Nascimento, 1982 ; Nascimen-
to, Nascimento, 1984a ; Nascimento, Nascimento, 1984b ;
Gomes et al., 1994 ; Nascimento et al., 1986 ; Nascimento et
al., 1990 ; Ribeiro, 1994 ; Ribeiro et al., 1997).

Existem varias espécies patogénicas de micoplasma que aco-
metem os caprinos, tais como o M. agalactiae, M. capricolum
subesp. capricolum, M. mycoides subesp. capri, M. mycoides
subesp. mycoides tipo (“Large Colony — LC”), M. conjuctivae, M.
ovipneumonie, M. capricolum subesp. capripneumonia
(DaMassa, 1996 ; DaMassa et al., 1992) etc. De todas essas
espécies, 0 M. mycoides vem atraindo particular interesse, ten-
do sido isolado de casos esporadicos de peritonite fibrinosa
(Littlejohns, Cottew, 1977), infecgéo ocular (Jonas, Barber, 1969),
pneumonia caprina (Nascimento et al., 1986), poliartrite
(Rosendal et al., 1979) e outras afec¢des. Devido a proximida-
de genética, é comum obter reagdes cruzadas entre as
subespécies mycoides (Rodweli, Rodwell, 1978).

O presente trabalho objetivou o diagnéstico de micoplasmose
caprina em nivel de subespécies e tipos com énfase para M.
mycoides nos lavados do conduto auditivo de caprinos de um
rebanho leiteiro.

Material e métodos

Animais e procedéncia: Foram utilizados 20 caprinos, sendo
18 fémeas e dois machos, com idades entre seis meses a
cinco anos. Todos mesticos, com caracteristicas leiteiras e
provenientes de um Unico criatério em regime de confinamento,
localizado no municipio de Nova Friburgo, regido serrana do
estado do Rio de Janeiro.

Coleta de espécimes: Em visita & propriedade e, ap6s a con-
tencdo dos animais, as coletas de espécimes para o diag-
nostico foram efetuadas individualmente, através da lava-
gem do conduto auditivo (Ribeiro et al., 1997), para a obten-
¢ao de micoplasmas e acaros. As lavagens foram feitas com
o préprio meio liquido para cultivo de micoplasma — Hayflick
modificado (Freudt, 1983), usando-se um aparelho de lava-
gem, esterilizado, por animal.

Cultivo e visualisagdo de micoplasmas: As aliquotas dos la-
vados de conduto auditivo foram semeadas em meio sdlido
de Hayflick modificado, para o isolamento de micoplasma.
As placas foram incubadas a 37°C, em microaerofilia, pelo
uso de jarra com vela acesa e examinadas no periodo de 48
a 72 horas, em microscopio estereoscépico. Apés a verifica-
¢ao do crescimento, blocos de &gar contendo colbnias tipi-
cas foram transferidos para tubos com tampa de rosca, con-
tendo meio liquido de Hayflick modificado e incubados a 37°C.
Os tubos foram examinados no prazo de 24-48 horas, para a
observagao da mudanga de cor, devido a alteragédo do pH do
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meio. Apds a verificagdo da mudanga de cor, os cultivos em
meio liquido foram misturados a 1:3 em glicerol e estocados
a —20°C (Nascimento, Nascimento, 1984b).

Classificagdo dos micoplasmas isolados: As colbnias tipicas
de micoplasma, i. &, Mollicutes, crescidas em meio sélido, fo-
ram diferenciadas de “formas L” de bactéria pelo método de
colorag@o de Dienes (1945). A observagao das coldnias de
micoplasma, cujos centros coram-se intensamente de azul,
circundados por um halo de azul mais claro, foi feita em mi-
croscopio estereoscopico com ampliagao de 40 a 100x. A dife-
renciagdo entre micoplasma, que é dependente de colesterol
e acoleplasma, que ndo necessita desse esterol, foi realizada
pelo teste de sensibilidade a Digitonina, conforme técnica an-
teriormente padronizada (Tully, 1983). A sorotipagem foi reali-
zada pelo teste de Imunoperoxidase Indireta, e empregou
antissoros especificos, produzidos em coelho, para
Mycoplasma mycoides subesp. mycoides Tipo SC,
Mycoplasma mycoides subesp. mycoides Tipo LC e
Mycoplasma mycoides subesp. capri, conforme descrito ante-
riormente (Imada et al., 1987). Devido a existéncia de reagoes
cruzadas observadas entre as subespécies e tipos de M.
mycoides (Rodwell, Rodwell, 1978), houve necessidade de se
padronizar os antissoros utilizados, homélogos e heterélogos,
para serem empregados na tipificacao das amostras de cam-
po, no presente estudo. O teste de Imunoperoxidase. Indireta
foi feito utilizando a diluigdo do soro que nao proporcionou
reatividade cruzada entre os soros heterélogos e, como con-
seqiiéncia, eliminando os resultados falso-positivos.

Resultados

De todos os animais estudados, obteve-se isolamento de
coldnias tipicas de micoplasmas em forma de “ovo-frito”, ap6s
um periodo de incubagao de 24 horas. Todas as amostras
obtidas foram confirmadas como Mollicutes, através do em-
prego do corante de Dienes e pertencentes, em 100%, ao
género Mycoplasma por terem sido sensiveis a Digitonina.
As amostras apresentaram halos de inibigdo em volta do dis-
co de digitonina, que variaram de 12 a 21mm de diametro.

A caracterizagdo de M. mycoides em subespécies mycoides,
tipos SC e LC, e capri, feita através da técnica de
Imunoperoxidase Indireta em placa, revelou que, dos 20
caprinos, examinados, 80% (16/20) foram positivos para M.
mycoides. Desses caprinos M. mycoides positivos, 56% (9/
16) tinham M. mycoides subesp. mycoides (SC e LC) e M.
mycoides subesp. capri; 18% (3/16), M. mycoides subesp.
mycoides (LC) e M. mycoides subesp. capri, 13% (2/16) ti-
nham apenas M. mycoides subesp. mycoides (LC) enquanto
13% (2/16) tinham somente M. mycoides subesp. capri. Des-
ta forma, das cepas de M. mycoides, obtidas, 70% (14/16)
foram M. mycoides subesp. mycoides (LC), 45% (9/16), M.
mycoides subesp. mycoides (SC) e 70% (14/16) M. mycoides
subesp. capri.

Discussao e conclusao

No presente trabalho, foi diagnosticado micoplasma patogénico
no conduto auditivo externo de caprinos aparentemente sadi-
os, estando em conformidade com relatos prévios (Cottew,
Yeats, 1982), onde foram observados caprinos clinicamente
sadios abrigando vérias espécies de micoplasmas no condu-
to auditivo externo, incluindo espécies patogénicas.



O isolamento de cepas tipificadas como Mycoplasma
mycoides subesp. mycoides SC nao confirma o agente da
Pleuropneumonia Contagiosa Bovina (PPCB), uma vez que
os micoplasmas desse grupo sao genética e fenotipicamente
dificeis de serem distinguidos, além de existir também o tipo
colénia pequena de origem caprina (Nascimento et al., 1986).

O isolamento do agente é a mais forte evidéncia da infecgéo,
embora os caprinos estudados ndo apresentassem sinais
clinicos aparentes de micoplasmose, fato este também ob-
servado em trabalhos prévios (Cottew, Yeats, 1982). Entretan-
to, esta condigao de laténcia pode levar a uma infecgao clini-
ca, manifestada por um quadro agudo com a morte subita de
animais, conforme preconizado (DaMassa et al.,, 1992). Uma
consequéncia evidente da presenga de micoplasmas
patogénicos no conduto auditivo de caprinos clinicamente
sadios € a transmissao desses agentes para outros reba-
nhos, carreados por animais portadores, conforme ja obser-
vado por outros pesquisadores (Cottew, Yeats, 1982). Devido
a deteccado de Mycoplasma spp. em 20 espécimes examina-
dos, onde somente 16 deles foram tipados como Mycoplasma
mycoides, pdde-se confirmar a existéncia de mais de uma
espécie coabitando o conduto auditivo caprino, em concordan-
cia com os relatos de outros autores (Cottew, Yeats, 1982 ;
DaMassa, 1983 ; DaMassa, Brokks, 1991).
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No presente trabalho, foram isolados M. mycoides subesp.
Mycoides (SC e LC) e M. mycoides subesp. capri, i.e., duas
subespécies patogénicas, provenientes do conduto auditivo
de um s6 caprino, fendmeno ja observado no Rio de Janeiro,
mas por ocasiao de um surto (Nascimento et al., 1986). Em
outro relatado nos Estados Unidos da América, houve o iso-
lamento de M. mycoides subesp. mycoides LC e M. mycoides
subesp. capri, além de M. capricolum subesp. capricolum, M.
putrefaciens, M. agalactiae, M. auris, M. cottewii e M. yeatsi, do
conduto auditivo de um sé caprino clinicamente sadio
(DaMassa, Brooks, 1991). Houve, ainda, um alto indice de
isolamento de Mycoplasma mycoides nas amostras estuda-
das, o que pode significar uma alta ocorréncia desse agente
na Regiao Serrana, apesar de apenas uma propriedade ter
sido estudada. Estes achados estdao em conformidade com
um levantamento na Mesorregido do Estado do Rio de Janei-
ro, onde foi notificado o isolamento de M. mycoides em todas
as propriedades estudadas (Ribeiro, 1994).

O trabalho deixou claro a convivéncia de uma ou mais
subespécies de M. mycoides em um mesmo caprino, além
de outras espécies, nao classificadas, demonstrando a ne-
cessidade de novos estudos para a elucidagao desse nicho
como habitat dos micoplasmas e subsequente fonte de in-
fecg@o para outros rebanhos caprinos.
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