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Identificagio e caracterizagao molecular da flora bacteriana vaginal do Burro de

Miranda (Equus asinus)

Resumo

O Burro de Miranda ¢ a tnica raga asinina autdctone portuguesa, originaria do Nordeste de
Portugal, encontrando-se de momento em vias de extingao. As mudangas na microbiota bacteriana
genital fazem parte dos sinais mais comuns de problemas reprodutivos. Em equinos, e sobretudo no
Burro de Miranda poucos estudos foram realizados. O estudo da microbiota em animais tem atingido
cada vez mais importancia, visto que estas comunidades microbianas podem ser cruciais para as
fun¢des normais do organismo.

O principal objectivo deste trabalho foi identificar e caracterizar bactérias provenientes de
amostras vaginais de fémeas de Burro de Miranda e estabelecer se estas podem conduzir a situagoes
de infertilidade e abortos.

De um total de 54 amostras vaginais de 27 burras de Miranda foram obtidos 149 isolados.
Entre estes isolados identificaram-se 130 bactérias Gram-positivas, 14 bactérias Gram-negativas e S
bactérias sem Gram determinado. Os géneros mais isolados foram Bacillus spp., Corynebacterium
spp., Rhodococcus spp. (59 isolados), Lactobacillus spp. (32 isolados) e Staphylococcus spp. (21
isolados). Outras bactérias isoladas na flora foram identificadas como Aerococcus viridans (3
isolados), Aeromonas hydrophila (1 isolado), Enterococcus faecium (3 isolados), Escherichia coli (1
isolado), Gemella haemolysans (1 isolado), Micrococcus spp. (2 isolados), Mycoplasma spp. (S
isolados), Neisseria spp. (3 isolados), Oligella urethralis (1 isolado), Pantoea Agglomerans (2 isolados),
Pseudomonas chlororaphis (6 isolados), Streptococcus acidominimus (1 isolado), Streptococcus oralis (2
isolados), Streptococcus spp. (3 isolados) e Streptococcus zooepidemicus (3 isolados). A flora bacteriana
vaginal de burras que se apresentavam com problemas reprodutivos e sem problemas reprodutivos
nao diferiu entre si.

Testou-se a susceptibilidade a antibi6ticos pelo método da difusdo em disco de acordo com
as normas do CLSI nos isolados Streptococcus oralis e Streptococcus zooepidemicus, usando-se 9
antibidticos: ampicilina [10 pg], cefepima [30 pg], clindamicina [2 pg], cloranfenicol [30 pg],
eritromicina [15 pg], linezolida [30 pg], quinupristina- dalfopristina [15 pg], tetraciclina [30 pg] e
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vancomicina [30 pg]. Os isolados de Streptococcus oralis apresentaram-se susceptiveis a todos os
antibidticos testados. Os isolados de Streptococcus zooepidemicus mostraram-se resistentes ou
intermédios a tetraciclina e susceptiveis ao resto dos antibiéticos testados.

Estudou-se, também, a presenca de S genes codificadores de factores de viruléncia (szeF,
szeN, szeP, szm e szp) nos isolados de Streptococcus zooepidemicus através da técnica de PCR com
recurso a primers especificos. Os genes codificadores de factores de viruléncia mais detectados foram
os genes szeP e szp, tendo sido detectados nos 3 isolados estudados. Os dois isolados de Streptococcus
zooepidemicus provenientes de burras com problemas reprodutivos apresentaram os 3 genes
codificadores de sAgs estudados neste trabalho (szeF, szeN, szeP), enquanto que no isolado da burra
sem problemas reprodutivos apenas se detectou o gene szeF.

Este estudo deu a conhecer a flora bacteriana vaginal do Burro de Miranda e visto existirem
poucos estudos realizados neste assunto e, especificamente nesta raga autdctone, os resultados

obtidos neste trabalho poderao ser vantajosos para futuros trabalhos que se realizem nesta area.

Palavras-chave: Burro de Miranda, flora bacteriana vaginal, equinos, antibidticos, factores de

viruléncia, Streptococcus zooepidemicus.

iv



Identification and caracterization of vaginal bacterial flora from Miranda

Donkey (Equus asinus)

Abstract

The Miranda Donkey is the only Portuguese autochthonous donkey breed, native of
northeastern of Portugal and it’s currently in danger of extinction. Changes in genital bacterial flora
are one of the common signs of reproductive problems. In equines, especially in Miranda Donkey,
few studies were carried out on this subject. The study of the microbiota in animals has gained an
increasing importance, since these communities may be crucial for the normal functions of the
organism.

The main aim of this study was to identify and characterize bacteria from vaginal samples of
jennies of Miranda Donkey and establish if these bacteria can lead to infertility and abortions.

From a total of 54 vaginal samples from 27 Miranda jennies we obtained 149 isolates. Among
these isolates we identified 130 Gram-positive bacteria, 14 Gram-negative bacteria and 5 bacteria
without Gram determined. The most isolated genera were Bacillus spp., Corynebacterium spp.,
Rhodococcus spp. (59 isolates), Lactobacillus spp. (32 isolates) and Staphylococcus spp. (21 isolates).
Other isolated bacterial flora were identified as Aerococcus viridans (3 isolates), Aeromonas hydrophila
(1 isolate), Enterococcus faecium (3 isolates), Escherichia coli (1 isolates), Gemella haemolysans (1
isolates), Micrococcus spp. (2 isolates), Mycoplasma spp. (S isolates), Neisseria spp. (3 isolates),
Oligella urethralis (1 isolates), Pantoea Agglomerans (2 isolates), Pseudomonas chlororaphis (6
isolates) , Streptococcus acidominimus (1 isolate) , Streptococcus oralis (2 isolates) , Streptococcus spp. (3
isolates) and Streptococcus zooepidemicus (3 isolates). We verified that the vaginal flora of the jennies
with reproductive problems and without reproductive problems did not show great differences.

The susceptibility to antibiotics was tested by the disk diffusion method according to the
CLSI standards in the isolates of Streptococcus oralis and Streptococcus zooepidemicus, using 9
antibiotics: ampicillin [10 pg], cefepime [30 pg], clindamycin [2 pg], chloramphenicol [30 pg],
erythromycin [15 pg], linezolid [30 pg], quinupristin-dalfopristin [15 pg], tetracycline [30 pg] and

vancomycin [30 pg]. The Streptococcus oralis isolates were susceptible to all antibiotics tested. The



Streptococcus zooepidemicus isolates were resistant or intermediate to tetracycline and susceptible to
the rest of the tested antibiotics.

We also studied the presence of 5 genes encoding virulence factors (szeF, szeN, szeP, szm and
szp) in Streptococcus zooepidemicus isolates using PCR with specific primers. The most detected genes
were szeF and szp, being detected in the 3 isolates studied. The two Streptococcus zooepidemicus
isolates coming from jennies with reproductive problems presented the 3 genes encoding sAgs
studied in this work (szeF, szeN, szeP), while in the isolate coming from a jenny without reproductive
problems only presented the gene szeF.

This study reported the vaginal bacterial flora of Miranda Donkey and since there are few
studies on this matter, especially in this autochthonous donkey breed, the results of this study may be

an asset for future studies that take place on this area.

Keywords: Miranda Donkey, vaginal bacterial flora, equines, antibiotics, virulence factors,

Streptococcus zooepidemicus.
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| Introdugio

1- Introdugao

1.1- Araga Asinina de Miranda e a sua presente situacao

Em Portugal, assim como um pouco por todo mundo, e até um passado recente, o Burro foi
sistematicamente subestimado e esquecido, nao tendo sido desenvolvido qualquer programa de
preservagao ou melhoramento genético. No entanto, as caracteristicas do nosso mundo rural,
nomeadamente nas regides de interior, permitiram que o efectivo de asininos se tivesse mantido até
aos dias de hoje. Foi precisamente na zona mais remota de Trés-os-Montes que se conservou aquela
que ¢, sem davida, uma das ultimas racas autéctones de asininos no territério nacional: a raga Asinina
de Miranda. Esta raga ¢ a tinica raga asinina oficialmente reconhecida em Portugal e desde 2003 que
esta listada como uma raga em perigo de extingao (Quaresma et al., 2005 e NYT, 2015).

A raga Asinina de Miranda é caracterizada por uma altura média de 1,30 m, por uma pelagem
castanha escura com gradagdes mais claras nos costados e face inferior do tronco geralmente longa,
com manchas brancas a volta dos olhos e do focinho, bem como por uma robustez global- cabega

grande, orelhas longas e articulagdes robustas (Figura 1) (Névoa, 2012).

Figura 1- Burra de Miranda e seu burranco (Névoa, 2012).

A Associagdo para o Estudo e Protecgio do Gado Asinino (AEPGA) foi criada em 2001 com
o intuito da preservagao e protec¢ao desta Raga e dos asininos em geral. Quando a AEPGA foi
fundada, o Burro de Miranda ainda nao tinha sido reconhecida como raga e pouco se sabia sobre este
animal. Apenas um ano se tinha passado desde que se tinha concluido que existia uma populagao de
burros com caracteristicas particulares que faziam com que se distinguissem dos outros, e que era
encontrada sobretudo no Planalto Mirandés. A AEPGA tem como objectivos a preservagao e

aproveitamento da Raga Asinina de Miranda de forma a salvar um patrimoénio genético, ecoldgico e
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cultural tnico no nosso pais. Pretende também revalorizar a imagem do Burro a nivel nacional,
particularmente do Burro de Miranda, contribuindo para a recuperagao do seu efectivo e potenciagao
de um modelo de aproveitamento socioecondémico que respeite e preserve o riquissimo patrimonio
cultural e natural da regiao do Nordeste Transmontano. Para além de cerca de 120 animais que a
AEPGA cuida, tanto no centro de criagdo e no centro de acolhimento, a associagiao proporciona
apoio técnico aos proprietirios de burros da regiao. O centro de criagdo e promogao foi criado em
Atenor, uma pequena aldeia no planalto mirandés e denomina-se de Centro de Valorizagao do Burro
de Miranda. Actualmente, este centro é o lar de cerca de 60 burros (a maioria dos quais sdo fémeas) e
hé cerca de 10 nascimentos por ano. Os burros sao criados no centro até terem 6 a 12 meses e nessa
altura é decidido se permanecem no centro ou se sao vendidos. Uma das principais responsabilidades
da AEPGA ¢ gerir o livro genealdgico e um dos maiores desafios é equilibrar o nimero de
nascimentos que nio é suficientemente alto (Quaresma et al., 2005; Névoa, 2012; AEPGA, 2015).

Apesar da sua precocidade sexual (as fémeas estdo aptas para a reprodugdo ao ano e meio de
idade e os machos aos dois), as fémeas devem iniciar a sua vida reprodutiva apenas a partir dos trés
anos e os machos um ano mais tarde. O cio tem a duragao aproximada de uma semana, variando
entre os cinco e os oito dias, e uma ciclicidade de quinze a trinta dias. O periodo de cobrigoes
estende-se de Abril a Junho e a gestagao é de cerca de doze meses (Quaresma et al, 2005). Foi
apontado que o aumento do nimero de fémeas reprodutoras, entrando estas em reprodugao mais
cedo que o habitual poderia levar a um aumento no numero de partos. Como existe uma quantidade
limitada de informagao confirma-se a necessidade de uma investigacao sobre a fisiologia reprodutiva
do Burro de Miranda. A produgdo de leite é uma utilizagio potencial dos burros que tem sido,
recentemente, explorada e poderia fornecer meios de prevencio de extingao de muitas ragas,
incluindo a raga asinina de Miranda, porém uma produgiao optimizada requer um maior
conhecimento da fisiologia reprodutiva do burro de modo a aumentar as taxas de parto (Quaresma e
Payan-Carreira, 2015).

Segundo dados fornecidos pela AEPGA, existem apenas cerca de 850 fémeas reprodutoras e
cerca de 40 machos inteiros distribuidos por todo o Pais. Infelizmente, calcula-se que o numero de
animais com capacidade reprodutiva que possam ser utilizados seja inferior. Muitas das fémeas
apresentam problemas reprodutivos, principalmente por idade avangada, assim como também ainda

existe oposicao dos proprietdrios em deixarem as burras reproduzirem-se, devido aos custos inerentes
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em termos de trabalho. As dificuldades ao nivel da multiplicagao do efectivo atual surgem, também,
pela falta de machos inteiros adultos disponiveis, pois a maioria dos machos sao castrados quando
atingem 1 ano de idade, de forma a facilitar o trabalho. O facto de se ter de transportar o burro
reprodutor até as fémeas reprodutoras também surge como uma limitagao, o que chama a atengao
para a expansao da utilizagao de técnicas de reprodugao assistida.

Recentemente a AEPGA registou abortos e infertilidade em burras aptas para reprodugao,
algumas delas ainda jovens. Estes problemas poem em causa a possibilidade de extingdao desta
espécie. Com o intuito de tentar de descobrir qual a razao para estas ocorréncias foi-nos solicitado

pela AEPGA a realizagao deste trabalho.

1.2- Caracteristicas da microbiota vaginal equina

A microbiota comensal é uma comunidade complexa que coloniza vérios sistemas orgénicos
e Orgaos em animais. Geralmente, esta comunidade confere protecgao contra patégenos, bem como
proporciona outros beneficios tal como modulagio da resposta imune. Até agora, a microbiota
equina nao foi extensivamente caracterizada. Estas comunidades de microrganismos estao
relacionadas com as fungdes normais dos seres vivos e a sua caracterizagao pode fornecer dados
importantes sobre os beneficios dos microrganismos que poderao ser tteis para a promogao da saude
de equinos. Em éguas, os probioticos poderao melhorar a qualidade e quantidade de leite e os
microrganismos isolados do trato vaginal poderao ser direccionados para a preven¢ao de problemas
de fertilidade relacionados com endometrite. Muitos patdégenos uterinos residem na vagina, portanto
o conhecimento da flora bacteriana que reside no trato genital das éguas é importante para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas de modo a controlar a doenga (Fraga et al., 2011).

A microbiota vaginal dos vertebrados é uma complexa associagao de microrganismos em que
as bactérias dcido-lacticas desempenham um papel fundamental. Em humanos, a presenga de
bactérias dcido-lacticas, particularmente os lactobacilos, é considerada um indicador do estado de
saude. Porém, pouco se sabe sobre a microecologia da vagina em éguas (Fraga et al., 2011).

A flora genital varia de acordo com o animal e é dindmica ao longo do tempo. Factores como
a idade, numero de gestagoes levadas a um estado gestacional estivel e as hormonas afectam a
composi¢ao da flora. A verdadeira flora genital é provavelmente mais complexa do que a actualmente

reconhecida pois nem sempre sao utilizados os métodos de cultura 6ptimos para organismos muito
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exigentes. Em geral, a vagina contém uma flora composta, principalmente, de bactérias anaerdbias
obrigatoérias, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As bactérias aerdbias e anaerdbias
facultativas, incluem bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, micoplasmas e ureaplasmas. A flora
vaginal normal ou transiente inclui espécies que podem contaminar o utero quando este se encontra
comprometido. Um exemplo é Streptococcus zooepidemicus. O potencial destes organismos causarem
doenga nao resulta simplesmente da sua presenca, mas requer um nivel critico de replicagao
dominante sobre os outros organismos da flora, antes da doenga ocorrer. Se a flora normal for
perturbada, a vagina poderd ser reabitada com organismos mais resistentes que podem vir a afectar o
utero. A flora residente da genitélia externa inclui bactérias anaerdbias comensais, Mycoplasma spp.,
estreptococos a e B-hemotilicos, Lactobacillus spp., Corynebacterium spp. e estafilococos coagulase-

negativos (McVey et al., 2013).

1.3- Endometrite: factores que a influenciam, categorias e diagnéstico

As infecgoes bacterianas do trato genital sao a principal causa de problemas reprodutivos em
éguas. Organismos potencialmente patogénicos podem ser introduzidos durante o acasalamento,
inseminagao artificial, durante e apds o parto e como resultado da insuficiéncia de barreiras fisicas
que levam 2 infecgdo (exemplo: Pneumovagina). Quando os mecanismos de defesa uterinos estio a
funcionar correctamente, estes eliminam a infec¢ao bacteriana sem interferirem com a reprodugao. A
maioria dos casos de infertilidade pode ser atribuida a uma falha da capacidade natural da égua
conseguir eliminar bactérias contaminantes do utero apds o acasalamento. Estudos anteriores
mostraram que as causas bacterianas mais comuns de infec¢des uterinas incluem Streptococcus
zooepidemicus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e
Rhodococcus equi (Frontoso et al., 2008; Carvalho et al., 2011).

A designagao Pneumovagina refere-se a presenga intermitente ou continua de ar na vagina.
As éguas propensas a desenvolverem pneumovagina tendem a ter um declive da vulva e o 4nus com
uma posigao mais cranial. O encerramento inadequado dos ldbios vulvares tem como consequéncia a
aspiragao de ar associada a contaminag¢ao da vagina com material fecal e bactérias, sendo um factor
contributivo para o desenvolvimento de infec¢io no tutero (Hurtgen, 2006; Newcombe, 2011;

Lopes, 2013).
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As bactérias que fazem parte da microflora genital equina sao facilmente introduzidas no
utero, por exemplo durante o acasalamento, mas s6 raramente dio origem a uma infecgao no
endométrio. Muitas bactérias comensais incluindo Escherichia coli, Streptococcus zooepidemicus,
Streptococcus equisimilis, Staphylococcus aureus, Bacillus spp., Klebsiella spp. e Pseudomonas spp. fazem
parte da flora normal da genitdlia exterior de cavalos e nao sao considerados como patogénicos. No
entanto, alteragoes da flora bacteriana na genitalia exterior podem causar o crescimento de bactérias
oportunistas tal como Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus zooepidemicus
que podem causar infertilidade nas fémeas. Os machos que possuam uma flora bacteriana anormal
onde fazem parte bactérias patogénicas sio portadores assintomdticos, no entanto, através do
acasalamento, estas bactérias patogénicas podem causar endometrite e redugao da fertilidade. As
bactérias envolvidas na endometrite equina sao na sua maior parte consideradas patégenos
oportunistas. Estas bactérias sao capazes de colonizar o tracto genital inferior bem como uma
variedade de localizagoes extra genitais, mas geralmente sio impedidas de ascender ao ttero por
defesas do hospedeiro, em particular por protecgao da flora vaginal endégena e actividades locais do
sistema imunitario inato e adquirido. Assim, as bactérias que sao capazes de estabelecer endometrite
diferem fisiologicamente da microflora genital por diversas caracteristicas que promovem a
colonizagao e a causa de danos no endométrio. O conceito de que alguns mecanismos de viruléncia
sao suficientes para explicar o porqué de uma bactéria causar endometrite pode simplificar a natureza
complexa desta doenga (Samper e Tibary, 2006; Wittenbrink et al., 1997; Wittenbrink, 2012).

A endometrite equina resulta de interacgoes complexas entre potenciais patégenos
bacterianos uterinos e factores do hospedeiro. Os factores do hospedeiro que podem exercer
influéncias significativas sobre o desfecho clinico incluem a constitui¢do genética e a situagao
hormonal da égua, a presencga de defeitos anatémicos no tracto genital, idade e mecanismos de defesa
tal como a fagocitose e mecanismos da imunidade humoral nas secrecgdes uterinas. As deficiéncias
no sistema imunoldgico uterino local associadas com o aumento das secrecgdes uterinas ou remogao
mecanica do fluido uterino parecem ser de grande importincia na patogénese da endometrite equina.
As éguas com estes problemas tém uma capacidade limitada de eliminar as bactérias que entram no
utero (Wittenbrink et al., 1997; Wittenbrink, 2012).

Embora muitas vezes a endometrite equina se baseie numa mono-infeccio deve-se

considerar que, por vezes, podem ocorrer infeccoes mistas. Estas infec¢oes mistas e também
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infecgdes provocadas por bactérias fastidiosas como Mycoplasma spp. ou mesmo pelo género
Chlamydia, nao podem ser detectadas por testes bacterioldgicos comuns. A bactéria Mycoplasma spp.
tem vindo a ser isolada a partir da genitdlia externa e do sémen de cavalos normais e inférteis, mas o
seu papel na infeccio uterina nio é bem conhecida. Bactérias como Mycoplasma equigenitalium,
Mycoplasma subdolum e Acholeplasma spp. tém sido associadas com infertilidade, endometrite,
vulvite e aborto em éguas e a fertilidade reduzida e balanopostite em machos. As bactérias
Mycoplasma equigenitalium e Mycoplasma subdolum foram isoladas do trato genital de éguas e fetos
equinos de abortos. Porém a detec¢ao de Mycoplasma spp. nem sempre ¢é associada a fertilidade
reduzida (Samper e Tibary, 2006; Wittenbrink, 2012).

Com base na etiologia e fisiopatologia, a endometrite pode dividir-se em vérias categorias:
endometriose (endometrite crénica degenerativa), doencas sexualmente transmissiveis, endometrite
persistente induzida por acasalamento (PMIE) e endometrite crénica infecciosa. No entanto, estas
categorias nao sao absolutas, podendo as éguas mudar de categoria durante as épocas de reprodugao
ou encaixar-se em varias categorias. A endometriose é uma condigao crénica degenerativa do
endométrio e supde-se que seja irreversivel. E caracterizada por um desenvolvimento fibroso no
endométrio. Como em outros 6rgaos, a fibrose pode ser uma sequela patolégica de muitas doengas
inflamatérias crénicas. No entanto, os mecanismos etioldgicos e fisiopatolégicos envolvidos na
endometriose ainda sao controversos. As doengas sexualmente transmissiveis sao as infec¢oes agudas
que sao induzidas apds o acasalamento com machos que sao portadores de Taylorella equigenitalis e
alguns serétipos de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumonia. Apesar de a endometrite ser um
acontecimento fisiolégico normal apds o acasalamento, se a inflamagao persistir ndo é possivel
assegurar o desenvolvimento da gestacao, neste caso estamos na presenca de PMIE. A PMIE pode
estar associada a infecgoes bacterianas ou pode ocorrer em resposta ao sémen. Na maioria dos casos,
a PMIE é o resultado da combinagao de sémen e bactérias, pois as bactérias podem entrar no utero
durante o acasalamento. Portanto, nao é possivel designar se o agente inflamatério é o sémen ou as
bactérias. As éguas afetadas por PMIE, inicialmente na época de reprodugao, podem desenvolver
uma infecgdo uterina crénica. Em alternativa, as éguas que nao apresentam histéria prévia de PMIE
podem apresentar uma infecgio uterina (Watson, 2000; Woodward et al., 2012; Rebordao et al,,

2014).
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Uma égua saudavel, no que diz respeito ao sistema reprodutor, ird combater a contaminagio
uterina com uma resposta inflamatéria transitéria, que inclui a activagdo do sistema humoral,
recrutamento de células polimorfonucleares para fagocitose de bactérias, libertagio de
prostaglandinas e aumento da contrac¢do uterina. Isto faz com que as éguas que produzam
eficazmente esta resposta sejam consideradas resistentes a endometrite. Eguas que nao tenham uma
resposta eficaz e rapida, sdo consideradas susceptiveis (Lopes, 2013).

O diagnéstico da endometrite baseia-se no historial da égua, exame fisico e reprodutivo
incluindo ultrasonografia, examinagao vaginal, examina¢ao do cérvix e diagndstico laboratorial. Este
ultimo inclui cultura uterina, citologia, bidpsia do endométrio e, em alguns casos, avaliagao
endoscopica do endométrio. Os sinais caracteristicos da endometrite sao o acimulo de liquido intra-
uterino, especialmente ap6s o acasalamento. Além disso, vaginite, corrimento vaginal, intervalos
entre estros curtos, citologia e cultura uterina positivas indicam, claramente, uma inflamagao do
utero. A cultura uterina e a citologia sao técnicas comuns de diagndstico da endometrite, através da
detecgdo de patégenos uterinos e células inflamatérias (neutrdfilos). Se uma égua tiver uma cultura
positiva de um agente patogénico uterino e mais do que dois neutréfilos por campo (ampliagao
400x)- citologia uterina positiva, pode ser diagnosticada como tendo endometrite (LeBlanc e

Causey, 2009).

1.4- Taylorella equigenitalis

A metrite contagiosa equina (CEM) é uma infecgdo bacteriana do sistema reprodutivo de
equinos que causou uma grande preocupacao internacional desde que foi reconhecida pela primeira
vez como uma doenga venérea equina em 1977. O agente etioldgico desta doenga foi identificado
como uma bactéria que nunca tinha sido descrita anteriormente e designada por Taylorella
equigenitalis (Timoney, 2011).

A CEM ¢ reconhecida como uma doenca venérea associada a introdugdo da bactéria
Taylorella equigenitalis durante o acasalamento com machos portadores desta bactéria, sendo que é
considerada o tnico agente bacteriano venéreo transmissivel em equinos. O resultado da exposigao a
Taylorella equigenitalis nos machos contrasta nitidamente com o que ocorre nas fémeas sendo que os
sinais clinicos de CEM apenas se manifestam nas fémeas e nao nos machos. Nos machos, esta

bactéria coexiste como um organismo comensal e coloniza locais especificos na genitalia externa. A
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sua presen¢a nio resulta em sinais clinicos ou qualquer evidéncia de uma reaccao inflamatéria
sistémica ou local. Uma exposi¢ao primaria a Taylorella equigenitalis na fémea resulta numa infecgao
limitada ao sistema reprodutor. O desfecho pode variar desde uma doenga evidente de gravidade
clinica varidvel a uma infecgao assintomdtica. Apds um periodo de incubagio de 2 a 13 dias, as fémeas
afectadas com CEM apresentam uma descarga vaginal inodora mucopurulenta de cor branca
acinzentada de origem uterina. Esta descarga pode variar em termos de volume e persistir por 2
semanas ou mais, em casos nao tratados. A CEM é também acompanhada por endometrite, cervicite
e vaginite de gravidade varidvel. A acumulagio de liquido intra-uterino pode ser, muitas vezes,
detectado através de uma ecografia. A maioria das fémeas nao consegue conceber ap6s a exposigao
primdria a Taylorella equigenitalis e voltam ao estro ap6és um periodo de diestro mais curto. A
infertilidade é de curto prazo, no entanto, nao tém sido relatados efeitos adversos em éguas infetadas
(Schulman et al., 2013; Timoney, 2011; Wittenbrink, 2012).

A infec¢do por Taylorella equigenitalis numa fémea grivida pode ser sintomdtica ou
assintomdtica. As fémeas infectadas que apresentam sintomas podem ou nao apresentar descarga
vaginal intermitente ao longo da gravidez. Alguns desses casos podem acabar por desenvolver
placentite de baixo grau. A ocorréncia de aborto no 7.2 a 8. més de gestagao é uma consequéncia
muito rara da infeccio. Embora a permanéncia de Taylorella equigenitalis na fémea depois da
recuperagao da fase aguda nao dure mais do que algumas semanas, algumas poderao continuar a ser
portadoras por alguns meses ou até anos. Na maioria destas portadoras, a zona do clitéris funciona
como reservatério desta bactéria (Schulman et al,, 2013; Timoney, 2011).

A bactéria Taylorella equigenitalis é classificada como Gram-negativa de crescimento lento,
microaerdfila nao moével e, frequentemente, apresenta-se na forma de cocobacilos pleomérficos ou
bacilos. A sobrevivéncia de Taylorella equigenitalis fora de um organismo é aparentemente curta,
sendo que é susceptivel a varios desinfectantes, luz ultravioleta, temperaturas elevadas e a humidade
reduzida. Sao reconhecidas dois bidtipos de Taylorella equigenitalis: resistentes a estreptomicina e
sensiveis a estreptomicina, ambas descritas como causadoras de CEM. O isolamento de Taylorella
equigenitalis requer meios enriquecidos tal como Eugon Agar Chocolate, contendo uma selecgao de
agentes antimicrobianos de modo a controlar a maior parte das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas contaminantes que colonizam os locais de persisténcia de Taylorella equigenitalis. Para a

cultura de Taylorella equigenitalis ter sucesso é também necessdrio manter as culturas incubadas em
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condi¢oes de microaerofilia durante cerca de 7 dias. Em termos de propriedades bioquimicas, esta
bactéria é relativamente nao reactiva. E nao fermentativa e nao proteolitica mas positiva para a
citocromo oxidase, catalase e fosfatase alcalina. Evidéncias mostram que Taylorella equigenitalis é um
patogeno natural de equideos, particularmente cavalos. Sob condi¢des experimentais, esta bactéria
foi transmitida com sucesso a burros mas nio a bovinos, suinos, ovinos ou gatos. Nao existem
evidéncias que indiquem que esta bactéria seja transmissivel a humanos (Schulman et al, 2013;
Timoney, 2011).

Em 2001 confirmou-se a existéncia de uma segunda espécie do género Taylorella isolada de
burros machos, a qual se deu o nome de Taylorella asinigenitalis (Jang et al., 2001). Esta bactéria nao
estd associada até ao momento a CEM, nao sendo distinguivel de Taylorella equigenitalis por métodos
microbiolégicos, sendo necesséario usar métodos moleculares para a distingao (Duquesne etal,2007;

Jang et al., 2001; Schulman et al., 2013).

1.5- Streptococcus zooepidemicus

As infecgbes por estreptococos, nomeadamente as infecgdes uterinas provocadas por
Streptococcus zooepidemicus, foram estabelecidas como a principal causa de endometrite causada por
bactérias em éguas. A bactéria Streptococcus zooepidemicus é o agente mais importante na endometrite
bacteriana em éguas sendo que possui uma taxa de mais de 50% de casos de endometrite
(Wittenbrink, 2012). Esta bactéria também contribui significantemente para a perda fetal, sendo que
é identificado como agente etiolégico primério em 15-20% de abortos equinos. A grande prevaléncia
de infec¢Oes genitais e extragenitais com Streptococcus zooepidemicus em cavalos aponta para uma
adaptacdo desta bactéria piogénica para este hospedeiro (Wittenbrink ef al, 2008; Proietti et al,
2011).

Streptococcus zooepidemicus é uma bactéria Gram-positiva, pertence ao grupo C de Lancefield,
e pode causar doengas tanto em animais como em humanos, sendo considerado uma das principais
espécies de estreptococos zoonoéticos. Virios surtos de infe¢oes humanas causadas por esta bactéria
foram atribuidos ao consumo de produtos licteos nio pasteurizados e varias doengas clinicas foram
relatadas, tais como meningite, septicemia, artrite purulenta, nefrite e endocartite. Streptococcus
zooepidemicus é uma bactéria anaerdbia facultativa, catalase negativa, oxidase negativa e ¢

nutricionalmente fastidiosa crescendo em meios ricos reforgados com a adigao de sangue ou soro. As
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colénias de Streptococcus zooepidemicus sao grandes tendo mais de 0,5 mm de didmetro e produzem
B-hemolise em agar sangue. No que se refere a sua morfologia, esta ocorre em cocos em cadeias. A
morfologia das col6nias pode ser desde a mucodide translicida a cinzenta mate ou branca. Reacgoes
positivas nos testes da lactose e sorbitol sao tipicas da presenca de Streptococcus zooepidemicus,
enquanto que reacgoes negativas nestes testes sao usualmente indicativas de Streptococcus equi. Esta
bactéria pode ser encontrada na nasofaringe, nas amigdalas, no trato respiratério e nas membranas
mucosas genitais de equinos e bovinos (Kuusi et al., 2006; Proietti et al, 2011; Lindahl, 2013;
Piedade et al., 2013; Pinho, 2014).

Embora esta bactéria tenha um alto grau de homologia de DNA com o seu biovar
Streptococcus equi, estas diferem muito na sua biologia e patogenicidade. Ao contrério de Streptococcus
equi que apenas causa doengas em cavalos, Streptococcus zooepidemicus é uma bactéria comensal
oportunista e causa doengas em situagoes de infecgdes por virus, stress por calor e lesoes dos tecidos
numa grande variedade de animais. A bactéria Streptococcus zooepidemicus partilha cerca de 80% de
sequéncias idénticas de DNA com a bactéria Streptococcus pyogenes, um importante patégeno restrito
a humanos que tem sido associado a diversas doengas (Timoney, 2004; Ma et al., 2013; Waller e

Robinson, 2013).

1.5.1- Producao de factores de viruléncia por Streptococcus zooepidemicus

A patogénese da endometrite induzida por Streptococcus zooepidemicus baseia-se nas
interac¢oes entre os factores de viruléncia da bactéria e os tecidos do hospedeiro afectados
(Wittenbrink ef al., 2008). Os factores de viruléncia estio associados com a viruléncia e a patogénese
dos agentes infecciosos (Hong et al., 2005). A bactéria Streptococcus zooepidemicus expressa muitas
das mesmas proteinas e factores de viruléncia que Streptococcus equi (Ma et al, 2013). A
compreensio do papel desempenhado pelos factores de viruléncia pode ajudar a elucidar a
compreensao da patogénese da infecgao e a identificar potenciais pontos de tratamento ou vacinagao
(Barret, 2011).

Diversos componentes bacterianos tém sido relatados como factores de viruléncia de
Streptococcus zooepidemicus incluindo proteinas M-like, lipoproteinas ligadoras de metais (MBLS),
proteinas de ligagao a imunoglobina e fibronectina. No entanto, os papéis funcionais destes factores

na viruléncia ou na patogénese desta bactéria permanecem ainda desconhecidos. Sabe-se que a
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bactéria Streptococcus zooepidemicus se liga as proteinas da matriz extracelular, bem como as células
endoteliais e epiteliais. Porém, os mecanismos pelos quais esta bactéria invade o hospedeiro ainda
nao sao claros (Hong et al., 2005).

A hialuronidase ¢ produzida por algumas estirpes de Streptococcus zooepidemicus, mas é
questiondvel se deve ser considerada um factor de viruléncia pois a sua produgao deve tornar o
organismo mais sensivel a fagocitose através da remogao da capsula (Timoney, 2004).

Dada a variada antigenicidade de Streptococcus zooepidemicus e a natureza oportunista das

infecgdes que causa, vacinas e regimes de vacinagio serdo dificeis de desenvolver (Timoney, 2004).

1.5.1.1- Proteinas M-like

A superficie bacteriana inclui proteinas que estio envolvidas na aderéncia bacteriana ou
proteccdo (contra toxinas, condigdes ambientais ou respostas do hospedeiro). Algumas proteinas
também disponibilizam as bactérias uma maior capacidade de adquirir nutrientes, permitir a
interacgao entre outras bactérias e competir por nichos ambientais especificos. Determinadas
proteinas de superficie sio também essenciais para o crescimento bacteriano, manutengao e divisao
celular. Alguns exemplos incluem os componentes da superficie microbiana que reconhecem
moléculas adesivas da matriz (MSCRAMM) que atuam como ligandos, as capsulas bacterianas anti-
fagociticas, transportadores que auxiliam na aquisi¢ao de nutrientes e toxinas extracelulares que
danificam ou perturbam o sistema imunitirio do hospedeiro. Indiscutivelmente, as proteinas
associadas a parede celular em estreptococos mais estudadas sao a familia das proteinas M de
Streptococcus pyogenes e outras proteinas M identificadas nos grupos C e G de estreptococos (Barret,
2011).

As proteinas M associadas a parede celular de Streptococcus pyogenes foram descobertas pela
primeira vez na década de 1920 e desde entao a evidéncia das suas propriedades antifagociticas levou
ao desenvolvimento de um extenso estudo sobre estas proteinas. A designagao M-like é aplicada as
proteinas de superficie fibrilares de estreptococos que possuem uma variedade de interacgoes do
ligando mas com caracteristicas estruturais comuns, incluindo o sinal e as sequéncias associadas a
parede celular, regices varidveis N-terminais, repetioes C centrais conservadas e dominios C-
terminais ricos em prolina. O termo proteina M deve ser usado para as proteinas M-like que induzem

anticorpos especificos opsonicos para a estirpe da qual a proteina deriva. Estas proteinas com estas
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caracteristicas foram descritas pela primeira vez para estreptococos do grupo A de Lancefield e
subsequentemente foram descobertas em estreptococos do grupo C e G. A actividade antifagocitica
das proteinas M-like parece estar associada com duas propriedades: a capacidade de inibir a
deposi¢ao do componente do complemento C3b na superficie da bactéria e a capacidade de se ligar
ao fibrinogénio que posteriormente inibe a fagocitose (Timoney et al., 1997; Harrington et al., 2002).

J4 ha muito foi estabelecido que as proteinas M tém fungées de viruléncia, principalmente
por inibirem a fagocitose na auséncia de anticorpos opsénicos. As estirpes que nao expressam
proteinas M nio sdo virulentas (Barret, 2011).

A bactéria Streptococcus zooepidemicus expressa duas proteinas M-like conhecidas como SzP e
SzM que sio antigenicamente varidveis entre estirpes (Barret, 2011).

A proteina M-like SzP da bactéria Streptococcus zooepidemicus possui 40,1 kDa de massa
atémica e é uma proteina dcido-resistente. Esta proteina nao possui dominios de repetigao A, B ou C
como as proteinas M-like do grupo A, que parecem estar apenas relacionadas distantemente
(Timoney et al., 1997).

Ao contrario das proteinas M, que sao extremamente variaveis dentro de 40 a 50 residuos do
N-terminal, a proteina SzP possui a regiao varidvel aproximadamente a 70 residuos do N-terminal.
Enquanto que o N-terminal das proteinas M contem epitopos especificos e epitopos opsénicos, a
relagao entre os segmentos hipervariaveis SzP e os tipos seroldgicos SzP ou a actividade opsénica de
anticorpos ainda nao foi estabelecida. E possivel que as proteinas SzP tenham um papel antifagocitico
andlogo as proteinas M do grupo A de estreptococos, que é essencial no estabelecimento de infecgao.
Tanto as proteinas M e as proteinas SzP estimulam os anticorpos opsénicos, sao protectoras em
animais modelo e partilham semelhancas a nivel estrutural (Nicholson et al., 2000).

A proteina antifagocitica SeM é um factor de viruléncia importante e um antigénio protector
da bactéria Streptococcus equi. Esta proteina liga-se ao fibrinogénio, o que reduz a deposi¢ao de C3b
na parede celular bacteriana e causa resisténcia a fagocitose mediada pelos neutréfilos. O registo do
genoma total da estirpe H70 de Streptococcus zooepidemicus revelou um gene homologo parcial a sem,
designado por szm. A proteina SzM da estirpe NC78 de Streptococcus zooepidemicus assemelha-se a
SeM na sua estrutura secunddria a-helicoidal, apresenta uma sequéncia de sinal quase idéntica, liga-se
ao fibrinogénio, é opsonogénica e possui propriedades protectivas em ratos (Velineni e Timoney,

2013).
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1.5.1.2- Superantigénios

Foram identificadas na década de 1980 estirpes de Streptococcus pyogenes com uma elevada
mortalidade e morbidade que produziam superantigénios (sAgs). Os sAgs interferem com o
desenvolvimento da resposta imunitdria protectora perturbando as respostas das células T especificas
para o antigénio e inibindo a produgao de anticorpos. Outras propriedades dos sAgs sao a capacidade
de interromper o mecanismo do complexo principal de histocompatibilidade bem como a
capacidade de aumentar a actividade de endotoxinas e causar inflamagao local. Anteriormente
pensava-se que os sAgs estavam ausentes em Streptococcus zooepidemicus pois estirpes com actividade
mitogénica foram escolhidas para verificar a presenga de sAgs homdlogos de Streptococcus equi e
nenhum foi encontrado. No entanto foram identificados 3 novos sAgs (SzeF, SzeN e SzeP) de
Streptococcus zooepidemicus (Paillot et al., 2010; Barret, 2011).

A alta prevaléncia de genes que codificam sAgs em diversas estirpes de Streptococcus
zooepidemicus sugere que possam existir estirpes em que estes genes residam dentro dos elementos
funcionais do préfago e retenham a capacidade de transferéncia horizontal. Serd interessante no
futuro determinar se estes genes ja foram transferidos para estirpes de Streptococcus pyogenes e se tais

eventos afectaram a viruléncia deste patégeno humano importante (Paillot et al.,, 2010).

1.6- Importancia do uso de técnicas moleculares em microbiologia

Como resultado do uso generalizado da técnica de PCR e da sequenciagio de DNA, na
ultima década a sequenciagio do gene 16S rDNA tem desempenhado um papel crucial na
identificagao precisa de isolados bacterianos e na descoberta de novas bactérias em microbiologia
clinica. A sequenciagao do gene 16S rDNA ¢ particularmente importante para a identificagao de
bactérias com perfis fenotipicos incomuns, bactérias incomuns, bactérias de crescimento lento e
bactérias incultivéveis. Entre os trés dominios de seres vivos, a maior quantidade de sequenciagao do
gene rDNA diz respeito as bactérias. Através da sequenciagdo do gene 16S rDNA, numerosos
géneros e espécies de bactérias foram reclassificados e renomeados, a classificagio de bactérias
incultivaveis foi possivel, relagoes filogenéticas foram determinadas e a descoberta e classificagao de

novas espécies de bactérias foi facilitada (Woo et al., 2008).
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A sequenciagao do genel6S rDNA nao sé forneceu informagdes sobre etiologias de doengas
infecciosas, mas também auxiliou na escolha de antibidticos e na determinagiao da duragio dos
procedimentos de controlo e tratamento de infe¢oes. Com o uso desta técnica novas espécies foram
descobertas, algumas destas pertencentes a novos géneros. Em geral, os resultados da sequenciagao
do gene 16s rDNA fornecem uma maior percentagem de identificagio de espécies do que os
métodos convencionais da andlise microbioldgica. A constatagao de que a sequenciagao do gene 16S
rDNA pode ser usada para identificar rapidamente e com precisio a espécie de uma bactéria
instaurou uma nova era na deteccio e identificagio bacteriana. (Woo et al, 2008 e Wilson et al.,

2011).
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2- Objectivos
Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se como principal objectivo identificar e
caracterizar bactérias provenientes de amostras vaginais de Burro de Miranda de modo a estabelecer

se estas podiam conduzir a situagdes de infertilidade e abortos.

Em termos de objectivos especificos pretendeu-se:
1) Isolar e identificar bactérias de amostras vaginais de Burro de Miranda e
amostras de 6rgaos de um aborto através de meios de cultura seletivos e nao seletivos
e provas bioquimicas (Prova da Catalase, Prova da Oxidase e Galerias API®);
2) Estudar a resisténcia a 9 antibidticos (Ampicilina, Cefepima, Clindamicina,
Cloranfenicol, Eritromicina, Linezolida, Quinupristina- dalfopristina, Tetraciclina e
Vancomicina) em Streptococcus spp.;
3) Analisar os resultados da sequenciagao do gene 16S rDNA nos isolados de
Streptococcus spp.;
4) Identificar através da técnica de PCR usando primers especificos, os genes
codificadores de factores de viruléncia de Streptococcus zooepidemicus (szeF, szeN,

szeP, szm, szp).
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3- Material e Métodos

3.1- Historial clinico dos animais estudados
O historial das burras que foram estudadas encontra-se descrito na Tabela 1 (todas as

informagdes e fotografias foram cedidas pela AEPGA).

Tabela 1- Historial dos animais estudados.

Nome Ne de Registo Datade Data dos Observacoes
nascimento dltimos partos
Albertina
RZLA2819 2007 14-05-2014 -

RZLA2809 2005 31-08-2012 -

23-05-2014

28-09-2010
B de Burra RZLA2574 2006 (morreu a cria ao Tem quistos uterinos.
1° dia)
29-05-2011
(abortou)

RZLA2807 2006 15-05-2011 -

01-06-2014

RZLA2808 2006 21-05-2011 -

30-10-2014

Castanha RZLA2816 2007 04-09-2012 -

Burra adulta de idade
Ceteira avangada que nao
RZLA1787 1997 19-07-2008 conseguiu engravidar nas
ultimas épocas de
11-04-2011 reprodugdo. Edema
continuo em cornos

uterinos, ovdrios pequenos
em apalpagao transrectal e
ndo tem bons foliculos
preovulatérios.
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Tabela 1 (continuacgio)- Historial dos animais estudados.

Nome No de registo Datade Data dos Observacoes
nascimento dltimos partos

Nunca engravidou. Nao
Chiquitita conseguiu engravidar na
RZLA3080 2008 - ultima época de
reprodugdo. Ciclo estral
ecografico e liquido
intrauterino normal.

Estava gravida desde o

RZILA2817 2008 - dia 25-04-2014, mas
abortou no dia 3 de
Janeiro 2018.
RZ1.A2820 2008 28-05-2013 -
20-05-2012
RZ1LA2810 2008 -
11-06-2014

Nas duas dltimas épocas
12-06-2009 de reprodugao chegou a

RZLA460 1998 terminar a gestagao mas
24-10-2010 teve problemas na
expulsdo do burranco e
14-09-2012 precisou de ajuda por

ndo fazer for¢a na
29-04-2014 expulsdo (o que nasceua
2012-09-14 morreu
durante o parto).

RZLA2608 2011-09-0S 11-05-2014 -

Nunca engravidou. Nao
conseguiu engravidar na
RZLA2878 06-01-2011 - ultima época de
reprodugdo. Ciclo estral
ecografico e liquido
intrauterino normal.
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Tabela 1 (continuacgio)- Historial dos animais estudados.

Nome Ne de registo Data de Data dos Observagdes
nascimento dltimos partos
Gaivota
Nunca engravidou.
RZLA2607 20-04-2011 - Aparentemente nao tem
problemas
reprodutivos.
RZLA2996 29-07-2011 - Nunca engravidou.
RZLA3068 20-05-2012 - Nunca engravidou.
Hortense
RZLA2926 01-05-2012 - Nunca engravidou.
25-09-2012 -
RZLA2570 2006
23-06-2014
RZLA3047 07-03-2013 - Nunca engravidou.
27-10-2012 Aparentemente nao tem
RZLA2811 25-04-2008 problemas
03-05-2015 reprodutivos.
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Tabela 1 (continuagio)- Historial dos animais estudados.

Nome N de registo Datade Data dos Observagoes
nascimento ultimos partos
Maceda RZLA2576 2005 20-02-2010 -
05-05-2012
09-04-2014
Meruma RZLA2956 2008 07-11-2013 -

Abortou 2 meses antes
da data prevista do
Nassa 21-09-2009 tltimo parto (2015-03-
RZLA2813 2000 30): tinha um problema
10-05-2012 grave de laminite e
estava medicada com
tratamento prolongado
com um anti-

inflamatério nao
esterdides. Suspeita-se
que o aborto tenha
ocorrido devido as
grandes dores que tinha
e por causa da
medicagio.

Outeira 28-02-2010
30-05-2012

RZLA2814 2006 06-03-2014 -
21-04-2015

Rosinha RZLA3064 2007 18-06-2014 -

Serralves 01-06-2006 Em 2012 engravidou de
06-03-2008 trigémeos. Nenhum
RZLA1784 2002 (gémeos com sobreviveu.
sucesso)
20-04-2011
05-06-2014
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3.2- Colheita e transporte das amostras vaginais

As amostras foram recolhidas em Miranda do Douro pela AEPGA. Foi feita a colheita de
amostras vaginais de 27 burras de Miranda do Douro entre Outubro de 2014 e Fevereiro de 201S5.
Antes da colheita da amostra foi efectuada a lavagem da zona genital com dgua de modo a eliminar
possiveis contaminagdes. Para cada burra foram realizadas duas colheitas: uma das amostras foi
transportada refrigerada até ao laboratério em meio
Amies Charcoal (Remel)(Figura 2) de modo a
preservar a viabilidade das bactérias presentes na

amostra; a outra amostra foi transportada a

temperatura ambiente até ao laboratério em Caldo Figura 2- Meio de transporte Amies Charcoal
nutritivo de modo a preservar a viabilidade de (Remel).

Mycoplasma spp., se este estivesse presente.

3.3- Processamento das amostras vaginais
Para as amostras transportadas em meio Amies Charcoal foi realizada a dilui¢do em solugao
salina, antes de serem inoculadas através do método da estria nos meios de cultura:
* BHI sangue (para assegurar assegurar o crescimento de bactérias que se encontram
normalmente no trato vaginal);
*  MacConkey (para assegurar o crescimento de bacilos Gram-negativos);
*  Chromocult (para assegurar o crescimento de bactérias coliformes);
= CNA (para assegurar o crescimento de bactérias Gram-positivas);
* Columbia Chocolate suplementado com sangue de cavalo 5% e estreptomicina e
Columbia Chocolate suplementado com sangue de cavalo 5% e anfotericina B e
cristal de violeta (de modo a assegurar o crescimento de Taylorella equigenitalis, caso
esta estivesse presente na amostra) ;
* Cetrimida (de modo a assegurar o crescimento de Pseudomonas spp. caso estivesse
presente na amostra).
Ap6s a inoculagio as placas foram incubadas na estufa entre 24 a 48 horas, a 37°C, com
excepcao das placas de Columbia Chocolate suplementado com sangue de cavalo 5% e

estreptomicina e Columbia Chocolate suplementado com sangue de cavalo 5% e anfotericina B e
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cristal de violeta, que foram incubadas na estufa a 37°C, durante cerca de § a 7 dias numa jarra de
anaerobiose em condigdes de microaerofilia (10% de diéxido de carbono).

Nos tubos com meio Rappaport-Vassiliadis foi colocado 0,5 ml da dilui¢ao feita na solugao
salina (este meio foi utilizado para verificar se a amostra continha Salmonella sp.). A incubagao destes
tubos foi feita num banho maria a 37°C entre 24 a 48 horas. Se apés este periodo o meio nao
apresentasse viragem de cor, estes eram descartados e considerava-se que Salmonella sp. nao estava
presente na amostra.

Para as amostras transportadas em Caldo nutritivo foi realizado o seguinte procedimento:

= Centrifugou-se a amostra (cerca de 10ml) a 3000 rpm/5 min;

=  Aspirou-se, com uma seringa o sobrenadante;

* Com um filtro de 0,45 pm, ajustado a seringa, depositou-se sobre a superficie do
meio Mycoplasma Agar Base com o suplemento Mycoplasma selective supplement-
G SR0O059C, 5 a 6 gotas e efectuou-se o método de inundagao.

Apos a inoculagdo as placas foram incubadas na estufa
a 37°C durante 4 a 14 dias, numa atmosfera himida (para se
obter este efeito as placas foram colocadas dentro de uma saca
plastica). As placas foram observadas ao microscépio e
descartadas apds 14 dias, se nio se observasse as coldnias

tipicas em forma de “ovo estrelado” (Figura 3).

Figura 3- Mycoplasma spp. observado a

partir da objectiva de 10x do microscépio
optico.
3.4- Amostras de 6rgaos provenientes de um aborto
O produto de aborto da burra Daina de dia 3 de Janeiro de 2015 foi congelado pela AEPGA e
transportado para Laboratério de Histologia e Anatomia Patolégica da UTAD. A necrépsia foi
realizada no dia 4 de Margo e foram enviados para o Laboratério de Microbiologia Médica da UTAD
amostras de liquido placentdrio, cordao umbilical, figado, pulmao e medula 6ssea. Estas amostras

foram processadas e inoculadas da mesma forma que as amostras vaginais.
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3.5- Isolamento das diferentes espécies de bactérias

Ap6s o periodo de incubagao das placas na estufa, procedeu-se a observagao e realizacao de

coloragoes de Gram as diferentes colénias que as placas apresentaram. Apds a observagio da

morfologia das colénias foram feitas repicagens sucessivas (para meios apropriados) de modo a

obter-se culturas puras. Durante este processo foram também realizadas coloragoes de Gram de

modo a verificar se a cultura estava pura. Quando as culturas se encontravam puras, uma coldnia era

repicada, se possivel, para meio BHI agar para se realizar a prova da catalase e a prova da oxidase.

Apos a realizagao destas provas se as bactérias estivessem incluidas nos grupos de identificagao das

galerias API 20 Strep, API 20 E e API 20 NE procedia-se a realizagao de um destes sistemas de

identificagdo de modo a tentar identificar qual a espécie da bactéria.

3.6- Meios de cultura

Durante o decorrer do trabalho utilizaram-se 12 meios de cultura selectivos e nio-selectivos:

BBL ™ Columbia CNA Agar (Agar Columbia CNA) (BD) com 5% de sangue de
ovino;

Brain Heart Infusion Agar (BHI) (Liofilchem);

Brain Heart Infusion Agar com 5% de sangue de ovino (BHI) (Liofilchem);
Cetrimide- Agar (Merck);

Chromocult” Coliform Agar (Merck);

Columbia Agar Base Chocolate com 5% de sangue de cavalo, anfotericina B e cristal
de violeta (Oxoid);

Columbia Agar Base Chocolate com 5% de sangue de cavalo e estreptomicina
(Oxoid);

Mueller Hinton Agar (Liofilchem) com 10% sangue ovino;

MacConkey Agar (Merck);

Mycoplasma Agar Base (Oxoid) com suplemento Mycoplasma selective
supplement- G SR0059C;

Rappaport- Vassiliadis (RV) Enrichment Broth (Oxoid);

Skim Milk Powder (Oxoid).
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As respectivas fungdes, composicao e preparacdo de cada meio podem ser consultadas em

anexo na Tabela 10.

3.7- Provas de identificacio e técnicas de identificacao usadas

3.7.1- Coloragao de Gram

Esta técnica de coloragao diferencial de bactérias permite distinguir bactérias Gram-negativas

de bactérias Gram-positivas com base nas diferengas que existem na parede celular, através de

microscopia Optica. Auxilia na visualizagao da morfologia das bactérias e na previsio do género a que

pertence a bactéria.

Procedimento:

1.

As bactérias que sdo visualizadas a azul (Figura 2),
sao Gram-positivas, enquanto que aquelas que sdo
visualizadas com uma cor avermelhada sao Gram-negativas.
Por vezes pode-se observar bactérias aparentemente Gram-
negativas mas que na realidade sao Gram-positivas. Este
facto deve-se a presencga de bactérias envelhecidas visto que

estas perderam a capacidade de resistir a descoloragao pelo

Preparar o esfregago, cobrir o mesmo com o corante violeta de metilo e deixar actuar
durante um minuto;

Lavar com agua destilada;

Cobrir o esfregago com o mordente lugol e deixar actuar durante 30 segundos;
Descorar com dlcool até que o produto da lavagem seja transparente e de seguida
lavar com dgua destilada;

Cobrir o esfregago com o corante vermelho neutro deixando actuar durante 2
minutos;

Lavar com agua destilada;

Secar a lamina em papel de filtro e observar com a objectiva 100x, com 6leo de

imersao.

Figura 2- Coloragao de Gram de

dlcool, sendo por isso importante efectuar o esfregago a

Staphylococcus spp. (Ampliagio 100x).

partir de culturas jovens, antes do término da fase de
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crescimento logaritmica. Quando nao se tem a certeza se as bactérias visualizadas sao Gram-negativas
recorre-se a prova do hidréxido de potdssio para verificar se estas s3o na realidade Gram-negativas ou

Gram-positivas.

3.7.2- Prova do hidréxido de potassio 3%

Esta prova baseia-se no facto de se conseguir lisar facilmente a parede celular das bactérias
Gram-negativas por uma solugao alcalina diluida, e os restos de DNA libertados permanecerem
agregados na suspensao, apresentando a formagao de um filamento. As bactérias Gram-positivas por
apresentarem uma parede celular mais resistente, nao apresentam este aspecto.

Procedimento:

1. Colocar uma gota de KOH a 3% numa lamina e fazer uma suspensao, bem
homogeneizada, com uma ansa, levantando-se varias vezes 1 a 2 cm;
2. Observar se, ao levantar a ansa, ocorre a formagao de um fio, a reacgio ¢

considerada positiva, indicando a presenca de bactérias Gram-negativas.

3.7.3- Prova da catalase

Esta prova baseia-se na detecgao da enzima catalase em microrganismos. Se o
microrganismo possuir esta enzima degrada o peréxido de hidrogénio, havendo produgao de
efervescéncia. Esta prova é essencialmente utilizada para fazer a distingao entre Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp..

Procedimento:

1. Colocar uma gota de peréxido de hidrogénio numa limina e com o fio recto
colocar a col6nia em estudo na lAmina;

2. Observar se existe formacao de bolhas de ar.

3.7.4- Prova da oxidase
Esta prova permite distinguir grupos de microrganismos tendo como base a actividade da
enzima citocromo oxidase. Esta prova é muito atil para fazer a distingdo entre enterobactérias e

outros bacilos Gram-negativos nao enterobactérias.
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Procedimento:
1. Retirar com uma pipeta de pasteur de vidro uma colénia a testar e colocar
numa tira de papel embebida no reagente da oxidase.
2. Observar se as coldnias desenvolvem uma cor azul na tira de papel. Se tal

acontecer a bactéria tem actividade da enzima citocromo oxidase.

3.7.5- Galerias API® (bioMérieux)

As Galerias API® sio sistemas de identificagio que se baseiam numa galeria de testes
bioquimicos e numa base de dados. Neste trabalho foram utilizados os sistemas API 20 Strep (para
identificagio de estreptococos e bactérias relacionadas), API 20 E (para identificagio de bacilos
Gram-negativos, nomeadamente enterobactérias) e API 20 NE (para identificagio de bacilos Gram-
negativos nao enterobactérias). Estes sistemas de identificagio baseiam-se no facto de as provas
bioquimicas testadas possuirem um resultado positivo ou negativo e no final obtém-se um nimero,
consoante o resultado das provas bioquimicas. Este numero é consultado na base de dados e dé-nos o

nome da espécie identificada.

3.8- Estudo da sensibilidade a antibi6ticos
3.8.1 - Antibiéticos estudados
Foi determinada a sensibilidade aos seguintes antibidticos:
Streptococcus spp.:
% Ampicilina (10 pg);
% Cefepima (30 pg);
% Clindamicina (2 pg);
% Cloranfenicol (30 pg);
% Eritromicina (15 pg);
% Linezolida (30 pg);

% Quinupristina- dalfopristina (15 pg);

L)

» Tetraciclina (30 pg);

% Vancomicina (30 pg).
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Todos os antibidticos testados foram utilizados conforme as normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (2013). Os halos de inibicio de cada antibiético estiao

dispostos na Tabela 2.

Tabela 2- Antibiéticos usados em Streptococcus spp. e respectivo valor dos halos de inibi¢ao (CLSI, 2013).

Antibiético Halos de inibi¢io (mm)
Resistente Intermédio Sensivel

Ampicilina - - 224
Cefemima - - >24
Clindamicina <1§ 16-18 >19
Cloranfenicol <17 18-20 >21
Eritromicina <1§ 16-20 >21
Linezolida - - >21
Quinupristina- dalfopristina <15 16-18 >19
Tetraciclina <18 19-22 >23
Vancomicina - - >17

3.8.2- Determinacao da sensibilidade aos antibioticos pelo método de difusao em

agar
Este método foi realizado pela técnica de Kirby-Bauer e interpretado seguindo as normas do
CLSI (CLSI, 2013).

Preparacio do indculo: a partir duma placa com a estirpe pura recolheram-se 3 a 4 colénias
para um tubo de ensaio com soro fisioldgico esterilizado (NaCl a 0,9%) até se obter uma turvagao de
0,5 da escala de McFarland.

Inoculagao da placa: com o auxilio de uma zaragatoa esterilizada, semeou-se a superficie de
uma placa de Mueller Hinton na sua totalidade, de uma forma homogénea. Com uma pinga,
colocaram-se até S discos de antibidtico por placa. Incubaram-se as placas durante 24 horas a 37°C ao

fim do qual se mediram os halos de inibi¢ao.

3.9- Reac¢do em cadeia por ac¢io da polimerase (PCR)

Para a execugdo da técnica de PCR foi utilizada a metodologia e o material descrito
seguidamente.

3.9.1- Extrac¢io de DNA

A extracgdo de DNA foi realizada segundo o protocolo InstaGene™ Matrix (Bio-Rad). Desta

forma, suspenderam-se colonias de Streptococcus spp. de uma cultura pura, em 1 ml de dgua destilada
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esterilizada num eppendorf. Seguidamente centrifugou-se durante 1 min a 12000 rpm e retirou-se o
sobrenadante. De seguida, adicionaram-se 200 pl de resina de extracgao ao pellet e colocaram-se os
eppendorfs em banho-maria durante 20 minutos a 56°C. Agitou-se a suspensao no vortex e colocou-se
num banho durante 8 min a 100°C. Por fim, agitou-se novamente no vortex e centrifugou-se 3 min a
12 000 rpm.

Ap6s a extraccao mediu-se a concentragio de DNA usando um espectrofotémetro
Nanodrop-1000. Como pardmetros Optimos definiu-se a concentragio entre 300 e 600 ng.

Finalmente o DNA extraido foi guardado a 4°C no frigorifico.

3.9.2- Preparacao dos tubos de PCR

Cada tubo de PCR tem o volume final de 50 pl dos componentes descritos na Tabela 3.

Tabela 3- Componentes e concentragdes usadas para a reagao de PCR.

Componentes Concentracao Volume por tubo
MyTaq™ HS Mix 2x 25ul

(MyTagq buffer, INTPs, MgCl2)

Primer Foward 20 uM 1ul

Primer Reverse 20 uM 1ul

DNA - 1l

Agua MiliQ - Até perfazer 50 pl

Os primers utilizados foram sintetizados pela Invitrogen™ e o termociclador usado foi do

modelo Biometra® T300. Em todas as reacgoes de PCR foi incluido um controlo negativo (sem

DNA).

3.9.3- Primers e condicoes de PCR utilizadas
As sequéncias dos primers, condi¢oes de amplificacao da reac¢ao de PCR e o tamanho do

amplicao, estdo descritos, para cada caso, na Tabela 4.
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Tabela 4- Sequéncias de nucle6tidos dos primers de PCR.

Primers: sequéncia S’ a3’ Condigdes Referéncia
16SPO 95°C § min 1 ciclo Leroy et al., 2011
S-GAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 95°C 30s
56,5°C 30's 25 ciclos
16SP6 72°C 2 min
S-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3' 72°C 10 min 1 ciclo
szeFF 95°C 15 min 1 ciclo Paillot et al., 2010
S CATAAAGTTAGTCGTGCAGAG 3’ 94°C 30
59°C 30s 35 ciclos
szeFR 72°C 1 min
5 CGATGACGATGATTCACATCA 3’ 72°C 10 min 1 ciclo
szeNF 95°C 15 min 1 ciclo Paillot et al., 2010
5 GACACCGGTAACATTTCAAGAG 3 94°C 30s
59°C 30s 35 ciclos
szeNR 72°C 1 min
S GGGTTGACCACTCTTGTAG 3 72°C 10 min 1 ciclo
szePF 95°C 15 min 1 ciclo Paillot et al., 2010

S TCCAGTTGAGAAATCCTGGC 3

szePR

5’ CCTAAAAATTTCGACATCAAGTG 3

940°C 30 s
59°C 30s 35 ciclos
72°C 1 min

72°C 10 min 1 ciclo

szmF 95°C 2 min 1 ciclo Velineni e Timoney,
2013
S ATAAAGAAGTTCCTGTCATTAZ 94°C 30 s
55°C30s 30 ciclos
szmR 72°C 1 min
S CAACAGACAGGAGACTGTTGC3 72°C 10 min 1 ciclo
szpF 95°C 2 min 1 ciclo Akineden et al., 2005

5’ACA AAA GGG GAATAAAAT GGC ¥
szpR

S TTTACCACT GGG GTATAAGGCTT3

94°C 30 s
5°C60s 30 ciclos
72°C 150s

72°C § min 1 ciclo
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3.10- Eletroforese em gel de agarose

Ap6s a realizagao da técnica de PCR, procedeu-se a visualizagdo dos amplicoes obtidos
através da eletroforese horizontal em gel de agarose.

Os géis foram preparados a uma concentragio de agarose D-1, entre 1% e 2%, consoante o
tamanho dos fragmentos esperados. O tampio utilizado foi TBE 1X (constituido por: TBE 5X: S4g/1
Tris (hidroximetil) aminometano; 27,5 g/ 4cido bérico; 20 ml EDTA 0,5M (pH 8).

A mistura foi aquecida num micro-ondas até a fervura da agarose e de seguida adicionou-se
10 pl de RedSafe™ (iNtRON BIOTECHNOLOGY) (20 000x). Colocou-se a mistura num suporte
com um pente para formar os pogos. Apds o gel polimerizar, depositaram-se nos pogos 10 ul do
produto de PCR, juntamente com 2 pl de tampao de carga (constituido por 10% sacarose, 0,0025%
azul de bromofenol em TE [10mM Tris (hidroximetil) aminometano, ImM EDTA pHS)].

A eletroforese foi realizada a 96 V durante 45 minutos. Para visualizar e fotografar o gel foi
utilizado o captador de imagem “Gel Molecular Imager® Gel Doc™ XR+” com o software “Image Lab™

(Bio-Rad).

3.11- Sequenciagao

Para os isolados que, a partir de coloragoes de Gram, prova da catalase e prova da oxidase
apontavam ser Streptococcus spp., foi realizada a sequencia¢do do gene 16S rDNA, de modo a
identificar a espécie de cada isolado. Depois de visualizar os produtos de PCR, os amplicoes do gene
16S rDNA foram sequenciados. A sequenciagao foi realizada através do uso dos mesmos primers
utilizados para a reacgao de PCR. O servigo de sequenciagao foi realizado pela Stab Vida.

A anilise das sequéncias obtidas foram realizadas através de diversas ferramentas bases de
dados que permitem obter o alinhamento de sequéncias, comparar e identificar as espécies das
bactérias estudadas, alojadas nos seguintes links disponiveis na internet:

* http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm
*  http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
*  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4- Resultados

4.1- Bactérias isoladas das amostras vaginais

De um total de 54 amostras vaginais de 27 burras de Miranda foram obtidos 149 isolados.
Entre estes isolados identificaram-se 130 bactérias Gram-positivas tais como 59 Bacillus spp.,
Corynebacterium spp. ou Rhodococcus spp, 9 Streptococcus spp., 21 Staphylococcus spp. e 32
Lactobacillus spp.; 14 bactérias Gram-negativas tais como 3 Neisseria spp. e 6 Pseudomonas spp. e S
Mycoplasma spp.. Constata-se que o numero de bactérias Gram-positivas é muito maior que o
numero de bactérias Gram-negativas isoladas, sendo que cerca de 87% das bactérias isoladas sao
Gram-positivas.

As Tabelas S e 6 apresentam, respectivamente, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
isoladas, testes bioquimicos realizados e outras informagoes relevantes para a identificacdo destas
bactérias. Como se pode ver na Tabela 6, 0 maior nimero de bactérias isoladas Gram-positivas
pertence ao grupo dos Bacillus spp., Corynebacterium spp. ou Rhodococcus spp., com S9 isolados,
seguido de Lactobacillus spp.,, com 32 isolados e de Staphylococcus spp., com 21 isolados,
respectivamente.

Verificou-se que a flora bacteriana vaginal nao diferiu muito entre amostras, pois
normalmente verificava-se sempre o crescimento de colénias pequenas hemoliticas (possivelmente
Streptococcus spp.; de referir que nem sempre foi possivel isolar estas coldnias), colénias rugosas
brancas (possivelmente Bacillus spp., Corynebacterium spp. ou Rhodococcus spp.), coldnias leitosas
amarelas ou brancas (possivelmente Staphylococcus spp.) e colénias esbranquicadas pequenas
(possivelmente Lactobacillus spp.). Geralmente nio se encontrava crescimento nos meios
MacConkey, Chromocult, Cetrimida e Rappaport-Vassiliadis (meios selectivos para bactérias Gram-
negativas) , excepto em 4 amostras, onde se verificou um maior crescimento em alguns destes meios e
nao se verificou o crescimento de bactérias Gram-positivas como nas outras amostras. Segundo a
AEPGA, estas amostras foram recolhidas mais rapidamente que o habitual e nao se terd feito a
lavagem da zona genital corretamente tendo ocorrido uma maior contaminagao fecal das amostras.

Apesar de se ter obtido um total de 11 isolados que foram identificados, inicialmente, como
Streptococcus spp. e seleccionados para sequenciagao 16S rDNA, apenas se conseguiu recuperar oito
isolados dos quais, posteriormente, trés foram identificados como Streptococcus zooepidemicus, trés

isolados foram identificados como Aerococcus viridans e dois isolados foram identificados como
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Streptococcus oralis. Nao se isolou nenhuma bactéria compativel com Taylorella equigenitalis ou
Taylorella asinigenitalis.

O maior patégeno causador de endometrite equina, Streptococcus zooepidemicus (Figura 6)
foi isolado e identificado (Figura 5) trés vezes nas amostras das 27 burras, sendo que duas destas trés
vezes, as amostras pertenciam a burras com problemas de infertilidade. Esta bactéria foi identificada
através do sistema API 20 Strep, sendo que pelas trés vezes foi obtida uma identificacdo excelente
pela classificagao da base de dados. Também se realizou sequenciagdo 16S rDNA nestes isolados, de

modo a confirmar a espécie.

e
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Figura 5- Identificagdo de Streptococcus zooepidemicus a partir do sistema API 20 Strep. Os testes em que se

obteve um resultado positivo foram: BGUR, PAL, LAP, ADH, RIB, SOR, LAC, AMD e GLYG.

Verificou-se um crescimento da bactéria
Streptococcus oralis em maioria na amostra que provinha
da burra Daina. Na amostra proveniente da burra
Hortense verificou-se um maior niumero de coldnias de
Mycoplasma spp. comparando com outras amostras que

continham Mycoplasma spp. (Figura 7).

Figura 6- Streptococcus zooepidemicus em CNA

com 5% de sangue de ovino.
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Tabela 5- Bactérias Gram-positivas isoladas de amostras vaginais no decorrer do trabalho.

Bactéria putativa Aspecto da Oxidase Catalase Hemodlise APIrealizado Sequenciagio Observagoes Ne total %
coloragao de 16S rDNA
Gram ao M.O.
Aerococcus viridans Cocos G+ () () a API 20 Strep Sim 3 2,31
Bacillus spp., Corynebacterium  Bacilos Gram +/  (-)/(+) (+) -/ B - - - 53 40,76
spp. ou Rhodococcus spp. Cocobacilos
Gram +
Enterococcus faecium Cocos G+ ) ) a API 20 Strep - - 3 2,31
Gemella haemolysans Cocos G+ () () a API 20 Strep - - 1 0,77
Lactobacillus spp. Bacilos G+ ) ) - - - - 32 24,61
Micrococcus spp. Cocos G+ (+) ) - - - - 2 1,54
Rhodococcus spp. Cocobacilos G+ ) (+) - - - Colénia mucosa 6 4,62
de cor salmdo
Staphylococcus spp. Cocos G+ ) (+) - - - - 21 16,15
Streptococcus acidominimus Cocos G+ em ) ) a API 20 Strep - - 1 0,77
cadeias
Streptococcus oralis Cocos G+ em ) ) a/p API 20 Strep Sim - 2 1,54
cadeias
Streptococcus spp. Cocos G+ () () B API 20 Strep - . 3 2,31
Streptococcus zooepidemicus Cocos G+ em ) ) B API 20 Strep Sim - 3 2,31

cadeias
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Tabela 6-Bactérias Gram-negativas isoladas de amostras vaginais no decorrer do trabalho.

Bactéria Aspecto da Oxidase Catalase API Sequenciagio 168 Observacoes Ne total %
putativa coloragio de realizado rDNA
Gram ao M.O.
Aeromonas Bacilos G- ) - API20E . - 1 7,14
hydrophila
Escherichia Bacilos G- ) - API20E - . 1 7,14
coli
Neisseria spp. Cocos G- (+) (+) - - Colénia amarela, que 3 21,43
nao cresce em
MacConkey.
Oligella Bacilos G- (+) - API20 NE - - 1 7,14
urethralis
Pantoea Bacilos G- (-) . API20E - - 2 14,29
Agglomerans
Pseudomonas Bacilos G- (+) - API20 NE - - 6 42,86
chlororaphis

34



| Resultados

Figura 7- Mycoplasma spp. proveniente da

amostra da burra Hortense observado a partir

da objectiva de 10X do microscépio dptico.

A Tabela 7 apresenta a frequéncia dos
diferentes  géneros/espécies de bactérias isoladas
consoante o nimero de burras estudadas. Verifica-se que
as bactérias encontradas no maior nimero de burras
pertencem ao grupo dos Bacillus spp., Corynebacterium
spp. ou Rhodococcus spp., onde se apresentaram em 22
das 27 burras estudadas, seguido de Lactobacillus spp.
onde se apresentaram em 13 das 27 burras estudadas e de
Staphylococcus spp. onde se apresentaram em 12 das 27

burras estudadas.

Tabela 7- Frequéncia dos diferentes géneros/espécies de bactérias isoladas consoante o ndmero de burras estudadas.

Bactéria n° de Burras Nome das Burras
Aerococcus viridans 3 Algosa, Liberdade, Maceda
Aeromonas hydrophila 1 Dora
18 Albertina, B de Burra, Belfa, Castanha,

Bacillus spp., Corynebacterium spp. ou

Ceteira, Chiquitita, Daina, Ddlia,

Rhodococcus spp. Franjinhas, Gaivota, Gorongosa, Hera,
Hortense, Irina, Liberdade, Maceda,
Meruma, Serralves
Enterococcus faecium 3 Outeira, Nassa, Rosinha
Escherichia coli Dora
Gemella haemolysans 1 Ifanes
13 Albertina, Algosa, B de Burra, Belfa,
Lactobacillus spp. Castanha, Dilia, Daina, Dora, Gorongosa,
Hera, Hortense, Irina, Meruma
Mycoplasma spp. S Algosa, Délia, Dora, Hortense, Ifanes
Micrococcus spp. 2 B de Burra, Hera
Neisseria spp. 3 Dalia, Gaiata, Maceda
Oligella urethralis 1 Dora
Pantoea agglomerans 2 Fil, Rosinha
Pseudomonas chlororaphis 3 Outeira, Nassa, Rosinha
Rhodococcus spp. 4 Chiquitita, Gaiata, Gaivota, Irina
12 Albertina, Algosa, Brug6, Castanha,
Staphylococcus spp. Ceteira, Gaiata, Gorongosa, Hera, Ifanes,

Maceda, Meruma, Serralves

Streptococcus acidominimus

Filé

Streptococcus oralis

Daina, Gaiata

Streptococcus spp.

Dora, Ifanes, Meruma

Streptococcus zooepidemicus

W W[ =

Castanha, Chiquitita, Gorongosa
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4.2- Bactérias isoladas das amostras de 6rgaos provenientes de um aborto

Foram isoladas 18 bactérias das amostras provenientes do aborto da burra Daina, tais como
sete isolados de Streptococcus spp., cinco isolados de Staphylococcus spp., dois isolados identificados
como Bacillus spp., Corynebacterium spp. ou Rhodococcus spp., um isolado de Neisseria spp., um
isolado de Micrococcus spp. e dois isolados identificados como Enterobacter spp. ou Klebsiella spp.
(Tabela 8). Tal como nas amostras vaginais foi encontrado um maior nimero de bactérias Gram-
positivas do que bactérias Gram-negativas. Estes resultados obtidos nao foram significantes de modo

a que se pudesse afirmar que foi uma destas bactérias que causou o aborto.

Tabela 8- Bactérias isoladas das amostras de drgaos provenientes de um aborto.

Amostra Bactérias isoladas
Cordao umbilical 1 Neisseria spp.; 1 Micrococcus spp.; 2 Streptococcus spp.; 1 Bacillus spp.,
Corynebacterium spp. ou Rhodococcus spp.; 1 Staphylococcus spp.
Figado 1 Staphylococcus spp.; 1 Streptococcus spp.
Liquido placentério 2 Streptococcus spp.; 1 Bacillus spp., Corynebacterium spp. ou
Rhodococcus spp.; 2 Staphylococcus spp.
Medula dssea 2 Enterobacter spp. ou Klebsiella spp.
Pulmao 2 Streptococcus spp.; 1 Staphylococcus spp.

4.3- Estudo de sensibilidade a antibiéticos nos isolados de amostras vaginais de
Streptococcus spp.

Apenas 0 isolado Streptococcus
zooepidemicus proveniente da amostra da burra
Chiquitita apresentou resisténcia a um antibidtico,
nomeadamente a tetraciclina. Os isolados
Streptococcus  zooepidemicus — provenientes  das
amostras das burras Castanha e Gorongosa
apresentaram um fendtipo de resisténcia
intermédio a tetraciclina. Os isolados Streptococcus

oralis provenientes das amostras das burras Daina e

Gaiata apresentaram-se susceptiveis a todos os

Figura 8- Antibiograma do isolado Streptococcus

antibi6ticos testados (Figura 8)‘ oralis proveniente da amostra da burra Daina.
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4.4- Resultados da sequenciacao do gene 16s rDNA

Nos oito isolados que apontavam ser Streptococcus spp. devido aos resultados obtidos nas
provas bioquimicas e na coloragio de Gram, foi realizada sequenciagio do gene 16S rDNA e
identificaram-se trés isolados como sendo Aerococcus viridans, trés isolados como sendo Streptococcus

zooepidemicus e dois isolados como sendo Streptococcus oralis.

4.5- Produgao de factores de viruléncia em Streptococcus zooepidemicus

Analisou-se nos isolados de Streptococcus zooepidemicus, através da técnica de PCR, a
presencga dos genes codificadores de factores de viruléncia szeF, szeN, szeP, szm e szp. O gene szm nao
foi detectado em nenhum dos trés isolados de Streptococcus zooepidemicus. O gene szp e o gene szeF
foram detectados nos trés isolados de Streptococcus zooepidemicus. O gene szeN e o gene szeP foram
apenas detectados nos isolados de Streptococcus zooepidemicus das amostras provenientes das burras
Chiquitita e Gorongosa, nao tendo sido detectados no isolado de Streptococcus zooepidemicus da
amostra proveniente da burra Castanha (Figura 9). Na Tabela 9 apresentam-se os genétipos

detectados nos isolados de Streptococcus zooepidemicus.

Tabela 9- Genotipos dos factores de viruléncia detectados nos isolados de
Streptococcus zooepidemicus.

Genotipo de factores de viruléncia n° de isolados
szeF, szeN, szeP, szp 2
szeF, szp 1
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Presenca do

gene szp

Presenca do

gene szeN

o § e R

—

Presenga do

Auséncia do

gene szm
gene szeF

Presenga do I—V Auséncia do gene szeP

gene szeP

Auséncia do gene szeN

Figura 9- Resultados da presenga dos factores de viruléncia szeF, szeN, szeP, szm e szp dos isolados de Streptococcus

zooepidemicus apds electroforese em gel de agarose. Na fotografia C- refere-se ao controlo negativo.
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S- Discussao

O Burro de Miranda ¢ a tnica raga asinina autdctone portuguesa, originaria do Nordeste de
Portugal, nomeadamente do Planalto Mirandés, encontrando-se em vias de extingao. O
desaparecimento de uma raga levaria a perda de um patriménio e a um desequilibrio genético, cujo
interesse pode parecer hoje em dia vao, mas num futuro préximo, pode ser a chave para abrir novas
fronteiras ao desenvolvimento e defesa desta e doutras ragas de asininos e equinos (Quaresma ef al.,
2005).

De acordo com alguns estudos, as mudangas na microbiota bacteriana genital fazem parte
dos sinais mais comuns de problemas reprodutivos (Mardanovna et al,, 2014). Com a realizagio
deste trabalho pretendeu-se identificar a flora bacteriana vaginal do Burro de Miranda, e estabelecer
se esta poderd ser a causa de casos de infertilidade e abortos neste asinino. A anélise da presenca de
genes codificadores de factores de viruléncia nos isolados de Streptococcus zooepidemicus foi também
um dos objectivos do nosso estudo.

Neste trabalho isolaram-se bactérias pertencentes a diferentes géneros. Os mais encontrados
foram identificados como Bacillus spp., Corynebacterium spp. ou Rhodococcus spp. (59 isolados),
seguidos de Lactobacillus spp. (32 isolados) e Staphylococcus spp. (21 isolados). Outras bactérias
isoladas foram identificadas como Aerococcus viridans (3 isolados), Aeromonas hydrophila (1 isolado),
Enterococcus faecium (3 isolados), Escherichia coli (1 isolado), Gemella haemolysans (1 isolado),
Micrococcus spp. (2 isolados), Mycoplasma spp. (S isolados), Neisseria spp. (3 isolados), Oligella
urethralis (1 isolado), Pantoea Agglomerans (2 isolados), Pseudomonas chlororaphis (6 isolados),
Streptococcus acidominimus (1 isolado), Streptococcus oralis (2 isolados), Streptococcus spp. (3
isolados) e Streptococcus zooepidemicus (3 isolados).

Meruyert e colaboradores, em 2013, identificaram bactérias do género Corynebacterium spp.,
Bifidobacterium spp., Staphylococcus spp., Sarcina spp., Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. em
amostras vaginais de éguas saudaveis e com problemas reprodutivos. Também identificaram outros
géneros como Escherichia coli e Bacillus spp., mas apenas em éguas com problemas reprodutivos.
Encontraram também, uma maior percentagem de bactérias possivelmente patogénicas e
oportunistas e uma menor percentagem de Lactobacillus spp. em éguas com problemas reprodutivos

e com uma idade mais avancada. No nosso estudo ndo se verificou um aumento do nuimero de
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bactérias patogénicas mas observou-se que o género Lactobacillus spp. foi isolado num maior nimero
de burras sem problemas reprodutivos (Meruyert et al., 2013).

Em 2014, Mardanovna e seus colaboradores, realizaram um estudo que consistiu em estudar
a microflora vaginal de éguas que tinham contacto sexual sistematico com cavalos em que tinha sido
realizado vasectomia e comparar com a microflora vaginal de éguas que ndo tinham contacto sexual
com estes cavalos. Os autores nao encontraram diferengas significativas na microflora vaginal de
éguas que tinham ou ndo tido contacto com cavalos em que se tinha realizado vasectomia. Os
géneros mais frequentemente isolados foram Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Sarcina spp. e
Corynebacterium spp.. Os autores também isolaram Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. mas
menos frequentemente (Mardanovna et al.,, 2014).

Um estudo semelhante ao nosso, onde se caracterizou a microbiota vaginal de Burras de
Miranda, foi realizado por Martins em 2008. Porém, Martins ndo obteve os mesmos resultados que
os encontrados no nosso estudo, sendo que as bactérias isoladas por esta autora pertenceram aos
géneros Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.. No
nosso estudo foram utilizados nove meios de cultura (Columbia CNA Agar com 5% de sangue de
ovino, BHI com 5% de sangue de ovino, Cetrimide-Agar, Chromocult Coliform Agar, Columbia
Agar Base Chocolate com 5% de sangue de cavalo, anfotericina B e cristal de violeta, Columbia Agar
Base Chocolate com 5% de sangue de cavalo e estreptomicina, MacConkey Agar, Mycoplasma Agar
Base (Oxoid) com suplemento Mycoplasma selective supplement- G SR0059C, Rappaport-
Vassiliadis (RV) Enrichment Broth) para a inoculagao e processamento das amostras enquanto que
Martins apenas utilizou trés meios de cultura (MacConkey agar, Slanetz-Bartley agar e Glutamato
Amido Vermelho de Fenol). Sendo estes trés meios considerados selectivos (MacConkey agar é
selectivo para Bacilos Gram-negativos; Slanetz-Bartley agar selectivo para Enterococcus spp. e
Glutamato Amido Vermelho de Fenol selectivo para Pseudomonas spp. e Aeromonas spp.) pode dizer-
se que as bactérias isoladas por esta autora mediante os meios selectivos utilizados foram
exclusivamente as esperadas. No nosso estudo foram utilizados ambos meios selectivos e meios nao
selectivos, o que permitiu ndo sé o crescimento de bactérias previstas na flora vaginal como também
outras bactérias que podem ou nao ser encontradas na flora vaginal. Martins, utilizou na identificagao
das bactérias, coloragoes de Gram, prova da catalase, prova da oxidase, TSI e IMViC. No nosso

. . ® < .
trabalho, efectou-se, sempre que possivel as galerias API", onde sao testadas varias provas
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bioquimicas de modo a identificar a espécie do isolado. Também se realizou sequenciagao 16S rDNA
nos isolados que se suspeitava serem Streptococcus spp., de modo a chegar a espécie. Martins também
nao refere no seu trabalho como foi realizada a colheita da amostra, sendo que no nosso estudo foi
realizada uma lavagem da zona genital de modo a eliminar contaminagdes fecais (Martins, 2008).

No nosso trabalho foi isolado Streptococcus oralis, embora nao seja usual a sua presenca na
flora vaginal. Esta bactéria pertence ao grupo viridans dos estreptococos e faz parte da microbiota oral
e da faringe (Do et al,, 2009). Em 2009, Singh isolou Streptococcus mitis e Streptococcus vestibularis
(espécies que também pertencem ao grupo viridans e fazem parte da microbiota oral) de amostras
vaginais de éguas sem problemas reprodutivos e de éguas inférteis. O autor explica que o facto de tal
ter acontecido nao é surpreendente pois estas bactérias sdo, frequentemente, reportadas como
invasoras do sistema reprodutivo de éguas com ou sem associagao a patogénese (Singh et al., 2009).

De referir que no nosso trabalho se isolou Streptococcus oralis em maioria da amostra da burra
Daina, que tinha abortado uma semana antes da amostra ter sido enviada para o laboratério. Das
amostras de drgaos provenientes deste aborto isolamos diferentes géneros de bactérias no entanto,
nao obtivemos nenhuma cultura pura, ndo podendo inferir se a causa do aborto foi bacterioldgica.
Segundo a AEPGA, o aborto terd sido congelado entre 6 a 10 horas ap6s ter ocorrido, o que pode
explicar o facto de se ter isolado diferentes géneros de bactérias. Segundo a necrépsia do Laboratério
de Histologia e Anatomia Patologica da UTAD, existia uma tor¢ao do cordao umbilical e podera ter
sido esta a causa do aborto. A tor¢ao do cordao umbilical pode ser uma causa de morte fetal e aborto
e é usualmente observada em meados da gestagio ou no final da mesma (Hong et al, 1993;
Mizushima, 2005). A burra Daina encontrava-se em gestacao desde Abril de 2014 e abortou em
Janeiro de 201S$ ou seja, 0 aborto ocorreu no final da gestagao.

Neste estudo, isolamos em amostras vaginais de S burras a bactéria Mycoplasma spp.. Estas S
burras nao apresentavam qualquer problema reprodutivo aparente. Vérias espécies de micoplasma
tém estado envolvidos em perturbagdes genitais e infertilidade de muitas espécies incluindo o
Homem e cavalos e tém sido isolados a partir da vagina, colo do ttero, clitoris, preptcio, uretra e
sémen de equinos com problemas reprodutivos bem como de equinos aparentemente saudaveis. No
entanto, o seu papel como organismos comensais ou patogénicos no trato genital de equinos ainda
néo foi estabelecido (Moorthy ef al.,, 1977; Bermudez et al., 1987; Spergser et al., 2002; Baczynska et

al., 2007; Khurana et al., 2015).
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Streptococcus zooepidemicus é o patdgeno mais frequentemente isolado do utero de éguas.
Pensa-se que as estirpes de Streptococcus zooepidemicus que residem no sistema reprodutor inferior
causem endometrite através duma infec¢do ascendente e de uma forma aleatéria regida
principalmente pelos mecanismos de defesa uterina da égua. O clitoris e a vagina tém sido sugeridos
como possiveis reservatdrios desta bactéria (Rasmussen et al., 2013).

No nosso estudo apenas um isolado de Streptococcus zooepidemicus apresentou resisténcia a
tetraciclina, sendo susceptivel a todos os outros antibiéticos estudados. Os outros dois isolados de
Streptococcus zooepidemicus apresentaram-se, também, susceptiveis a todos os antibi6ticos estudados
excepto a tetraciclina apresentando um fendtipo intermédio. Os isolados de Streptococcus oralis
apresentaram-se susceptiveis a todos os antibioticos estudados. Os estreptococos p-hemoliticos sao
usualmente susceptiveis & maioria dos antibidticos. A resisténcia a tetraciclina ¢, frequentemente,
observada nos grupos A, C e G de estreptococos p-hemoliticos (Kaplan, 1997; Lopardo, 2007).

No nosso estudo, obtivemos trés isolados de Streptococcus zooepidemicus. Dois destes isolados
provinham de burras que nunca conseguiram estabelecer gestagao, mas também foi isolada de uma
amostra proveniente de uma burra que se encontrava sem problemas reprodutivos. Quanto aos genes
codificadores de factores de viruléncia estudados, existiram diferengas entre os isolados provenientes
de burras com problemas reprodutivos do isolado proveniente da burra sem problemas reprodutivos.
Nos isolados das burras que nunca conseguiram engravidar detectaram-se, em ambos os isolados, os
trés genes codificadores de sAgs estudados neste trabalho (szeF, szeN, szeP), enquanto que no
isolado da burra sem problemas reprodutivos apenas se detectou um destes genes (szeF). Nos trés
isolados foi detectado um dos genes codificadores de proteinas m-like, o gene szp, nao tendo o gene
szm sido detectado em nenhum. Apesar de termos obtido diferengas nos genétipos dos factores de
viruléncia de fémeas com problemas reprodutivos e sem problemas reprodutivos, o nimero de
isolados estudados é muito pequeno para que possamos chegar a qualquer conclusao. Em 2014, Rash
e seus colaboradores, conduziram um estudo em que avaliaram a prevaléncia dos genes codificadores
de sAgs (szeF, szeN, szeP) de modo a definir a ligagdo entre a sua presenca e o tipo de doenca. Os
resultados principais mostraram que a presenga destes genes estd significativamente associada a
formagao de abcessos nos ganglios linfiticos que nao estao relacionados com adenite equina, e a
auséncia destes estd associada a infecgoes uterinas/abortos. A fim de investigar esta auséncia de genes

codificadores de sAgs em estirpes do sistema reprodutivo no contexto de infecgdes uterinas, os
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autores também recolheram um ndmero reduzido de estirpes de Streptococcus zooepidemicus da
vagina e do clitéris de éguas sem problemas reprodutivos. Neste conjunto de estirpes comensais
foram detectados genes codificadores de sAgs e os autores chegaram a conclusio que a sua
prevaléncia era compardvel ao conjunto de estirpes dos primeiros dados (excluindo as que
provinham de infec¢es uterinas/abortos e as que provinham de abcessos nos ginglios linfaticos que
nao estio relacionados com adenite equina). Embora o niimero de estirpes comensais do sistema
reprodutivo seja baixo, os resultados sugeriram que estirpes comensais de Streptococcus zooepidemicus
que possuem genes codificadores de sAgs sao capazes de colonizar o sistema reprodutivo. E possivel
que a auséncia de genes codificadores de sAgs em estirpes de Streptococcus zooepidemicus que
induzem infecc¢ao uterina seja mera coincidéncia. Um outro estudo realizado em 2008, por Webb e
seus colaboradores, mostrou que as estirpes de Streptococcus zooepidemicus que causam infecgdes
uterinas/abortos tendem a agruparem-se na andlise feita com o software ClonalFrame, sugerindo que
estio relacionadas e melhor adaptadas para colonizarem a vagina (e infectarem o utero
oportunisticamente) (Webb et al., 2008).

Rasmussen e seus colaboradores, em 2013, reforcaram esta teoria ao demonstrarem que as
estirpes de Streptococcus zooepidemicus que causam endometrite pertencem a um grupo
geneticamente distinto. O objectivo do estudo deste grupo foi comparar o genétipo de mdltiplos
isolados de Streptococcus zooepidemicus provenientes do utero, clitoris e vagina de éguas com e sem
sintomas clinicos de endometrite, de forma a investigar se existia uma subpopulagao de Streptococcus
zooepidemicus associada a endometrite. Os resultados demonstraram que existia uma maior
similaridade genética entre os isolados obtidos de éguas com endometrite comparativamente com os
isolados provenientes do sistema reprodutivo inferior e que os isolados provenientes da vagina
tinham uma maior similaridade genética aos isolados provenientes do tutero da mesma égua do que
os isolados uterinos de outras éguas. Rasmussen e colaboradores encontram-se a investigar a
presenca de genes codificadores de factores de viruléncia dos isolados de Streptococcus zooepidemicus
do estudo de 2013 de forma a determinar se certos genes estao associados com estirpes que causam
endometrite (Rasmussen ef al., 2013).

Apesar do nosso trabalho ter como objectivo principal o estabelecimento duma relagio entre
a flora bacteriana da vagina e casos de infertilidade e abortos no Burro de Miranda, nao foi possivel

estabelecer qualquer relagio, pois nao se observaram diferencas na flora bacteriana entre as amostras
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que provinham de burras sem problemas reprodutivos e burras com problemas reprodutivos que
pudessem indicar problemas que conduzissem a infertilidade. No inicio do trabalho foi questionado a
AEPGA a possibilidade de serem enviadas amostras provenientes do utero (uma vez que o problema
com maior incidéncia ¢ infertilidade em burras que ainda sao jovens). Contudo, devido ao facto de
nao possuirem os meios proprios para fazer a colheita de amostras do ttero e o facto de a colheita de
amostras do utero ser mais dificil de realizar do que a colheita de amostras da vagina, nao foi possivel
a AEPGA recolher e enviar amostras provenientes do utero.

O diagnéstico de infecgoes uterinas deve passar pela histéria de insucesso reprodutivo,
isolamento de organismos patogénicos, identificagao de burras susceptiveis através da detecgao de
liquido intra-uterino durante o estro ou ap6s 6-48 horas do acasalamento, exame vaginal, detecgao de
corrimento vaginal, palpagao transrectal, detecgao de intervalos entre estros curtos, ultrasonografia
do trato reprodutor, bidpsia e citologia do endométrio. No entanto, alguns destes sinais podem estar
ausentes em casos subclinicos. Sinais de endometrite subclinica incluem edema excessivo apos o
acasalamento e linhas brancas entre as pregas endometriais na ultrasonografia (Causey, 2006;
LeBlanc, 2008; LeBlanc e Causey, 2009; Overbeck ef al, 2011). A quantidade de liquido intra-
uterino e a ecotextura uterina sio frequentemente usados como indicadores de endometrite. No
entanto, o liquido intra-uterino também pode ser observado em condigdes normais e pode nao ser
fidvel como unico critério de diagnéstico. Também as culturas bacterianas podem levar a resultados
falso-positivos ou falso-negativos originadas pela contaminagao dos instrumentos de colheita da
amostra, da genitdlia externa ou vagina. Assim o ideal é realizar-se culturas bacterianas uterinas e a
citologia em conjunto de modo a que o diagndstico seja preciso. Se o resultado dos dois for positiva
uma égua pode ser diagnosticada, com bastante seguranca, como tendo endometrite (LeBlanc, 2008;

Defontis et al., 2011; Overbeck et al., 2011).
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6- Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a flora bacteriana vaginal do Burro de
Miranda ¢é variada e pertence a vérios géneros de bactérias. Em equinos, e sobretudo no Burro de
Miranda poucos estudos foram realizados. O estudo da microbiota em animais tem ganho cada vez
mais importincia, visto que estas comunidades microbianas podem ser cruciais para as fungoes
normais do organismo.

As principais conclusdes a que chegamos com a realizagdo deste trabalho foram:
e A flora bacterina vaginal do Burro de Miranda é sobretudo constituida por bactérias
Gram-positivas dos géneros Bacillus spp., Corynebacterium spp., Rhodococcus spp.,

Lactobacillus spp. e Staphylococcus spp.;

® Qutras bactérias identificadas na flora foram identificadas como Aerococcus viridans,
Aeromonas hydrophila, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Gemella haemolysans,
Micrococcus spp., Mycoplasma spp., Neisseria spp.,, Oligella urethralis, Pantoea
Agglomerans, Pseudomonas chlororaphis, Streptococcus acidominimus, Streptococcus
oralis, Streptococcus spp. e Streptococcus zooepidemicus;

e A flora vaginal de burras com e sem problemas reprodutivos nao apresentou grandes
diferengas, tendo-se isolado de ambas, bactérias potencialmente patogénicas, como
Streptococcus zooepidemicus,-

e Osisolados de Streptococcus oralis apresentaram-se susceptiveis aos antibidticos
testados. Os isolados de Streptococcus zooepidemicus mostraram-se resistentes ou com
sensibilidade intermédia a tetraciclina e susceptiveis ao resto dos antibidticos
testados;

e Nos 3 isolados de Streptococcus zooepidemicus os genes codificadores de factores de
viruléncia mais detectados foram os genes szeP e szp;

e Os dois isolados de Streptococcus zooepidemicus provenientes de burras com
problemas reprodutivos apresentaram os 3 genes codificadores de sAgs estudados
neste trabalho (szeF, szeN, szeP), enquanto que no isolado da burra sem problemas
reprodutivos apenas se detectou o gene szeF.

E de realgar a importancia da sequenciagao 16s rDNA neste trabalho pois possibilitou-nos a
identificagao precisa ao nivel da espécie de alguns isolados.
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Este trabalho foi atil na medida em que deu a conhecer a flora vaginal bacteriana do Burro de
Miranda. Em virtude deste animal se encontrar em vias de extingao e existirem poucos estudos
realizados nesta drea, os dados obtidos neste trabalho poderiao ser vantajosos para futuras
investigagoes. Por forma a descobrir qual a razao dos problemas de fertilidade no Burro de Miranda
seria importante avaliar os pontos pelos quais deve passar o diagndstico de infecgdes uterinas de
modo a afastar a possibilidade de estes serem causados por uma infecgao bacteriana. Seria também
importante estudar a microbiota genital nos machos de Burro de Miranda, de modo a ter
conhecimento se desta fazem parte bactérias patogénicas que poderao infectar as fémeas aquando o
acasalamento. Outros problemas nao relacionados com microrganismos deverao também ser tidos
em considerag¢ao no futuro, de forma a encontrar a verdadeira razao para os problemas reprodutivos e

baixa natalidade nesta raga.
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8- Anexos

Os meios de cultura que foram utilizados no decorrer deste trabalho estao a seguir descritos:

Tabela 10- Meios de cultura utilizados durante o decorrer do trabalho.

Nome do meio

Fung¢io do meio

Composiciao do meio

Preparacio do meio

BBL ™ Columbia
CNA Agar (Agar
Columbia CNA)
(BD) com 5% de
sangue de ovino

Meio de cultura selectivo
utilizado para isolamento
de microrganismos
Gram-positivos, a
colistina e o 4cido
nalidixico inibem o
crescimento de
Enterobactérias e
Pseudomonas spp.

*  Digerido pancredtico de
caseina, 12,0 g/L
Digerido péptico de tecidos
animais, 5,0 g/L
Extrato de leveduras, 3,0 g/L
Extrato de carne, 3,0 g/L
*  Amido de milho, 1,0 g/L
Cloreto de s6dio, 5,0 g/L

" Agar, 13,5g/L
= Colistina, 0,01 g/L
Acido nalidixico, 0,01 g/L
=  Sangue de ovino 5%

Pesar 42,5 g de meio e
adicionara 1L de dgua
destilada;
Aquecer cuidadosamente
até dissolver
completamente;
Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;
Deixar arrefecer até 4
temperatura de 45-50°C e

distribuir por placas.

Brain Heart
Infusion Agar
(BHI)
(Liofilchem)

Meio de cultura nio
selectivo, extremamente
rico, usado para o
crescimento de bactérias
fastidiosas e nao
fastidiosas.

Infusio de cérebro e coragao,
17,5g/L
Peptona, 10,0 g/L
= Glucose, 2,0g/L
Cloreto de s6dio, 5,0 g/L
=  Fosfato dissddico, 2,5 g/L
Agar, 15,0 g/L

®  Pesar 52 gdemeioe
adicionara 1L de dgua
destilada;
Aquecer cuidadosamente
até dissolver
completamente;
Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;
= Deixar arrefecer até 4
temperatura de 45-50°C e
distribuir por placas.

Brain Heart
Infusion Agar
com 5% de
sangue de ovino
(BHI)
(Liofilchem)

Meio de cultura nao
selectivo, extremamente
rico, usado para o
crescimento de bactérias
fastidiosas e nao
fastidiosas.

=  Infusdo de cérebro e coragao,
17,5 g/L

Peptona, 10,0 g/L

*  Glucose, 2,0g/L

Cloreto de s6dio, 5,0 g/L

Fosfato dissédico, 2,5 g/L

= Agar,150¢g/L

Sangue de ovino 5%

Pesar 52 g de meio e
adicionar a 1 L de é4gua
destilada;

Aquecer cuidadosamente
até dissolver
completamente;
Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C

durante 15 min;
= Deixar arrefecer até &
temperatura de 50°C,
adicionar 5% de sangue de
ovino e distribuir por
placas.
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Tabela 10 (cont.)- Meios de cultura utilizados durante o decorrer do trabalho

Nome do meio

Fungio do meio

Composi¢iao do meio

Preparacio do meio

Peptona de gelatina, 20,0

" DPesar45,3gdemeioe

g/L adicionara 1L de 4gua
*  Cloreto de magnésio, 1,4 destilada;
Meio de cultura g/L *  Adicionar 10 ml de glicerina;
Cetrimide- Agar selectivo usado para o = Sulfato de potéssio, 10,0 = Aquecer cuidadosamente até
(Merck) isolamento de g/L dissolver completamente;
Pseudomonas spp. *  Cetrimida, 0,3 g/L = Esterilizar no autoclave a
=  Agar-agar, 13,0 g/L temperatura de 121°C
=  Adicionar 10 ml/L de durante 15 min;
glicerina =  Deixar arrefecer até 4
temperatura de 45-50°C e
distribuir por placas.
"  DPeptona, 3,0g/L
= Cloreto de sodio, 5,0 g/L
= Fosfato monossddico, 2,2
g/L
=  Fosfato dissodico, 2,7 g/L "  Pesar34,Sgdemeioe
Chromocult Meio de cultura *  Triptéfano, 1,0 g/L adicionara 1L de 4gua
Coliform Agar cromogénico, usado *  Piruvato de sédio, 1,0 g/L destilada;
(Merck) para o isolamento de e = Aquecer cuidadosamente até
bactérias coliformes. *  Tergitol 7,0,15g/L dissolver completamente;
n Sorbitol, 1,0 g /L - Nao autoclavar;
»  Agar-agar, 10,0 g/L *  Deixar arrefecer até &
*  6-cloro-3-indolil--D- temperatura de 45-50°C e
galactopiranoside, 0,2 g/L distribuir por placas.
= Isopropil-p-D-
tiogalactopiranoside, 0,1
g/L
= Acido 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-D-glucurénico, 0,1
g/L
®  Pesar 39 g de meio e adicionar
Meio de cultura a 1L de 4gua destilada;
extremamente rico, =  Pesar 0,005 g de Anfotericina
usado para o B e 0,001 g de Cristal de
crescimento de ® Peptona especial, 23,0 Violeta e adicionar ao meio
Columbia Agar bactérias fastidiosas. g/L base;
Base Chocolate Neste trabalho foi *  Amido, 1,0g/L = Aquecer cuidadosamente até
com 5% de utilizado como *  Cloreto de sédio, 5,0 g/L dissolver completamente;

sangue de cavalo,
anfotericina B e
cristal de violeta
(Oxoid)

proposito de isolar
Taylorella equigenitalis.
Adicionou-se

anfotericina B de modo
a eliminar os fungos da
flora genital e o cristal
de violeta para inibir o

crescimento de

bactérias Gram-

positivas.

*  Cristal de Violeta, 1 pg/ml

* Agar, 10,0g/L
Sangue de cavalo, 5%
Anfotericina B, 5 pug/ml

Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;

=  Deixar arrefecer até &
temperatura de 50°C e
adicionar o 5% de sangue de
cavalo;

Colocar em banho-maria a
80°C durante 10 min. Deixar
arrefecer até 4 temperatura de

45-50°C e distribuir por
placas.
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Tabela 10 (cont.)- Meios de cultura utilizados durante o decorrer do trabalho.

Nome do meio

Fungio do meio

Composi¢io do meio

Preparagio do meio

Columbia Agar
Base Chocolate
com 5% de sangue
de cavalo e
estreptomicina
(Oxoid)

Meio de cultura
extremamente rico, usado
para o crescimento de
bactérias fastidiosas. Neste
trabalho foi utilizado com o
propdsito de isolar Taylorella
equigenitalis. Devido a
algumas estirpes de
Taylorella equigenitalis serem
susceptiveis a
estreptomicina, é necessdrio
inocular outra placa em
paralelo que ndo contenha
estreptomicina. Este meio foi
suplementado com
estreptomicina de modo a
suprimir o crescimento de
bactérias Gram-negativas
contaminantes.

= Peptona especial,
23,0g/L
=  Amido, 1,0g/L
= (Cloreto de sédio,
50g/L
= Agar,10,0g/L
=  Sangue de cavalo,
5%

=  Estreptomicina, 200

ug/ml

"  Pesar 39 g de meio e adicionar
a 1L de dgua destilada;
= Pesar 0,2 g de estreptomicina
e adicionar ao meio base;
= Aquecer cuidadosamente até
dissolver completamente;
=  Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;
=  Deixar arrefecer até &
temperatura de 50°C e
adicionar o 5% de sangue de
cavalo;
=  Colocar em banho-maria a
80°C durante 10 min. Deixar
arrefecer até 4 temperatura de
45-50°C e distribuir por
placas.

Mueller Hinton
Agar (Liofilchem)
com 10% sangue
ovino

Meio de cultura utilizado
para testar a susceptibilidade
a antibioticos de
Streptococcus spp.

= Extrato de carne, 2
g/L
= Acidos Casamino,
17,5g/L
=  Amido, 1,5g/L
= Agar,15g/L

*  Sangue de ovino, 10

%

®  Pesar 36 g de meio e adicionar
a 1L de dgua destilada;
= Aquecer cuidadosamente até
dissolver completamente;
= Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;
= Deixar arrefecer até 4
temperatura de 45-50°C e
adicionar 10% de sangue de
ovino;
= Distribuir por placas.

MacConkey Agar
(Merck)

Meio de cultura selectivo e
diferencial usado para o
isolamento de bacilos Gram-
negativos. Os sais biliares
inibem o crescimento da
maioria das bactérias Gram-
positivas e a presenga de
lactose permite diferenciar as
bactérias fermentadoras das
nao fermentadoras de
lactose.

*  Peptona de gelatina,

17,0g/L

= Peptona de caseina,

1,5g/L
= Peptona de carne,
1,5g/L
= Cloreto de sédio,
50g/L
=  Lactose, 10,0 g/L
=  Mistura de sais
biliares, 1,5 g/L
=  Vermelho neutro,
0,03g/L
®  Cristal de violeta,
0,001g/L
Agar-agar, 13,5 g/L

®  Pesar 50 g de meio e adicionar
a 1L de dgua destilada;
= Aquecer cuidadosamente até
dissolver completamente;
= Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;
= Deixar arrefecer até 4
temperatura de 45-50°C e
distribuir por placas.
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Tabela 10 (cont.)- Meios de cultura utilizados durante o decorrer do trabalho.

Nome do meio

Fungio do meio

Composi¢io do meio

Preparagao do meio

Mycoplasma Agar
Base (Oxoid)com
suplemento
Mycoplasma
selective
supplement- G
SR0O059C

Meio de cultura utilizado
para o isolamento de
Mycoplasma spp.

Peptona bacterioldgica,
10,0 g/L
‘Lab-Lemco’ em p9, 10,0
g/L
Cloreto de sédio, 5,0 g/L
Suplemento mineral, 0,5
g/L

= Agar,10,0g/L

=  Composicio do
suplemento:
Soro de cavalo, 20 ml
Extrato de levedura(25%
w/v),10ml
Acetato de Tiélio, 25 mg
= Penicilina, 20 000
unidades

Pesar 35,5 g de meio e
adicionara 1L de dgua
destilada;
Aquecer cuidadosamente
até dissolver
completamente;
Distribuir em volumes de
80 ml;
Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121°C
durante 15 min;
Deixar arrefecer até 4
temperatura de 45-50°C e
distribuir por placas;
Adicionar o suplemento
previamente preparado.

®  Preparagio do
suplemento:
Adicionar 20 ml de dgua
destilada esterilizada a um
frasco de suplemento e
misturar bem.

Rappaport-
Vassiliadis (RV)
Enrichment Broth
(Oxoid)

Meio de cultura de
enriquecimento utilizado
para o crescimento de
Salmonella sp.

Peptona de Soja, 5,0 g/L
Cloreto de Sédio, 8,0 g/L
Fosfato Monopotdssico,
L,6g/L
Cloreto de Magnésio,
40,0 g/L
Verde Malaquite, 0,04
g/L

Pesar 30 g de meio e
adicionar a 1L de &gua
destilada;

Aquecer cuidadosamente
até dissolver
completamente;
Distribuir volumes de 10
ml por tubos e esterilizar
no autoclave a
temperatura de 115°C
durante 15 minutos.

Skim Milk Powder
(Oxoid)

Meio utilizado a 10% para
guardar as bactérias no
congelador.

Humidade % w/w, <S,0;
Teor de gordura % w/w,
<1,5;

Proteina % w/w, >34

Misturar o p6 com uma
pequena quantidade de
dgua destilada,
adicionando
gradualmente mais dgua
até obter-se uma mistura
10% w/v;
Esterilizar no autoclave a
temperatura de 121° C
durante 5 min.
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