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This study was carried out to assess the association between of mycoplasmas species
with ear mites Raillietia auris and R. flechtmanni in the external ear canal of 60 bovines at
slaughter time from the State of Rio de Janeiro, Brazil. Steril syringes (60ml) loaded with
buffer solution (PBS, pH 7.2) were used for the ear canal flushing. Were processed 218
mites for mycoplasma isolation. A pool of mites from each sampled bovine was washed
five times sucessively in 1mL of liquid modified Hayflick’s medium. The washed mites
obtained were diluted up to 10t at 10, inoculated in liquid and solid Hayflick’s media and
incubated at 37°C for 2-3 days, being the plates put into jar for the obtention of microae-
rofilia condition. The Typical colonies were typified by the indirect imunoperoxidase test
(IPI) with paper discs satured with hyperimmune rabbit sera. In the studied bovine high
prevalence was verified Raillietia spp. 76.7% (46/60). The parasitism by mycoplasmas
and mites was verified in 40 animals (74.1%), this association was significant (p<0.001).
Among the mites processed for isolation mycoplasmas 193 were female and 25 males.
The frequency of Mycoplasma in Raillietia spp. was of 81.2% (177/218) (p<0.001). Of
the females identified 52.3% (101/193) were R. auris and 47.7% (92/193) were R. fle-
chtmanni. The frequency of Mycoplasma in the females of R. auris was of 75.2% (76/101)
and 88% (81/92) in R. flechtmanni (P<0.05). The mycoplasmas species typified by IPI in
the Raillietia auris mites were M. alkalescens 6.9%, M. arginini 3.4%, M. bovirhinis 9.2%,
M. conjunctivae 18.4%, M. mycoides mycoides LC 8.0%, M. capricolum 5.7%. In the R. flecht-
manni mites mycoplasmas species typified were M. alkalescens 12.2%, M. arginini 1.0%,
M. bovirhinis 18.9%, M. bovis 2.2%, M. conjunctivae 21.0%, M. mycoides mycoides LC 11.0%
e M. capricolum 4.4%. The species of identified mycoplasmas in the external ear canal
bovine and mites were exactly the same. The results confirm that the external ear canal
cattle’s ear canal is also a mycoplasmas source, including potentially pathogenic species
for cattle, and these mollicutes are closely related with mites Raillietia spp. that is carrier
and this agent in your organism.

INDEX TERMS: Mycoplasmas, ear mites, Gamasida, bovine, external ear canal, mycoplasmosis, trans-

mission.
1 Recebido em 2 de setembro de 2011. de de Medicina Veterindria, Universidade Federal Fluminense (UFF), Rua
Aceito para publicagdo em 22 de novembro de 2011. Vital Brasil 64, Santa Rosa, Niterdi, R] 24020-150, Brasil.

2 Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Ru- * Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, Uni-
ral de Pernambuco, Campus Dois Irméos, Rua Dom Manoel de Medei- versidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]), Seropédica, R] 23890-
ros s/n, Recife, PE 52171-900, Brasil. *Autor para correspondéncia: 000, Brasil. Bolsista do CNPq.
sanbsantos@gmail.com 5 Ntcleo de Animais de Laboratério, Departamento de Imunobiologia,

3 Departamento de Saude Coletiva Veterinaria e Saude Publica, Faculda- UFF, Outeiro Sao Jodo Batista s/n, Centro, Niter6i, R] 24210-130.

293



294 Sandra B. dos Santos et al.

RESUMO.- Esse estudo foi realizado com o objetivo de ve-
rificar a associacdao entre micoplasmas e acaros (Raillietia
auris e R. flechtmanni) no conduto auditivo de bovinos. Fo-
ram realizadas lavagens no conduto auditivo externo de 60
bovinos abatidos no Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Para
a lavagem dos condutos auditivos foi utilizada solu¢ao sali-
na tamponada (PBS, pH 7.2) em seringas estéreis de 60mL.
Para o isolamento de micoplasmas foram utilizados pools
de acaros por animal, lavados sucessivamente em 1mL de
meio Hayflick modificado. Os lavados dos acaros foram di-
luidos de 10! até 10 e repicados em meio Hayflick modi-
ficado, sélido e liquido e incubados a 37°C por 48-72 horas
em microaerofilia. A identificacdo das espécies de mico-
plasmas foi realizada pelo teste da imunoperoxidase indi-
reta (IPI). Verificou-se alta prevaléncia de acaros do género
Raillietia spp. 76,7% (46/60). O parasitismo por acaros e
micoplasmas foi verificado em 40 animais (74,1%), sendo
esta associagdo significativa (p<0,001). Dos acaros proces-
sados para isolamento de micoplasmas, 193 foram fémeas
e 25 machos. A frequéncia de Mycoplasma em Raillietia spp.
foi de 81,2% (177/218) (p<0.001). Das fémeas identifica-
das, 52,3% (101/193) foram R. auris e 47,7% (92/193) R.
flechtmanni. A frequéncia de Mycoplasma nas fémeas de R.
auris foi de 75,2% (76/101) e na espécie R. flechtmanni foi
de 88% (81/92) (P<0.05). As espécies de micoplasmas tipi-
ficadas pela IPI nos acaros Raillietia auris foram: M. alkales-
cens 6,9%, M. arginini 3,4%, M. bovirhinis 9,2%, M. conjunc-
tivae 18,4%, M. mycoides mycoides LC 8,0%, M. capricolum
5,7%. Em R. flechtmanni as espécies de micoplasmas iden-
tificadas foram: M. alkalescens 12,2%, M. arginini 1,0%, M.
bovirhinis 18,9%, M. bovis 2,2%, M. conjunctivae 21,0%,
M. mycoides mycoides LC 11,0% e M. capricolum 4,4%. As
espécies de micoplasmas identificadas no conduto audi-
tivo externo dos bovinos foram as mesmas presentes nos
acaros R. auris e R. flechtmanni. Os resultados confirmam
que o conduto auditivo externo de bovinos é um habitat de
Mycoplasma spp., incluindo espécies potencialmente pa-
togénicas para os rebanhos, além dos acaros R. auris e R.
flechtmanni estarem associados com esses molicutes car-
reando-os em seu organismo.

TERMOS DE INDEXACAO: Micoplasmas, 4caros, Gamasida, bovi-
nos, conduto auditivo externo, transmissao, micoplasmoses.

INTRODUCAO

Micoplasmas sdo os menores procariotos conhecidos e
estdo agrupados na Classe Mollicutes. Caracterizam-se
pela auséncia de parede celular e pela sua estreita relacdo
com bactérias Gram negativas (Whitford et al. 1994). Sao
microrganismos que podem ser encontrados na natureza
como endosimbiontes, comensais e saprofitas de humanos,
animais, insetos e plantas (Nienhaus & Sikora 1979, Whi-
tcomb & Davis 1970, Whitcomb & Bové 1983, Rosenbus-
ch 1994). A estreita associagdo entre molicutes e insetos
é remota, tendo sido relatada por Nocard & Roux (1898).
Sabe-se que varias espécies de Mycoplasma spp. sdo encon-
tradas como parasitas de vertebrados; onde colonizam di-
ferentes tecidos dos seus hospedeiros, a exemplo do trato
respiratério, urogenital, conduto auditivo, mucosa ocular,
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glandula mamaria, articulagdes, placenta, além de cultivos
celulares de diferentes linhagens (Thomas et al. 1987, Ade-
gboye et al. 1995).

A microbiota do conduto auditivo de ruminantes é com-
posta por uma ampla diversidade de microrganismos como
bactérias e fungos. Alguns ocorrem como sapréfitas ou co-
mensais (Barber et al. 1986, Yates et al. 1983, Woldehiwet
et al, 1990, Duarte & Hamdan 2004), enquanto outros sdo
potencialmente patogénicos e determinam problemas de
otites e outras doencas. Além de microrganismos é comum
a presenca de acaros, nematdides e larvas de dipteros, con-
siderados agentes primarios de otites (Duarte & Hamdan
2004).

Micoplasmas estdo entre as bactérias que fazem parte
da microbiota do conduto auditivo dos ruminantes e a rela-
¢do desses molicutes com acaros das familias Psoroptidae
e Raillietidae tem sido relatada por alguns autores, no en-
tanto, as interrelacdes parasito-hospedeiros ainda sdo pou-
co esclarecedoras, sabendo-se que os acaros das espécies
Psoroptes ovis e Raillietia caprae sdo potencialmente car-
readores e disseminadores de micoplasmas presentes no
conduto auditivo entre rebanhos caprinos (Cottew & Yeats
1981, 1982, Damassa 1990, Ribeiro et al. 1995, Mercier et
al. 1997, Gil et al. 1999, Otero 2009).

Espécies patogénicas de micoplasmas tém sido relata-
das em caprinos e bovinos (Cottew & Yeats 1981, 1982, Da-
massa 1990, Nascimento et al. 1998, Gil et al. 1999, Pretto
et al. 2001, Francoz et al. 2004, Nascimento et al. 2005) e
estdo associadas a surtos de doengas nos animais, espe-
cialmente casos de otites, mastites e problemas reprodu-
tivos. No Brasil, a associacdo entre micoplasmas e acaros
de conduto auditivo foi estudada durante um levantamento
em caprinos (Ribeiro et al. 1995) e em surto de agalaxia
contagiosa onde os animais apresentavam intenso parasi-
tismo por acaros P, ovis (Azevedo et al. 2006). Em rebanhos
bovinos, estudos sobre essa problematica sdo escassos,
mas sabe-se que micoplasmas sdo comumente isolados no
conduto auditivo desses animais (Gil et al. 1999, Francoz et
al. 2004, Santos et al. 2009).

O presente estudo teve como objetivo verificar a asso-
ciagdo entre a presenca de Mycoplasma spp. no conduto
auditivo de bovinos com as duas espécies de Raillietia que
parasitam bovinos no Brasil.

MATERAL E METODOS

Colheita e processamento dos acaros para isolamento de
Mycoplasma

Foram realizadas lavagens no conduto auditivo externo de 60
bovinos de abate com idades e ragas variadas e de ambos os sexos,
procedentes de municipios da regido sudeste do Estado do de Rio
de Janeiro, Brasil. A lavagem do conduto auditivo foi realizada com
uma solucdo salina tamponada (PBS, pH 7.2) em seringas estéreis
de 60mL com uma sonda acoplada. As amostras coletadas foram
transportadas em caixa isotérmica com gelo, sendo posteriormen-
te armazenadas em glicerol (1:2) e congeladas a -20°C até o uso.

Os acaros obtidos nas lavagens foram contados e sexados
para posterior identificagdo. Uma amostra de &caro por animal
foi lavado sucessivamente cinco vezes em 1mL de meio Hayflick
modificado (Whitford et al. 1994), utilizando-se para isto um vor-
tex (Phoenix At 56) segundo técnica descrita por Cottew & Yeats
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(1982). As ultimas lavagens (57 ou 7?) foram semeadas em meio li-
quido e sdlido para quantificar as UFC/mL, antes e ap6s a macera-
¢do dos acaros. Em seguida a parte opistossomal de cada fémea de
Raillietia foi seccionada individualmente e processada para iso-
lamento de micoplasma. Enquanto a por¢do podossomal de cada
acaro foi armazenada em alcool etilico a 70% e posteriormente
processada individualmente em solugdo de Hoyer para identifica-
¢do das espécies Raillietia auris e R. flechtmanni.

Os macerados dos acaros foram diluidos de 10! até 10*° e tam-
bém repicados em meio Hayflick modificado. Todas as amostras
foram semeadas em meio Hayflick modificado e incubadas a 37°C
por 72-96 horas e as placas foram mantidas em dessecador em mi-
croaerofilia, sendo examinadas diariamente para visualizagdo de
coldnias tipicas em forma de “ovo-frito” em microscépio estereos-
copio (40-100x). A confirmagdo do isolamento de Mycoplasma spp.
baseou-se nas provas de Dienes e digitonina (Whitford et al. 1994).

Tipificacdo das espécies de micoplasmas

A tipificacdo das amostras foi realizada pelo teste de Imuno-
peroxidase Indireta (IPI) de acordo com técnica padronizada na
literatura (Imada et al. 1987). Foram utilizados antissoros es-
pecificos para cada espécie de micoplasma, a saber: M. arginini,
M. agalactiae, M. bovis, M. conjunctivae, M. mycoides mycoides-Y
goat, M. bovirhinis, M. alkalescens, M. capricolum, M. verecundum
e M. gallisepticum. Amostras padrdo ATCC (American type culture
collection) de caprinos e bovinos foram submetidas as mesmas
técnicas de cultivo e tipificacdo, sendo utilizadas como controle
positivo nas rea¢des de imunoperoxidase indireta.

Para andlise das associacdes entre micoplasmas e acaros foi
utilizado o teste do qui-quadrado (Sampaio 2002).

RESULTADOS

Verificou-se uma alta frequéncia de acaros do género
Raillietia spp. 76,7% (46/60) nas amostras estudadas. O
parasitismo por acaros associados a micoplasmas foi ve-
rificado em 74,1% (40/54) dos animais, sendo significati-
vamente (p<0,001) maior que as ocorréncias isoladas de
Raillietia spp. e Mycoplasma spp. de 11,1 e 14,8%, respecti-
vamente (Quadro 1).

Quadro 1. Ocorréncia de acaros Raillietia spp. e
Mycoplasma spp. no conduto auditivo de bovinos
no estado do Rio de Janeiro

Parasitos do conduto auditivo  Lavados de ouvido de bovinos

Positivos Negativos  Total
Raillietia + Mycoplasma 40 (74,1) 14 (12,9) 54
Raillietia spp. 6(11,1) 48 (44,4) 54
Mycoplasma spp. 8(14,8) 46 (42,6) 54
Total 54 108 162

"X? = p<0,001. * Na anélise estatistica considerrou-se um n=54
p
(presenca de um ou dos dois agentes testados).

Dos acaros processados para isolamento de mico-
plasmas, 193 foram fémeas e 25 machos. A frequéncia de
Mycoplasma em Raillietia spp. foi de 81,2% (177/218)
(p<0.001) (Quadro 2). Das fémeas identificadas, 52,3%
(101/193) foram R. auris e 47,7% (92/193) R. flechtmanni.
A frequéncia de Mycoplasma nas fémeas de R. auris foi de
75,2% (76/101) e em R. flechtmanni foi de 88% (81/92)
(P<0.05) (Quadro 3).

As espécies de micoplasmas tipificadas pela IPI nos aca-
ros Raillietia auris foram: Mycoplasma alkalescens (6,9%),

Quadro 2. Frequéncia de Mycoplasma em macera-
dos de acaros Raillietia spp. em conduto auditivo
externo de bovinos no estado do Rio de Janeiro

Macerado do acaro Isolamento Mycoplasma spp.

Positivo 177 (81,2%)

Negativo 41 (18,8%)

Total 218 (100%)

*X? = p<0,001. * Considerando teste de aderéncia e propor-
¢do (1:1).

Quadro 3. Frequéncia de Mycoplasma spp. em
fémeas de Raillietia auris e R. flechtmanni
parasitos de conduto auditivo de bovinos

no estado do Rio de Janeiro

Espécies de acaros Mycoplasma spp.
Positivo  Negativos Total
R. auris 76 (75,2) 25(24,8) 101(52,3)
R. flechtmanni 81(88,0) 11(11,9) 92(47,7)
Total 157(81,3) 36(18,7) 193
X% =p<0,05.

M. arginini (3,4%), M. bovirhinis (9,2%), M. conjunctivae
(18,4%), M. mycoides mycoides LC (8,0%), M. capricolum
(5,7%). Em R. flechtmanni as espécies de micoplasmas
identificadas foram: M. alkalescens (12,2%), M. arginini
(1,0%), M. bovirhinis (18,9%), M. bovis (2,2%), M. conjunc-
tivae (21,0%), M. mycoides mycoides LC (11,0%) e M. capri-
colum 4,4% (Quadro 4). As espécies de micoplasmas iden-
tificadas no conduto auditivo externo dos bovinos foram as
mesmas presentes nas espécies R. auris e R. flechtmanni.

Quadro 4. Espécies de Mycoplasma isoladas de acaros
Raillietia auris e R. flechtmanni

Espécie de Mycoplasma Espécie de dcaro

R. auris R. flechtmanni

N) (%) (N (%)
M. alkalescens 6 6,9 11 12,2
M. arginini 3 3,4 1 1,0
M.bovirhinis 8 9,2 17 18,9
M. bovis 0 0 2 2,2
M. conjunctivae 16 18,4 19 21,0
M.capricolum 5 5,7 4 4,4
M. mycoides mycoides (Y-goat) 7 8,0 10 11,0

DISCUSSAO

A frequéncia elevada de Raillietia spp. no conduto auditivo de
bovinos esta de acordo com os resultados obtidos por Faccini
etal. (1992) que atribuem uma ampla distribuicdo geografica
das espécies desse género em varias regides do Pais.

A presenca das espécies de micoplasmas em R. auris e
R. flechtmanni é semelhante aos achados em rebanhos ca-
prinos (Cottew & Yeats 1981, 1982, Damassa 1990, Ribeiro
et al. 1995, Barbosa et al. 2000). Indicam ainda que estes
acaros podem atuar como disseminadores de micoplasmas
nos rebanhos bovinos no Brasil. Apesar de os bovinos estu-
dados ndo apresentarem sinais clinicos de micoplasmoses,
as espécies de micoplasmas identificadas nos acaros (R. au-
ris e R. flechtmanni) sdo consideradas patogénicas, tendo
sido identificadas, cepas do Grupo Mycoides mycoides, além
de espécies ndo incluidas neste grupo como M. conjuncti-
vae, M. bovis, M. bovirhinis, M. arginini e M alkalenses, mas
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que em outras ocasioes ja foram implicadas em surtos de
micoplasmoses tanto em caprinos quanto em bovinos (Gil
et al. 1999, Pretto et al. 2001, Francoz et al. 2004, Nasci-
mento et al. 2005, Azevedo et al. 2006, Otero 2009, Santos
etal. 2009).

A diversidade de espécies de micoplasmas identifica-
das nos acaros R. auris e R. flechtmanni demonstra que o
conduto auditivo de bovinos é um sitio preferencial desses
molicutes, uma vez que oferece condi¢des nutricionais (es-
terdis) e temperatura favoraveis (Yates et al. 1983, Barber
et al. 1986, Woldehiwet et al. 1990) para manutencio e
disseminacdo de Mycoplasma spp. A importancia epide-
mioldgica de micoplasmas no interior de acaros R. auris e
R. flechtmanni necessita de estudos adicionais sobre a pos-
sibilidade de transmissdo transovariana desses molicutes,
0 que esclareceria aspectos da cadeia de transmissdo das
micoplasmoses no Brasil.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que o conduto
auditivo externo de bovinos ¢ uma fonte de micoplasmas para
os animais, incluindo espécies potencialmente patogénicas para
os rebanhos e que os acaros Raillietia auris ¢ R. flechtmanni
estdo estreitamente associados com esses molicutes carreando-
0S em seu organismo.
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