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Mycobiota or temporary resident of the reproductive system of cattle need
to be known and receive more attention. This study aimed to determine the
occurrence of mycobiota present in the cervicovaginal fluid of heifers and cows
during a year’s harvest. We analyzed 306 samples obtained from cervical-va-
ginal fluid of 17 heifers and 17 cows. We obtained 28 different fungal species
from 17 genera. The genus Aspergillus was the most representative number of
species with seven isolates: A. flavus, A. foetidus, A. niger, A. ochraceus, A. ostia-
nus, A. sydowii and A. terreus. Penicillium followed by five species with Peni-
cillium sp., P. arenicola, P. commune, P. rugulosum and P. citreonigrum. Calves
were isolated from the same fungi identified in cows. However, reinforces the
status of the herd that many of animals remain carriers of opportunistic micro-
organisms. This mycobiota can be considered for temporary resident directly
linked to environmental and management conditions. May present a risk of de-
veloping clinical infection, provided that the animals, in fact, may suffer from

an impaired immune system.

KEY WORDS. Healthy reproduction, reproductive disorders, filamentous fungi,

yeast.

RESUMO. Microbiota fangica residente ou tem-
poréaria do sistema reprodutivo de rebanho bovi-
no necessita ser conhecida e receber uma maior
atencdo. O presente trabalho teve como objetivo
determinar a ocorréncia da micobiota presente no
fluido cérvico-vaginal de bezerras e vacas durante
um ano de coleta. Foram analisadas 306 amostras
obtidas de fluido cérvico-vaginal de 17 bezerras
e 17 vacas. Foram obtidas 28 diferentes espécies
de fungos entre 17 géneros. O género Aspergillus
foi o mais representativo em niimero de espécies
com sete isolados: A. flavus, A. foetidus, A. niger, A.

ochraceus, A. ostianus, A. sydowii e A. terreus, segui-
do pelo género Penicillium com cinco espécies: Pe-
nicillium sp., P. arenicola, P. commune, P. rugulosum
e P. citreonigrum. Foram isolados das bezerras os
mesmos fungos identificados nas vacas. No entan-
to, reforca a condicdo de que alguns dos animais
do rebanho permanecem como portadores de mi-
crorganismos oportunistas. Essa micobiota pode
ser considerada de residente para transitéria, li-
gada diretamente ao ambiente e as condicoes de
manejo. Podendo apresentar risco de desenvolvi-
mento de infec¢do clinica, desde que os animais,
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na verdade, venham a padecer de um sistema imu-
nitario comprometido.

PALAVRA-CHAVE. Sadde reprodutiva, desordem re-
produtiva, fungo filamentoso, levedura.

INTRODUCAO

Em condi¢des normais, o numero e a compo-
sicdo da microbiota vaginal é varidvel, e os mi-
crorganismos encontrados neste ambiente podem
também estar presentes em outras partes do corpo,
principalmente a mucosa (Ramaswamy et al. 1991,
Sharda et al. 1991, Balassu et al. 1992, Campero et
al. 1992, Kunz et al. 2002).

No campo da microbiologia do trato reproduti-
vo das fémeas, o conhecimento da microbiota nor-
mal pode ser considerado um requisito bédsico para
se estabelecer diagnoésticos apropriados e possibi-
litar indicagdes de tratamentos para as patologias
infecciosas (Doyle et al. 1991, Rocha et al. 2004, Fra-
ga et al. 2008, Junior et al. 2011, Martins & Borges
2011). A funcdo da microbiota vaginal é incerta,
mas deve ser considerada como protetora (Hirsh
2003). Estes microrganismos existem em um balan-
¢o natural com o hospedeiro, e podem até protegeé-
-lo de infeccoes (Bjurstrom 1993).

Nao se sabe por que ou quando este equili-
brio se desfaz e os agentes se tornam patogénicos
(Mello 2005). Desta forma o isolamento de patoge-
nos oportunistas ndo é prova de infeccao, embora o
crescimento macico de um tnico agente possa ser
significativo (Baba 1994). Ha grande importancia
da distin¢do entre os microrganismos contaminan-
tes daqueles que estejam realmente provocando
agressdo e reposta inflamatoria (Alvarenga 1996).

A microbiota vaginal normal protege este am-
biente contra bactérias patogénicas, mas pode
tornar-se causadora de doenca quando os animais
apresentam comprometimento imunoldgico, em
decorréncia do estresse causado por fatores varia-
dos tais como: stibitas mudangas de temperatura,
nutricdo deficiente, final de gestacdo, parto e do-
encas infecciosas (Verma et al. 1994, Lianjuan et al.
1995, Rocha et al. 2004).

Segundo Moraes (2004), a vaginite é uma impor-
tante doenca que afeta a reprodugao e o conhecimen-
to sobre os microrganismos residentes ou ocasionais
da mucosa vaginal de animais é muito importante
para melhor compreensao dessa doenga.

Segundo Holst et al. (2003), a funcao dos fungos
no desenvolvimento de doencas reprodutivas nao
estd totalmente esclarecida. No entanto, fémeas
com comprometimentos reprodutivos sdo tratadas

com antibiéticos, reduzindo ou até eliminando mi-
crorganismos naturalmente encontrados na muco-
sa vaginal e proporcionando a proliferagao de bac-
térias e fungos patogénicos.

Em sistemas de criacdo convencionais o controle
é feito mediante tratamento dos bovinos com an-
tibiéticos, por outro lado, as propriedades rurais
que se destinam a produgdo organica devem aten-
der as normas contidas no Artigo 60 da Instrucao
Normativa n° 46 de 2011, do Ministério da Agri-
cultura e Abastecimento, que regulamenta a pro-
dugao organica no Brasil, sendo restrito o uso de
medicamentos alopaticos (Brasil 2011). O termo or-
ganico refere-se a alimentos de origem animal e ve-
getal produzidos sem o uso de fertilizantes, pestici-
das, inseticidas, antimicrobianos, antiparasitarios,
transgénicos, ou qualquer outra droga que possua
residuos nocivos a sadde humana, incluindo pro-
dutos de uso agropecuédrio destinados a animais de
exploracao leiteira (IB 2000).

O abortamento micético por Aspergillus spp.,
Candida spp., Zigomicetes e outras leveduras e fun-
gos filamentosos ja foi descrito em bovinos e bu-
balinos (Ainsworth & Austwick 1973), bem como
casos de endometrites e cervicites provocadas por
fungos (Blue 1983, Pugh et al. 1986).

O aborto micético bovino pode ser causado por
diversos fungos, tais como: Aspergillus flavus, A.
fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. terreus, Absidia
corymbifera, etc (Lacaz et al. 2002). Segundo Jensen
& Latge (1995), as espécies do género Aspergillus
tém sido as mais estudadas na patogenia animal.
Assim, eles assinalam a importancia da aspergilo-
se sistémica em fémeas, cujo primeiro sintoma é o
aborto. A infeccdo do fungo na fémea se dé normal-
mente por via digestiva. A dificuldade de diagnés-
tico é grande, sobretudo pelo fato de que a coleta
de amostras em muitos dos casos clinicos apresen-
ta inconvenientes, impedindo correlacionar a sus-
peita de aborto pela possibilidade de contaminagao
do feto posterior ao aborto com fungos do préprio
ambiente. Os principais géneros de fungos implica-
dos neste processo em ordem de importancia sao:
Aspergillus, Candida e os Zigomicetos (Espi 1998,
Garcia & Blanco 2000).

Um grande ntimero de géneros e espécies de
fungos tem sido isolado de casos de aborto. Ine-
gavelmente, A. fumigatus é o mais importante por
ser isolado em cerca de 60 % dos casos de aborto
micético. Outras espécies também isoladas foram
A. flavus, A. terreus, A. corymbifera, A. lichteimi, A.
ramosa, Candida albicans, C. guilliermondii, C. krusei,
C. tropicalis, Mucor dispersus, M. pussilus, M. rhizopo-
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diformis, Rhizopus bovinus, R. microsporus, R. cryzae,
R. stolonifer, Syncephalastrum racemosum, Allesche-
ria boydii e Scopulariopsis brevicaulis (Cruz & Rosa
1981). Segundo Verma et al. (1999), o manejo sani-
tario incorreto, bem como tratamento prolongado
e indiscriminado com antibidticos e imunossupres-
sores podem favorecer o desenvolvimento de fun-
gos oportunistas responsaveis por doencas sérias e
aborto.

A andlise microbiolégica do sistema reprodu-
tivo, representa uma prova indireta para o diag-
noéstico de doencas infecciosas. O isolamento de
organismos em particular ndo é necessariamente
indicativo de infeccdo e o ndo isolamento deste nao
elimina a possibilidade de doenga. Assim, o fato de
que um organismo ndo foi isolado em amostras va-
ginais ndo elimina a possibilidade de doengas da
reproducdo, uma vez que VAarios microrganismos
requerem condigdes especiais para seu isolamento
(Langoni et al. 1994).

O estudo teve com objetivo determinar a ocor-
réncia da micobiota presente no fluido cérvico-va-
ginal de bezerras e vacas em 11 coletas durante o
periodo de setembro de 2009 a fevereiro de 2010.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no periodo de setem-
bro de 2009 a julho de 2010, em &rea pertencente ao
Sistema Integrado de Producao Agroecolégica - SIPA
(Fazendinha Agroecolégica Km 47), projeto de coo-
peragdo técnica entre a Embrapa Agrobiologia a Em-
presa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio
de Janeiro (PESAGRO-Rio e a Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRR]J). O SIPA localiza-se
no Municipio de Seropédica, regido metropolitana do
Rio de Janeiro.

O rebanho foi constituido por 34 animais mesticos
leiteiros Zebu x Europeu. Foram divididos em dois lo-
tes: animais jovens (17 bezerras) e outro lote de animais
adultos (17 vacas).

As coletas (n=306) foram realizadas em diferentes
ciclos estrais. Foram realizadas lavagens externa das
vulvas e posterior secagem com papel toalha estéril.
Procedeu-se o afastamento dos labios vulvares, poste-
riormente introduzindo o swab estéril na regido caudal
da vagina, realizando varias rotagdes. Em seguida as
amostras foram acondicionadas em gelo e enviadas
para o Laboratério de Micologia. Foram semeadas
em Agar Sabouraud Dextrose 2 % e Agar Sangue com
Cloranfenicol (0,5 g.L') em duplicata, sem diluicao. As
placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias. A identifica-
¢do foi baseada no estudo morfolégico (macroscépico
e microscépico), e quando necessarios realizados tes-
tes bioquimicos (Domsch et al. 1980, Hoog et al. 1995,
David 1997, Pitt 2000, Klich 2000, Samson & Varga
2007).

RESULTADO E DISCUSSAO

De 306 coletas foram identificados 189 isolados;
entre esses isolados foram obtidos 28 diferentes es-
pécies de fungos entre 17 géneros: Aspergillus, Can-
dida, Cladosporium, Cryptococcus, Fusarium, Micros-
porum, Mucor, Neosartoria, Papularia, Penicillium,
Rhodotorula, Sycephalastrum, Torulopsis, Trichoderma
e Ulocladium. O género Aspergillus foi o mais repre-
sentativo em numero de espécies com sete isola-
dos: A. flavus, A. foetidus, A. niger, A. ochraceus, A.
ostianus, A. sydowii e A. terreus seguido pelo género
Penicillium com cinco espécies Penicillium sp., P. are-
nicola, P. commune, P. rugulosum e P. citreonigrum
(Tabela 1). Verma et al. (1999) isolou 8 diferentes
fungos no sistema vaginal de vacas com compro-
metimento reprodutivo. Em outro estudo Garoussi
et al. (2007) obteve sete isolados da cervix e vagina
de vacas. Segundo o autor essa baixa prevaléncia
de fungos pode ser devido as condigdes topografi-
cas e a baixa umidade da regido de criagéo.

No nosso estudo foram isolados das 17 bezer-
ras, os mesmos fungos identificados nas vacas,
embora em menor concentracdo (Tabela 1). Esse
achado pode ser creditado a uma contaminagao
via ambiente. No entanto, esse resultado reforca a
condigdo que muitos animais do rebanho perma-
necem como portadores de microrganismos poten-
cialmente patogénicos (oportunistas), dificultando
acdes de controle no rebanho, visto que estes ani-
mais ndo exteriorizam sinais clinicos. Esse tipo de
situacdo tem sido observado também em casos de
mastite em sistema leiteiro organico e convencio-
nal, segundo Ribeiro et al. (2009) e Santos e Fonseca
(2007), respectivamente.

Os fungos isolados sao organismos saprofitos,
apresentando necessidades nutricionais menos exi-
gentes. Sendo encontrados na natureza onde exista
fonte de matéria organica morta, podendo ocasio-
nalmente produzir doenga. Varias espécies desses
fungos tém sido identificadas como patégenos aos
animais (Singh et al. 1992, Verma et al. 1999, Cor-
bellini et al. 2003, Garoussi et al. 2007). Entretan-
to, ndo foram observados problemas em relacao a
prenhez ou parto em nenhum dos animais, o que
corrobora com Baba (1994) o qual cita que o isola-
mento de um patégeno oportunista nao é prova de
infecgdo e segundo Hirsh & Zee (2003), a funcdo da
microbiota vaginal é incerta, mas deve ser conside-
rada como protetora.

Estes fungos geralmente podem ser patégenos
sob diferentes condi¢des, desde o momento que o
animal apresente uma susceptibilidade no sistema
imune. Os fungos em questdao podem causar um
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Tabela 1. Distribuicdo de fungos isolados de fluidos cérvico-vaginal de animais num sistema de criacao organica no periodo de

setembro de 2009 a julho de 2010.

Fungos Coletas Total por género/espécie
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
VBV BV BV BVBVBV BV BVB VBV B

Aspergillus flavus XX X X X X X X X X X 114 (5,34)°
A. foetidus X X X X X 5(2,43)
A. niger X X X X X X X X X X X X 12 (5,82)
A. ochraceus X X X X X 5(2,43)
A. ostianus X X X X X 5(2,43)
A. sydowii X X X X 4(1,94)
A. terreus X X X 3 (1,46)
Candida sp. X X X X X X X X X X X X X X X X 16 (7,77)
Cladosporium cladosporioides — x X X X X X X X X X X X X X 14 (6,80)
C. oxysporum X X X X X 5(2,43)
Cryptococcus sp. X X X X 4 (1,94)
Fungo dematidceo X X X X X 5(2,43)
Fungo hialino X X X X X X X X X X X X 12 (5,82)
Fusarium sp. X X X X X X X X 8 (3,88)
Microsporum sp. X X X X X X 6 (2,91)
Mucor sp. X X X X X X 6(2,91)
Neosartoria sp. X X X X 4 (1,94)
Papularia sp. X X 2(0,97)
Penicillium sp. X X X X X X X X X 9 (4,37)
P. arenicola X X X X X X X X 8 (3,88)
P. commune X X X X X X X 7 (3,40)
P. citreonigrum X X X X X X X 7 (3,40)
P. rugulosum X X X X X X X 7 (3,40)
Rhodotorula sp. X X X X X X X X X X X X X X 14 (6,80)
Syncephalastrum sp. X X X X 4 (1,94)
Torulopsis sp. X X X X X X X X X X X X 12 (5,82)
Trichoderma sp. X X X X X X 6 (2,91)
Ulocladium sp. X X X X X 5(2,43)
Total por coleta 16 6 8 4 11 12 2 21 11 9 13 11 4 5 12 10 11 9 5 7 10 9 206 (100)

2 Vaca; ® bezerra; © amostra positiva para; ¢ valores absolutos; ¢ valores relativos.

comprometimento clinico, pois podem invadir os
tecidos tornando-se um oportunista.

Entre os comprometimentos micoticos no sis-
tema reprodutivo o aborto apresenta-se como o
mais importante, com uma distribuicdo mundial
prevalente variando entre 1% a 24,9% (Moojen et
al. 1983, Jarret et al. 1984, Knudtson & Kirkbride
1992). Esses fungos podem produzir micotoxinas
e posteriormente sdo ingeridas e absorvidas. Os
géneros Aspergillus e Penicillium sdo os principais
fungos produtores de micotoxinas, podendo cres-
cer em diferentes substratos e consecutivamente
produzir as micotoxinas (Ainsworth & Austwick
1973, Verma et al. 1999). Apesar de encontrar o ge-
nero Aspergillus como o mais representativo, nao
foi encontrado a espécie A. fumigatus que é citada
na literatura como a principal espécie identificada
em aborto micético bovino, sendo isolada em apro-
ximadamente 60 % a 75% dos casos (Hill et al. 1971,
Ainsworth & Austwick 1973, Corbellini et al. 2003).

Apesar de ter sido observada a presenca de
leveduras, principalmente os géneros Candida e
Rhodotorula. Faz-se necessario diversificar a meto-

dologia em meios de culturas mais apropriados ou
inibitdrios para fungos filamentosos, pois deve ser
considerada a hipétese de ter havido inibigdo com-
petitiva por fungos filamentosos no isolamento. A
temperatura de incubagdo também pode ser varia-
da na tentativa de melhor isolar leveduras (Fraga
et al. 2008).

Os estudos direcionados a satide animal em sis-
tema organica sdo escassos, principalmente relacio-
nados a reproducado de rebanho bovino leiteiro em
sistema organico. Animais com comprometimento
infeccioso grave, e que necessitem o uso de medi-
camentos alopéticos, recomenda-se que o leite nao
seja consumido por um periodo duas vezes maior
do que o permitido na producdo convencional, di-
minuindo o risco de contaminacao pelo residuo (IB
2000).

CONCLUSOES

Uma grande diversidade de espécies de fungos
saprofitas isolados da mucosa vaginal das bezerras
e vacas, principalmente os dos géneros Aspergillus
e Penicillium, normalmente presentes no ambiente.
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Essa microbiota fingica pode ser considerada de
residente para transitoria, ligada diretamente ao
ambiente e condi¢des de manejo. Em condigdes
normais a micobiota vaginal tem composicdo e na-
mero variavel, podendo apresentar risco de desen-
volvimento clinico, desde que os animais venham a
padecer de um sistema imunitdrio comprometido.
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