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RESUMO

A mastite é a principal afeccao que acomete o gado destinado a produgao de leite,
gera prejuizos ao produtor e a industria pela perda na produgao e menor rendimento
no processamento industrial de derivados. Consiste em uma enfermidade com
carater multifatorial de etiologia multipla incluindo micro-organismos como bactérias,
virus, fungos e algas. Entre os micro-organismos bacterianos com maior destaque
estdo Staphylococcus aureus e 0s nao aureus, todos caracterizados como
contagiosos, além de Corynebacterium bovis e Streptococcus agalactiae. Com
elevada contagiosidade tem-se Mycoplasma spp., com destaque para M. bovis, M
bovigenitalium e M. californicum patdégenos considerados importantes em outros
paises, entretanto, menos estudados no Brasil. Pelo alto grau de contagiosidade do
agente e os aspectos econOmicos € importante monitorar a ocorréncia de mastites
causadas por Mycoplasma spp, bem como a diferenciagao das espécies envolvidas
para a adocado de medidas de prevencgao e controle da enfermidade na propriedade.
O objetivo do presente estudo foi investigar a presengca de micoplasmas, bactérias
do género Mollicutes, e realizar a diferenciagdo de espécies em amostras de leite
de vacas com mastite clinica, e como triagem para amostras de leite de tanques de
expansdao (mastite subclinica), a partir de técnicas moleculares, -cultivo
microbiolégico das amostras positivas ao PCR e sequenciamento genético. Das 993
amostras analisadas foram encontradas 136 amostras positivas para a classe
Mollicutes utilizando a técnica de concentragdo por meio de centrifugacéo
previamente a extragcao do DNA e, utilizando as mesmas amostras, apenas 80 foram
positivas realizando a extragao diretamente do leite, evidenciando a importancia da
implementagdo da técnica na rotina de analises moleculares de amostras de leite
para investigacdao de bactérias da classe Mollicutes. Nao foram encontradas
amostras positivas para as espécies testadas, M. bovis, M, bovirhinis, M.
bovigenitalium, M. californicum e M. alkalescens.

Palavras-chave: Mastite bovina, micoplasmoses, PCR, isolamento.
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ABSTRACT
Mastitis is the main affection that affects cattle destined for milk production, it
generates losses to the producer and the industry due to the loss in production
and lower yield in the industrial processing of derivatives. It consists of a
disease with a multifactorial character of multiple etiology including
microorganisms such as bacteria, viruses, fungi and algae. Among the most
prominent bacterial microorganisms are Staphylococcus aureus and non-
aureus, all characterized as contagious, in addition to Corynebacterium bovis
and Streptococcus agalactiae. Mycoplasma spp. Is highly contagious, with
emphasis on M. bovis, M bovigenitalium and M. californicum pathogens
considered important in other countries, however, less studied in Brazil. Due to
the high degree of contagiousness of the agent and the economic aspects, it is
important to monitor the occurrence of mastitis caused by Mycoplasma spp, as
well as the differentiation of the species involved for the adoption of disease
prevention and control measures on the property. The objective of the present
study was to investigate the presence of mycoplasmas, bacteria of the genus
Mollicutes, and to differentiate species in milk samples from cows with clinical
mastitis, and as a screening for milk samples from expansion tanks (subclinical
mastitis), the from molecular techniques, microbiological culture of PCR positive
samples and genetic sequencing. Of the 993 samples analyzed, 136 positive
samples were found for the Mollicutes class using the concentration technique
by means of centrifugation prior to DNA extraction and, using the same
samples, only 80 were positive performing the extraction directly from milk,
showing the importance of implementation of the technique in the routine of
molecular analyzes of milk samples for investigation of bacteria of the
Mollicutes class. No positive samples were found for the species tested, M.

bovis, M, bovirhinis, M. bovigenitalium, M. californicum and M. alkalescens

Key-words: PCR, bacterial isolation, bovine mastitis, micoplasmosis.



1 INTRODUGAO

Assegurar a integridade e a qualidade do leite e seus derivados, bem
como suas caracteristicas sensoriais, tem sua importancia evidenciada devido
ao seu importante papel nutricional na dieta humana, fornecendo carboidratos,
proteinas, gorduras e sais minerais (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

A bovinocultura leiteira tem como um dos principais obstaculos a
mastite, tanto pelos prejuizos econdémicos, devido a queda na produgdo e
qualidade do leite, quanto pelos custos com tratamentos e descarte precoce de
vacas com mastite cronica. Trata-se de processo inflamatorio da glandula
mamaria de origem fisiolégica, traumatica, alérgica, metabdlica e
principalmente infecciosa. Sendo uma doenga complexa e é causada por varios
fatores que envolvem o ambiente, patdogenos e também alguns fatores

relacionados ao proprio animal (BRESSAN, 2000).

Além das perdas econdmicas, € importante ressaltar os riscos a saude
publica devido aos patdégenos potencialmente infectantes para humanos, quer
seja pela sua acéo direta causando infecgao, bem como pela produgdo de suas
toxinas no leite, ocasionando graves toxiinfecgdes alimentares (SANTOS,
2001; SA et al., 2004; DE FREITAS GUIMARAES et al., 2013; LANGONI,
2013).

Em decorréncia a essa patologia, também ocorre a alteragdo do
parénquima da glandula mamaria. A enfermidade pode se apresentar sob duas
formas: clinica e subclinica. No primeiro caso é possivel observar alteragdes da
glandula mamaria, como edema, aumento de temperatura local, hiperemia,
sensibilidade, nddulos e abscessos, bem como o aparecimento de grumos,
pus, sangue e dessora do leite. Estas condigcbes acabam causando prejuizos
significativos a cadeia produtiva do leite, pois ha descarte do leite, gastos com
medicamentos, perda funcional de glandulas, descarte precoce de fémeas e
morte ocasional do animal (LANGONI, 2013).

A mastite subclinica caracteriza-se por alteragdes na composi¢cao do
leite, entretanto, o produto mantém suas caracteristicas macroscopicas

normais. Por outro lado, ocorrem alteracbes relacionadas ao aumento no



numero de células somaticas e dos teores de cloro e sodio, além da diminuicdo
nos teores de caseina, lactose e gordura (COSTA et al, 2003; RIBEIRO et al,
2016). Esse tipo de mastite impacta negativamente a cadeia produtiva do leite,
principalmente pela queda de producio nos tetos infectados independente do
agente causador, bem como pela depreciagao de sua qualidade de acordo com
a IN 77 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2018).

Sendo as mastites de origem infecciosa as mais importantes na
producgao leiteira, destaca-se os micoplasmas que sao a forma mais simples de
organismos auto replicante, ndo apresentam parede celular bacteriana tipica e
invadem diretamente a célula hospedeira para obter nutrientes essenciais
(TORTORA et al., 2012). Estes organismos sao considerados importantes na
etiologia das mastites contagiosas, mas, pouco pesquisados no Brasil,
provavelmente devido aspectos limitantes para o seu isolamento na rotina

microbioldgica para o diagndstico da mastite.

Hale et al. (1962) relataram o primeiro caso de mastite bovina por
Mycoplasma agalactiae subesp. bovis,, posteriormente denominado de
Mycoplasma bovis. No Brasil, a primeira citacdo de mastite por M. bovis foi de

Mettifogo et al. (1996) na regido de Londrina, Estado do Parana.

A mastite causada por bactérias do género Mycoplasma spp.
caracteriza-se pelo seu aparecimento subito, formagao de secreg¢ao purulenta
nos quartos afetados, rapida transmissao para o rebanho, reducédo significativa
na producdo de leite e resisténcia ao tratamento com antimicrobianos
convencionais. Embora existam varias espécies, a mais frequente na casuistica
de mastite € Mycoplasma bovis (PHILPOT e NICKERSON, 2002), responsavel

por surtos esporadicos de alta contagiosidade.

A introducdo do M. bovis em rebanhos livres da doenga normalmente se
da pela aquisigdo de animais portadores. Quando introduzido no rebanho, o
micro-organismo dissemina-se durante a ordenha por aerossois e secregdes de
animais, com sinais respiratorios e por secregbes genitais. Uma vez
contaminado, as vias hematdgena e linfatica possibilitam a disseminagéo do
agente para diferentes 6rgaos do animal (SACHSE et al., 1993). O agente
coloniza superficies mucosas, podendo persistir sem causar doenca clinica. A



mucosa do trato respiratorio superior € o principal local para sua colonizagao.
Nos EUA foram estimadas perdas de 108 milhdes de ddélares/ano para a
industria de laticinios em fungcdo da micoplasmose em vacas leiteiras
(ROSENGARTEN, et al. 1999).

Desta forma, a principal medida de controle das mastites por M. bovis é
a identificagdo de animais infectados. Paralelamente, sdo recomendadas
medidas preventivas para mastites de origem contagiosa como a higiene de
ordenha, imersdo dos tetos em solugcdo antisséptica antes e apds a ordenha,
desinfeccdo e manutengdo dos equipamentos (GUNNING & SHEPHERD
1996), além da manutencéao e higienizagao frequente do ambiente de ordenha

e dos locais onde os animais sao estabulados (LANGONI, 2013).

Assim, de acordo com a importancia da mastite na produgao leiteira, em
toda cadeia produtiva, e da alta contagiosidade dos micoplasmas, levando a
grandes prejuizos econdmicos e perdas de qualidade do produto, objetivou-se

o presente estudo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leite no Brasil

O leite € um dos produtos de origem animal com maior valor nutricional
associado e estd presente na alimentacdo humana, assim como seus
derivados, sendo fonte indispensavel de proteinas, gordura, vitaminas e
minerais. A recomendacado de consumo do leite e seus derivados sao de 200
kg/pessoa/ano, divididas em trés porgdes diarias (BRASIL, 2014). No Brasil, o
consumo meédio do produto per capita é inferior a um copo de leite diario, cerca
de 170mL (FAO, 2018).

No mundo, foram produzidos, em 2018, cerca de 827,9 bilhdes de litros
de leite, 90,7% na Asia, Europa e América, destes, 33,49 bilhdes de litros no
Brasil. Mesmo com queda de producéo de 0,5% de 2016 para 2017, o Brasil
ocupa a terceira colocagao entre os maiores produtores do mundo (FAO, 2018)
e, aproximadamente 80% de todo o leite brasileiro tem sua producgéo
concentrada em cerca de 20% das fazendas produtoras (EMBRAPA, 2018).
Em 2016, o numero total de vacas ordenhadas atingiu 19,7 milhdes de animais,
o equivalente a 9% do total de bovinos nos pais.

Considerando a posi¢ao de destaque como produtor leiteiro no mundo, o
Brasil possui uma produtividade média de leite por animal aguém dos paises
desenvolvidos, visto que, nos Estados Unidos tem-se uma média de 10.400
litros/vaca/ano e no Brasil de 1.709 litros/vaca/ano (USDA, 2018). Além disso,
cerca de 30% do leite produzido no pais é feito de maneira informal, ou seja,
nao passa por inspegao sanitaria, aspecto esse relevante ao se considerar o
risco para a saude publica (LANGONI, 2013).

O comprometimento da produtividade por animal deve-se a varios
fatores, incluindo raga, manejo nutricional e caracteristicas do préprio animal
(LEME et al.,, 2005), bem como condi¢gbes climaticas que podem levar ao
estresse térmico (WEST, 2003) e, principalmente, a doengas no rebanho,
destacando-se a mastite, como principal afeccdo relacionada as perdas
econdmicas (HOGEVEEN et al., 2011).



2.2 Aspectos gerais da mastite bovina

A mastite é a afeccdo mais importante que acarreta em perdas
econdmicas e de qualidade do produto na bovinocultura leiteira. Essa patologia
acomete de 23 a 40% dos rebanhos em lactagao (SORDILLO e STREICHER,
2002; BRADLEY et al., 2007). Ela é definida como inflamagdo da glandula
mamaria causada por alteragdes no tecido glandular, além de acarretar
alteragdes de celularidade, fisico-quimicas e organolépticas do leite (RUEGG,
2012). Pode ser oriunda de processos traumaticos, alérgicos, fisiologicos ou
infecciosos. Destacam-se as mastites causadas por processos infecciosos pois
ja foram relatados na literatura mais de 140 espécies de micro-organismos
envolvidos nas mastites, sendo as bacterias as mais prevalentes, seguindo, em
menor frequéncia, por leveduras, fungos, algas e virus (WATTS, 1988;
BRADLEY, 2002; LANGONI et al., 2011).

Os prejuizos associados a mastite nos rebanhos envolvem desde as
propriedades rurais até o comercio. Estima-se que, no mundo, sdo perdidos de
61 a 97 euros/animal/ano, incluindo gastos com o tratamento e até o descarte
precoce dos animais (BAR et al., 2008; HOGEVEEN et al. 2011). O prejuizo
envolve varios aspectos, destacando-se a importancia de programa rigido no
manejo, ndo somente dos animais e do ambiente mas, também aspectos
relacionados as pessoas envolvidas no processo de ordenha (LANGONI,
2013).

2.2.1 Contagem de Células Somaticas (CCS)

As células de defesa (neutrdfilos, macrofagos e leucécitos) e as células
epiteliais de descamagao do ubere passam para o leite quando ocorre um
processo inflamatério, como parte do combate a infecgdo ou lesdo presente no
orgao. Essas células representam a Contagem de Células Somaticas (CCS),
importante para monitorar a qualidade do leite e aspectos sanitarios da
glandula mamaria da vaca. O uso deste recurso permite estimar a ocorréncia
de mastite subclinica e perdas econdmicas menos evidentes na propriedade
(MENDES et al., 2010).



Para o produtor, resultados elevados de CCS no rebanho significam
prejuizos importantes e menor lucratividade da atividade econémica, em
decorréncia da diminuicdo da produgdo, gastos com medicamentos e
penalidades aplicadas pelos laticinios (FERREIRA et al., 2015).

O componente do leite mais afetado quando ha elevagdo da CCS ¢ a
lactose, devido a menor sintese deste carboidrato pela destruicdo do tecido
secretor da glandula mamaria, além do consumo, como fonte nutricional, pelos
patégenos envolvidos na mastite (MACHADO et al 2000; BRASIL, 2018).

A industria é diretamente afetada pelo leite de vacas com mastite
subclinica, devido a alteragdes nos componentes do leite, como a diminuicao
do teor de gorduras, proteina e carboidratos, como a lactose, além de enzimas
e minerais, devido a reacao inflamatéria no tecido glandular, prejudicando o
rendimento na producdo dos derivados lacteos e, muitas vezes, até
impossibilitando determinados produtos de serem processados (LANGONI,
2000; NICKERSON et al., 2014; FERREIRA et al., 2015).

2.2.2 Fatores de risco para a mastite: estagio fisiolégico

Sao varios os fatores que podem influenciar o risco de ocorréncia da
mastite no rebanho bovino leiteiro, entre eles, alguns eventos se tornam
destaque, como o parto, o periodo de lactacdo e o periodo seco que
compreende principalmente as duas semanas seguintes a secagem da vaca
(WALDNER, 2011).

Durante a lactagdo sao dois os momentos em que é observado o risco
de ocorréncia, no inicio do periodo, devido ao estresse sofrido apds o parto e,
durante a lactagdo, no momento da ordenha e imediatamente apds, devido ao
canal do teto estar dilatado, permitindo a entrada de patogenos por via
ascendente (WALDNER,2011; LANGONI,2013).

2.2.3 Agentes ambientais e contagiosos causadores de mastite.

Os patoégenos envolvidos na etiologia das mastites podem ser divididos

de acordo com suas caracteristicas de transmissdo e ao ambiente no qual



estdo mais adaptados. Os patdégenos contagiosos sdo mais adaptados a
glandula mamaria, causando, com maior frequéncia, mastite subclinica. Em
contrapartida, os agentes ambientais sdo mais adaptados ao ambiente e
causam, predominantemente, mastite clinica.

A forma de transmissdo dos patdogenos contagiosos esta relacionada
com a higiene de equipamentos de ordenha, maos dos ordenadores, onde o
processo de infecgao ocorre durante a ordenha, como ilustra o Quadro 1. Os
principais agentes sado Staphylococcus aureus (OLDE RIEKERINK et al., 2008;
UNNERSTAD et al., 2009), Staphylococcus coagulase negativa (DE FREITAS
GUIMARAES et al., 2013), Streptococcus agalactiae (UNNERSTAD et al.
2009), Trueperella pyogenes (UNNERSTAD et al., 2009; RISSETI et al, 2016) e
Corynebacterium bovis (GREEN et al, 2002, LANGONI el al, 2017), além de
micoplasmas (GONZALEZ & WILSON, 2003)

Os patégenos ambientais s&o oportunistas e se encontram no ambiente,
geralmente, neste caso, o contagio ocorre entre as ordenhas (FOX & GAY,
1993). Os principais agentes s&o Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e Proteus spp. , além de
algas e fungos (LANGONI, 1998, RUEGG, 2012; ALVES et al., 2017,
DALANEZI et al., 2018).

2.3. Género Mycoplasma spp.

As bactérias do género Mycoplasma spp., pertencentes a classe
Mollicutes sao diferentes de outros micro-organismos pela auséncia de parede
celular rigida (RAZIN et al., 1998). Isso confere a elas sua caracteristica de
pleomorfismo, capacidade de formar filamentos parecido com os fungos, além
da habilidade de passar por filtros utilizados para reter bactérias devido a seu
menor tamanho (0,1 a 0,25 um). Tal fato fez com que, inicialmente, fossem
consideradas como virus, pois sdo considerados 0s menores micro-organismos
de vida livre autorreplicaveis (TORTORA et al., 2012).

Os antimicrobianos que atuam sobre a parede das bacterias nao
possuem efeito sobre os micoplasmas justamente devido a auséncia da parede
celular tipica, por exemplo, as cefalosporinas e as penicilinas nao sao eficazes

contra esses micro-organismos. No entanto, por outro lado, esses organismos
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sdo sensiveis ao aquecimento e a desinfetantes comuns (ROSENBUSCH,
1994).

Para o isolamento de espécies do género Mycoplasma spp. ha
necessidade de meios de cultura enriquecidos devido a sua capacidade muito
limitada de biossintese (GONDAIRA et al., 2017). Assim, se faz necessario
proporcionar condigdes de anaerobiose ou microaerofilia, dependendo da
espécie, e, para visualizagado das colbnias, € necessario o uso de microscopia
sob luz transmitida, pois as col6nias sdo diminutas com menos de 1Tmm de
diametro. Quanto a sua morfologia se apresentam como caracteristica a forma
de ovo frito. Outro aspecto a ser valorizado € o tempo de desenvolvimento
microbiano que é mais demorado, variando de 5 a 7 dias (QUINN et al., 2005;
JUNQUEIRA et al., 2016).

O uso da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) € um
método adequado para pesquisa de bacterias do género Mycoplasma spp.
devido a sua alta sensibilidade e especificidade (SUNG, 2006), tornando-o um
método muito eficaz para o controle de surtos (JUSTICE-ALLEN et al., 2011;
JUNQUEIRA, 2016).

Esses patégenos sao considerados um dos mais contagiosos
causadores de mastite em bovinos. A transmissao ocorre principalmente
durante a lactacdo (FOX e GAY, 1993) e sdo considerados um problema
mundial (HOUSE et al., 2011), justificando-se os estudos nessa area, na busca
de sua presenga nos rebanhos testados como atividade de vigilancia, para o
seu controle.

De todas as espécies de micoplasmas, Mycoplasma bovis é a maior
responsavel por casos de mastite e, vacas em qualquer estagio da lactacao,
inclusive no periodo seco estdo susceptiveis ao agente e a uma infecgdo
intramamaria com qualquer grau de severidade, desde mastites leves a
severas com acometimento sistémico (FOX, 2012). O agente pode ser
introduzido em um rebanho livre pela aquisicdo de animais portadores sem os
devidos cuidados e medidas preventivas (NICHOLAS et al., 2016).

Pode ser disseminado no rebanho por meio de aerossodis ou por
secregcbes genitais e respiratérias de animais doentes ou portadores do
patégeno. A forma mais comum de infecgdes ocorre através dos equipamentos

de ordenha e pelas maos dos ordenadores. A literatura reporta uma incidéncia
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de 0,5 a 35% de M. bovis como agente da mastite em muitos paises
(GONZALEZ e WILSON, 2003)

2.3.1 Infecgdes causadas por micoplasmas

As bactérias do género Mycoplasma spp. apresentam distribuicdo mundial e
infecgbes causadas por esse micro-organismo sao de alta morbidade e mortalidade,
podendo atingir diferentes espécies de animais de produgdo, sendo um grande
problema econdmico para os produtores (DAMASSA et al., 1992).

As principais espécies de Mycoplasma spp. responsaveis por enfermidades
nos animais sao: Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em aves,
Mycoplama agalactiae, Mycoplasma capricolum, Mycoplasma mycoides subsp.
capri e Mycoplasma ceratoconjuntivae em caprinos. Na suinocultura também ha
uma importante enfermidade causada por micoplasmas que é a artrite e a
pneumonia enzodtica suina (LAURIMAR, 2005). As micoplasmoses nos animais
podem ser causadas por mais de 200 especies pertencentes a classe Mollicutes
(FREY, 2002). Varias espécies sao descritas em ruminantes, ocasionando
diferentes quadros de micoplasmose (JUNQUEIRA e LANGONI, 2016).

Na avicultura, destaca-se a importdncia do M. gallisepticum como
causador de doencgas respiratorias crdnicas, que coloniza o epitélio respiratério
das aves com interesse econémico, levando a queda de producdo, sendo um
dos patégenos mais importantes na espécie (PAPAZISI et al., 2003).

Na suinocultura, M hyopneumoniae causa a pneumonia enzoética dos
suinos, com prevaléncia muito importante, agravando ainda mais os danos a
cadeia produtiva, além do aumento a susceptibilidade a outras doencgas por
afetar o sistema imune dos animais (CHAE, 2016).

Na bovinocultura as micoplasmoses estdo associadas a importantes
enfermidades reprodutivas, como as endometrites; respiratorias, como as
pneumonias, além de doencgas associadas as articulagdes, otites e ainda
inflamacgdes da conjuntiva ocular. Destaca-se, entretanto, as mastites causadas
por diferentes bacterias do género, pois sao altamente contagiosas e, pelo grau
de exigéncia possuem diagnostico mais complexo (KIRBY e NICHOLAS, 1996;
PFUTZNER e SACHSE, 1996). Sdo varias as espécies que podem causar
mastites, como Mycoplasma alkalenses, M. arginini, M. bovigenitalium, M.
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bovirhinis, M. californicum, M. canadense, M. dispar e M. bovis (GONZALEZ e
WILSON 2003; MANZI et al., 2018; SALINA et al., 2019).

M. mycoides subesp. mycoides causa uma doenga contagiosa severa
em bovinos, a pleuropneumonia. Causa importantes perdas econdmicas e
morte dos animais (DI TEODORO et al., 2018). M. dispar e M. bovirhinis estao
relacionados com casos de broncopneumonia em bezerros (FREY, 2002;
ANGEN et al, 2009).

2.3.2 Mastite bovina por micoplasmas

O primeiro relato de mastite bovina causada por Mycoplasma agalactiae
subesp. bovis foi feito por Hale et al. em 1962 e, posteriormente, por Aska e
Erno em 1976 que renomearam o agente como Mycoplasma bovis.

No Brasil, ha poucos relatos de mastite por Mycoplasma spp. O primeiro
relato foi feito por Mettifogo et al. em 1996. Mais tarde, em 2013, Mettifogo e
Tamaso (2013) realizaram estudos em rebanhos leiteiros no Parana e Minas
Gerais e constataram a presenca de surtos da doenca. Pretto et al. (2001)
relataram uma baixa prevaléncia (1,12%) de casos positivos em vacas leiteira
no estado de Sao Paulo e do Parana.

Ndo ha dados no Brasil de casos de mastite causados por outras
espécies de Mycoplasma spp, além de Mycoplasma bovis. Entretanto, como
alegado por Manzi et al. (2018), em fungcdo dos seus respectivos resultados
que revelaram baixa prevaléncia de Mycoplasma bovis, essa baixa prevaléncia
poderia ocorrer em fungdo de outras espécies de micoplasmas responsaveis
por mastite positivas para a classe Mollicutes. Todavia, a espécie Mycoplasma
bovis ainda é considerada a mais importante como agente de mastite bovina,
pela sua elevada patogenicidade (BUSHNELL, 1984; GRAND et al., 1997).

A mastite causada por espécies de Mycoplasma spp. pode ser clinica ou
subclinica, geralmente persistindo no teto, levando a uma mastite crénica,
sendo comumente observados surtos da doenga nas propriedades leiteiras
(BRAMLEY, 1992). Ela possui um carater altamente contagioso, pois, no
momento da ordenha, as maos do funcionario e a ordenadeira podem ser
contaminadas com o agente, tornando-se vias de transmissdo para outros
animais (GONZALEZ e WILSON, 2003)
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Segundo Pretto et al. (2001), além das alteragbes fisico-quimicas
observadas no leite de vacas com mastite causadas por especies de
Mycoplasma spp., sinais incomuns ocasionados por outros agentes, como a
agalaxia, pode ocorrer. Além de sinas sistémicos, no sistema ésteo-articular,
como claudicagdo em fungéo de artrites, e alteragdes do apetite (WILSON et
al., 2007).

Rebanhos livres de micoplasmoses, geralmente, adquirem o patégeno a
partir da introdugcdo de novos animais no rebanho sem previa quarentena e
exames diagnosticos para enfermidades contagiosas (GOURLAY et al., 1989).
Portanto, o melhor método de controle € o descarte dos animais positivos,
paralelo ao uso de medidas preventivas para mastite contagiosa e controle
rigoroso na introdugéo de novos animais no rebanho, com exames especificos
para a detecgao deste patdogeno (GUNNING e SHEPHERD 1996; LANGONI et
al., 2017 LOPES et al., 2018).

A mastite causada por espécies de micoplasma pode ocorrer por via
ascendente, via canal do teto ou também sistémica, tendo como porta de
entrada as vias respiratorias a partir da inalagdo do agente, ou também pelo
trato genital, nesse caso principalmente pela utilizacdo de fomites
contaminados (FOX et al., 2005).

A maior preocupagao motivada pelas mastites contagiosas causadas
pelos agentes das espécies de micoplasma se deve aos sinais clinicos que
podem ocorrer como febre, edema e endurecimento do ubere com alteracbes
macroscopicas do leite (HIGUCHI et al., 2013). Além disso, ha a preocupagao
devido a alta contagiosidade do agente comparada, por exemplo, aos
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., patdgenos com grande importancia
e muito estudados na mastite bovina no mundo. Outra caracteristica que afeta
diretamente a cadeia produtiva é a resposta refrataria dos micoplasmas aos
antimicrobianos utilizados na rotina das propriedades rurais, dificultando ainda
mais seu controle e erradicacdo (NICHOLAS et al., 2016).

A principal espécie, da classe Mollicutes, envolvida nos casos de
mastites no mundo € o Mycoplasma bovis, mas tém-se relatos de mais de 25
especies, entre elas, as mais frequentes sdo: M. californicum, M. arginini, M.

bovigenitalium, M. alkalescens M. canadense, M. dispar e M. bovirhinis,
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podendo haver diferencas dependendo da regido do estudo (NICHOLAS e
AYLING, 2003; HIGUCHI et al., 2013).

Geralmente, a mastite causada por bactérias da classe Mollicutes,
ocorrem em surtos isolados, e, com frequéncia, tem historico de introducao
recente de animais no rebanho, porém, no Brasil, ha poucos estudos buscando
mapear a ocorréncia do agente no territorio nacional (LANGONI, 2013).

Nos Estado Unidos e em regides da Europa € comum o relato de surtos
em propriedades e, associados aos casos de mastite também aparecem
quadros respiratorios nos animais, principalmente em bezerros, uma vez que o
agente tem tropismo importante para as vias aéreas. Outra caracteristica
relevante € que esses quadros clinicos aparecem com maior frequéncia em
propriedades com grandes rebanhos (POTHMANN et al., 2015)

Os relatos de casos podem ser subestimados no Brasil e também no
mundo devido a dificuldade de diagndstico, decorrentes das caracteristicas
especificas de cultivo exigidas pelo agente, como condi¢des de microaerofilia,
meios de cultura e, mesmo tomando todas as medidas adequadas de cultivo, é
importante que o material contenha o minimo de células viaveis para
possibilitar o isolamento do micro-organismo (MANZI,2014).

No cultivo microbiolégico ndo € possivel distinguir a espécie do agente,
apenas pela visualizacdo macroscopica das colbnias e ndo ha testes
bioquimicos que podem ser utilizados. O que torna sua diferenciagdo ainda
mais complexa € a ocorréncia de coinfecgdo por mais de uma espécie de
micoplasma, considerando-se que, em cerca de 50% das vacas positivas a
infeccdo é causada por mais de uma espécie da classe Molicutes (AL-FARTHA
et al., 2017).

2.4 Prevencao e controle

Devido aos problemas e riscos associados a introdugdo do agente em
rebanhos leiteiros, torna-se imprescindivel o monitoramento e o controle do
patdgeno nas propriedades, enfatizando-se a dificuldade de éxito de tratamento
pelas caracteristicas inerentes ao agente. Geralmente, amostras de leite

contaminado por esses agentes tem resultado negativo de cultivo
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microbiolégico convencional (PHILPOT & NICKERSON, 2002). Porém,
segundo Punyapornwithaya (2009), a centrifugacédo e posterior ressuspengao
do leite das amostras aumenta em quatro vezes a chance de resultados
positivos na técnica de PCR para espécies de Mycoplasma spp.

Considerando as caracteristicas do agente e os prejuizos associados a
sua introducdo no rebanho, a técnica de PCR pode ser utilizada para o
monitoramento da sanidade do rebanho e qualidade do leite, principalmente em
propriedades com grandes rebanhos em lactagdo (TRONCARELLI et al.,
2015), uma vez que o método permite a pesquisa de varias espeécies,
utilizando-se primers especificos. Além disso, trata-se de uma técnica de facil
execugao e de resultados rapidos comparados ao cultivo microbiolégico
especificamente para a classe Mollicutes que exige condigdes especiais para o
isolamento.(HIGUCHI et al., 2013).

O ponto mais importante para prevenir e controlar as mastites € o
diagndstico, sendo assim, a implementagao de protocolos e procedimentos de
boas praticas que visem evitar a disseminacdo da doenca no rebanho, bem
como o treinamento dos ordenhadores e demais funcionarios que mantenham
contato direto com os animais durante o manejo diario e ordenha. E, quando
detectado um animal positivo, principalmente no caso das micoplasmoses, este
deve ser separado dos demais e seu leite descartado, ndo devendo ser
utilizado para nenhuma finalidade (RUEGG, 2000; AIRES, 2010).

3 HIPOTESES DO ESTUDO

Diante do exposto, propds-se o presente estudo no sentido de avaliar a
participagcdo de diferentes espécies de micoplasmas na etiologia das mastites
clinicas bovinas, bem como de tanques de expansdo, das propriedades com
casos positivos de mastites para a classe Mollicutes.

e Espera-se identificar, casos de mastite clinica causados por espécies da
classe Mollicutes.

e Os casos de mastite com PCR positivos para a classe Mollicutes e
negativos para Mycoplasma bovis, possam ser identificados como

pertencentes a outras espécies da mesma classe.
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e Espera-se encontrar menor frequéncia de M. bovis comparado com as
outras espécies analisadas.

e |dentificar bactérias do género Mycoplasma em amostras de leite
provenientes de vacas com mastite clinica, que foram negativas no

cultivo microbioldgico convencional.
4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Detectar casos de mastite clinica causadas por bactérias da classe
Mollicutes por meio de analises moleculares, pela a técnica de PCR, e

identificar, em cada caso, a espécie envolvida.
4.2 Especificos

e Investigar a presenca das bactérias do género Mollicutes em tanques de
expansao de leite bovino por meio da técnica de PCR, em propriedades
com diagndsticos de micoplasmoses mamaria.

e |dentificar espécies do género Mollicutes em casos clinicos de mastite e
no leite de tanques de expanséao.

e Comparar os resultados da detecgao de mastites causadas por bactérias
da classe Mollicutes a partir da centrifugagdo prévia das amostras com

a extracao de material genético diretamente das amostras de leite.
5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Comissao de Etica no Uso de Animais

O presente trabalho foi aprovado na Comissdo de Etica da FMVZ-

Unesp Botucatu, sob o protocolo 0136/2017 (Anexo 1).
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5.2 Propriedades rurais

As amostras de leite foram obtidas, por conveniéncia de propriedades
leiteiras localizadas em municipios de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana,
enviadas ao Nucleo de Pesquisas em Mastite para diagndstico microbioldgico
das mastites dos rebanhos bovinos

Foram avaliadas também amostras de leite de tanques de expanséo,
provenientes de coletas quinzenais de dez diferentes propriedades. Os
rebanhos dessas propriedades possuem, em comum, programas de controle
de mastite (com registros de dados em softwares de gerenciamento), contagem
de células somaticas (CCS) < 400.000 cs/mL (valor adotado para celularidade
de vacas pela IN 76/2018), raca holandesa de alta produgédo (>20
litros/vacal/dia), possuem no minimo de 200 vacas em lactagdo, em regime de
ordenha mecanica. Trata-se de amostras de conveniéncia, analisadas para
pesquisa de outros patégenos de acordo com os objetivos do projeto tematico
subvencionado pela FAPESP processo n° 2015/19688-8.

5.3 Colheita de leite

O teste de Tamis (caneca preta) foi utilizado para o diagndstico de casos
de mastite clinica, sendo coletado cujas glandulas mamarias apresentaram
alteragdes do leite visiveis, bem como sinais clinicos sistémicos de inflamagéo
nas mamas como edema, calor, dor e rubor e, ocasionalmente, sinais
sistémicos.

Foram colhidas também amostras quinzenais de tanques de expansao
de todas as propriedades em frascos estéreis como meétodo de triagem,
visando estimar a ocorréncia de infecgdes pelo agente em vacas em lactagao
nos rebanhos.

Amostras com ao redor de 15 ml de leite dos quartos com mastite clinica
foram colhidas assepticamente e mantidas congeladas (-20°C) nas
propriedades até o envio ao Nucleo de Pesquisas em Mastites — NUPEMAS
FMVZ Unesp Botucatu, em temperatura de refrigeracdo (4 a 8°C), para

posterior submissao a técnicas diagndsticas.
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5.4 ANALISES LABORATORIAIS

5.4.1 Concentracao das amostras

As amostras foram homogeneizadas, e uma aliquota de 1mL foi
utilizada para extragdo do DNA. O volume remanescente, foi centrifugado a
5000g por 30min, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
1mL de PBS pH 7,2, posteriormente a amostra foi identificada para extragdo do
DNA (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2009).

5.4.2 Extracao DNA

A extragcdo do DNA foi procedida seguindo o método de fervura descrito
por Fan et al. (1995), com modificagcbes padronizadas no NUPEMAS. As
amostras foram centrifugadas a 12000rpm por 10 minutos e o sobrenadante
descartado. Em seguida, foram adicionados 500 microlitros de PBS pH 7,2
homogeneizando-se em vortex. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante,
adicionando-se 50 microlitros de tampao de eluicdo. As amostras passaram
pelo processo de fervura por 10 minutos e choque em banho de resfriamento
por 5 minutos quando novamente foram centrifugadas por 10 minutos a 12000

rpm, sendo o sobrenadante o produto final extraido.

5.4.3 Caracterizagao molecular de bactérias do género Mollicutes

Inicialmente foi realizada a reacdo de PCR para deteccdo da classe
Mollicutes, utilizando-se os primers MGSO (5" TGC ACC ATC TGT CAC TCT
GTT AAC CTC 3°) e GPO-3 (5" GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC 3),
visando identificar produto de 270 pares de base, utilizando o controle positivo
ATTCC 25523 (VAN KUPPEVELD et al., 1992).
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5.4.4 Espécies de Mycoplasma spp.

Uma vez positivas para a PCR com primers genéricos, foi realizada a
amplificagcdo do DNA utilizando-se primes especificos, apresentados no Quadro
1, para M. bovis, M. alkalescens, M. californicum, M bovigenitalium e M.
bovirhinis, de acordo com os ciclos apresentados no

Quadro 2 (BOONYAYATRA, 2012).

Quadro 1. Primers utilizados para a pesquisa de diferentes espécies de
micoplasma em amostras de leite de vacas com mastite clinica e amostras de

tanque de expanséao.

. N° de pares
Espécie Primers
de bases

CCGTCAAGGTAGCATCATTTC CTAT
M bovis 360
CCTTTTAGATTGGGATAGCGGATG

GTCGTTATAGGGAAAGAAAACT
M alkalescens 704
AGAGTCCTCGACATGACTCG

GCACTTAGACGAAAGAGGGATT
M californicum 280
GGATTATCATCACCTTTGGGACT

CGTAGATGCCGCATGGCATTTACGG

M bovigenitalium 312
CATTCAATATAGTGGCATTTCCTAC
GTCGATAGAGAGGTCTATCG
M bovihinis 316
ATTACTCGGGCAGTCTCC

Fonte: Organizado pelo autor

A seguir sado apresentados os ciclos utilizados para extragdo da material
gendmico de acordo com as espécies de Mycoplasmas spp.
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Quadro 2. Perfil de ciclagem utilizados no termociclador para realizagdo da

reacao de PCR por espécie de micoplasmas.

Espécie de Mycoplasma Perfil ciclagem

M. bovigenitalium, M. alkalescens, 94°C/9min; 35 ciclos de 94°C/30min,
M. bovihinis 60°C/1min, 72°C/1min; 72°C/7min

95°C/15min; 45 ciclos de 94°C/15s,
60°C/1min, 72°C/30seg; 72°C/5min

M. californicum

94°C/3min; 35 ciclos de 94°C/1min,
60°C/1min, 72°C/1min; 72°C/30min

M. bovis

Fonte: Organizado pelo autor

Os produtos das reacoes de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal
(Major ME-20 Horizontal Electrophoresis System) em gel de agarose 1,5% em
tampé&o de acido borico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com Nancy 520 (TM Sigma
Life Science). Os fragmentos de DNA foram analisados comparativamente com
marcadores de DNA 100 pares de bases, sendo analisados e fotografados em

analisador de imagens (Gel Doc- It — Imaging System (UVP) — DNA Analyser).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de leite, dos casos de mastite clinica, cultivadas para a
pesquisa de micro-organismos aerébios causadores de mastite foram
negativas nos meios de agar sangue e agar MacConkey, resultados obtidos na
pesquisa do projeto tematico subvencionado pela FAPESP, processo:
2015/19688-8.

Foram realizadas PCR em 993 amostras de leite, e em 70 amostras de
tanques de expansdo das mesmas propriedades utilizando-se os primers
genéricos para a classe Mollicutes, como descritos no item 5.4.3.

Do total de amostras de mastite clinica, onde se realizou a
concentragao, 136 (13,69%) foram positivas apds submetidas a técnica de
PCR com os primers genéricos, para a classe Mollicutes. Posteriormente,

essas amostras, foram submetidas a PCR com primers especificos para as
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outras espécies de Mycoplasma spp, com primers para identificacdo de M
alkalescens, M, bovigenitalium, M bovirhinis, M. californicum e M. bovis, sendo
que os resultados obtidos foram negativos.

As amostras concentradas oriundas dos tanques de expansao, testadas
para os primers genéricos da classe Mollicutes, também foram negativas,
como ilustrado na Figura 1. Para as amostras de tanques de expansao
negativas nao foram testados os primers especificos para as demais espécies
pesquisadas no estudo, uma vez que, era pré-requisito serem positivas para

classe antes do teste para as espécies.

Figura 1. Amostras de leite de tanques de expansao negativas

As amostras de leite de casos de mastite clinica com resultado positivo
para a classe Mollicutes foram submetidas a nova extracdo, sem prévia
concentragdo a fim de se comparar com os resultados obtidos com a
concentragdo das amostras. Das 136 (13,69%) amostras positivas para
Mollicutes detectadas pela técnica de PCR convencional, e apenas 80 (8,05%)
foram positivas sem o método de concentragdo por centrifugagcéo prévia a
extragdo de DNA, como exemplificado na Figura 2, salienta-se que, 5,64% das
amostras teriam resultado falso negativo pelo método convencional de
obtencao do material extraido, ou seja, caso seja realizado um monitoramento
profilatico em uma propriedade, a fim de detectar mastites causadas por
micoplasmas, sem o0 uso da concentragdo ha grandes possibilidades dos

resultados obtidos serdo subestimados, o que sugere em trabalho futuros a
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realizagao da concentracdo das amostras de leite para melhorar a sensibilidade
da técnica.

Figura 2. Resultado para mesma amostra, positiva para Mollicutes quando previamente
concentrada, e negativa quando o material genético foi extraido diretamente do leite somente

homogeneizado.

Com relagéo aos resultados negativos obtidos com as amostras de leite
dos tanques de expansao, a baixa concentragdo do agente em uma amostra do
tanque representa uma grande limitagdo para detecgdo de organismos do
género Mollicutes. De acordo com Gonzalez e Wilson (2003), de 30 a 40% das
amostras provenientes de tanques de expansao positivas para micoplasmas
obtém-se resultado negativo, indicando, desta forma, que uma propriedade
pode ser considerada livre do agente erroneamente. Isso se da devido ao leite
das vacas infectadas estar diluido no tanque em um grande volume de leite,
dessa forma a mistura do leite de tetos positivos para o agente, com leite de
vacas sadias, resulta-se em uma concentragdo abaixo do nivel minimo de
deteccédo (BIDDLE e COWORKERS, 2003) e também pelo fato do leite de
vacas com mastite clinica ser descartado, assim sendo, os resultados obtidos
podem ser subestimados, levando a uma intepretacdo equivocada de
propriedades livres do agente (MANSEULL et al, 2011).

Também é necessario considerar a eliminagao intermitente do agente no

leite, 0 que pode ocasionar um resultado falso negativo na coleta de uma
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primeira amostra de leite do tanque sugere-se a realizagdo de novas coletas
seriadas, para se obter um resultado mais, o que esta de acordo com Francoz
(2012) que obteve resultados positivos em coletas de tanques de expansao em
um més e, no més subsequente, os resultados foram negativos. O ideal seria a
coleta de amostras de leite de tanques semanal durante trés semanas para o
monitoramento da qualidade do leite, do ponto de vista microbioldgico,
especialmente no caso de micoplasmas.

A Figura 3 demostra os resultados positivos nas amostras de leite de
vacas com mastite clinica comparando a analise utilizando a concentracdo da
amostra por centrifugagdo, com a amostra apenas homogeneizada. A coluna
laranja utilizando concentragado do leite (serie 1) e a coluna azul, a aliquota
direta do leite apenas homogeneizada (serie 2). A coluna cinza (serie 3)
evidencia os animais considerados negativos utilizando o método convencional,
ou seja, 5,6% dos animais, considerados negativos, seriam mantidos no
rebanho favorecendo a disseminacdo da doenca e acarretando em perdas

significativas de lucros para os proprietarios.
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Figura 3. Comparacgao de resultados positivos e negativos utilizando o método de concentragcéo

de amostras por centrifugagao (série 1) e a extragao direta do leite homogeneizado (série 2).

Segundo Punyapornwithaya (2009) a habilidade de deteccdo de
pequenas concentragbes do agente no leite pode ser incrementada em até 4
vezes quando comparada a pesquisa sem sedimentagdo do agente na amostra
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e subsequente ressuspencdo, o que explica a maior positividade com a
concentragao do agente, na comparagédo de métodos.

Portanto, observa-se a importancia do método no diagnostico da mastite
causada por bactérias do género Mollicutes, pela possivel baixa concentragéao
do agente no leite, levando a resultados falsos negativos, o que,
consequentemente, mantem animais positivos no rebanho, favorecendo a
disseminagao dos casos de mastites pelo agente, além de aumentar as perdas
econbmicas da propriedade podendo inviabilizar a atividade. Para um
adequado programa de monitoramento para eliminagcdo de patdégenos de alta
contagiosidade como Mycoplasma spp., € necessario a utilizacdo de uma
metodologia com técnica de elevada sensibilidade para que se obtenha
resultado fidedigno.

A Figura 4 mostra os resultados positivos obtidos em trabalhos
realizados no Brasil com a identificacdo de micoplasmas causando mastite
clinica em vacas. Junqueira (representado pelo numero 3), em 2017, encontrou
3,03% de vacas com mastite causadas por micoplasmas em propriedades de
Goias, Sao Paulo e Minas Gerais. Manzi (representado pelo numero 1), em
2018, encontrou 16,4% de vacas com mastite clinica por micoplasmas em
propriedades da regido de Botucatu e, Salina (representado pelo numero 4),
em 2018, encontrou positividade em 8,57% das vacas avaliadas em seu

estudo. O numero 2 representa os resultados encontrados no presente estudo.
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Figura 4. Comparagédo de resultados positivos para a classe Mollicutes causando mastite

clinica em vacas de propriedades leiteiras no Brasil.
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Desta forma, pode-se observar uma diferenga na porcentagem de
positividade, o que poderia ser explicado pela utilizagdo do método de
concentracdo evidenciando um aumento de positividade apds a concentracao
das amostras, previamente a extracdao de DNA. Exceto no estudo de Manzi et
al, realizado em 2018, que revelou uma maior positividade (16,4%) para a
classe Mollicutes. Tal fato, poderia ser explicado pela época do ano de
obtencado de amostras e também pelo tamanho e composicédo do rebanho.

Estudos realizados nos EUA revelaram positividade de 1 a 8% (FOX,
2003), na Grécia de 5,4% (FILIOUSSIS, 2007), na Tailandia de 1,8% (KAMPA,
2009) e Franca de 0,5% (GOURLAY, 1974). Estes resultados evidenciam a
baixa ocorréncia do agente observada nos rebanhos mundialmente, fato que,
sugere a importancia introducdo do método de concentragdo do leite como
protocolo para pesquisas de bactérias do género Mollicutes, pois, a baixa
ocorréncia do agente como responsavel por casos de mastite nos rebanhos no
mundo pode ser o resultado de sua baixa e intermitente eliminacdo no leite,
subestimando a ocorréncia desse patogeno, possibilitando ainda a
disseminagao nas propriedades leiteiras.

Deve-se considerar ainda que a metodologia de extracdo de DNA e PCR
convencionais tem sensibilidade de detecgcdo de cerca de 400 células de
micoplasmas/ml, ou seja, amostras com concentragdes menores,
possivelmente, resultardo negativas utilizando-se a metodologia convencional
(BUZINHANI,2007), destacando-se a importancia de métodos de concentragcéo
do patégeno.

O método também é importante para pesquisas do agente no cultivo
microbiolégico (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2009) e pode trazer grandes
ganhos e possibilitar o sequenciamento genético para diferenciacdo das
espécies envolvidas e elucidar os casos em que a determinagdo do agente fica
restrito a classe ou ao género apenas. Pode ser mais trabalhoso, mas o
importante é que pode melhorar a sensibilidade diagndstica.

Estudos no Sul da Australia apresentaram 76,7% de amostras positivas
para Mycoplasma spp. e Acholeplasma. laidlawii, sendo a coinfecgao
encontrada em 52,1% das amostras (FARHA et al, 2017). Estes dados trazem
uma possivel explicagdo para os resultados positivos encontrados para a

classe Mollicutes e resultados negativos para as espécies pesquisadas. Uma
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vez que, no Brasil, ndo havia estudos anteriores para detecgdo de espécies
especificas de Mycoplasma spp. causando mastite além de M bovis, pode-se
sugerir outras espécies envolvidas ou, até mesmo, a coinfecgdo por varias
espécies dificultaria determinacéo da espécie envolvida em cada caso.

Hirose et al; (2001) encontraram aproximadamente 70% de positividade
para a classe Mollicutes em amostras de leite de vacas com mastite, utilizando
a PCR convencional, assim como Justice- Allen et al (2011), nos EUA, usando
PCR em tempo real comparando com a cultura, encontrou resultado
semelhante. Analisando os dados apresentados e, considerando a importancia
e contagiosidade do agente, reforga-se ainda mais o risco, para o rebanho e
para a producao, de um animal positivo, ndo identificado, servindo com fonte
de infecgdo. Em pouco tempo, pode-se ter um rebanho, aparentemente livre do
patogeno,entretanto, com positividade semelhante ou até mais elevada que a
encontrada pelos autores citados.

Em relagdo as espécies de micoplasma, no estudo de Hirose et al
(2001), cerca de 70% das amostras positivas, eram para a espécie M.
bovirhinis, ndao concordando o que obteve-se no presente estudo, o que
poderia ser explicado pelo local em que o estudo foi conduzido, assim como
Justice-Allen et al (2011) que encontraram, pelo sequenciamento do amplicon,
M. bovigenitalium causando mastite. A ndo concordancia com os resultados
encontrados na literatura pode ser devido as espécies mais importantes na
etiologia das mastites no Brasil ser diferentes de outros paises, uma vez que
nao ha estudos similares aqui, tornando imprescindivel para a saude dos
rebanhos brasileiros a busca e identificacdo destas espécies, uma vez que
sendo diferentes, requerem uma outra abordagem de manejo e controle. E
provavel que exista uma maior quantidade de animais e rebanhos
contaminados com o agente, sem que ao menos se saiba a espécie de
micoplasma envolvida. Ha diversas espécies de micoplasma causando outras
enfermidades rebanhos nos bovinos, e, possivelmente, alguma delas, néo

associada a mastite possa ter maior importancia n no Brasil.
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CONCLUSOES

e De acordo com os resultados, obtidos para bactérias da classe
Mollicutes, observa-se a importancia dessa classe de micro-organismo
nos casos de mastite em grandes rebanhos leiteiros de alta produgéo no
Brasil.

e O uso da técnica de concentracido de amostras de leite, previamente a
extragdo de DNA, por centrifugacdo, sugere que a prevaléncia de
espécies de micoplasma envolvidas na mastite clinica possa estar sendo
subestimada nos rebanhos leiteiros do Brasil, pelo numero elevado de
resultados falsos negativos.

e Os resultados negativos utilizando-se os primers avaliados, sugere que
outras espécies da classe Mollicutes estejam envolvidas na etiologia das
mastites, nas amostras de leite avaliadas.

e O monitoramento do leite de tanques de expansdao é de extrema
importancia, pois a eliminagdo de micoplasmas pelo leite € considerada
intermitente, devendo ser realizada, periodicamente, a pesquisa desses
patégenos nas propriedades, como atividade de vigilancia para a
deteccdo, o mais precoce possivel e tomada de medidas de controle,

evitando-se a disseminagdo do micro-organismo nos rebanhos.
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