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“S6 se pode alcancar um grande éxito quando nos mantemos fiéis a nos

mesmos.”

(Friedrich Nietzsche)
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1. Introducao:

O leite e seus derivados desempenham papel nutricional importante para
humanos, particularmente nos primeiros anos de vida, uma vez que fornece
proteinas, carboidratos, gorduras e sais minerais necessarios ao
desenvolvimento do organismo. Ha, portanto, grande preocupagdo em
assegurar a integridade e a qualidade intrinseca do leite e dos produtos lacteos
destinados ao consumo humano (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). Para
manter a qualidade nutricional e os padrées sanitarios para o consumo do leite
deve se considerar a saude dos animais envolvidos em sua producao.

A mastite € um dos principais obstaculos enfrentados pelos criadores e
industrias lacteas, em consequéncia dos prejuizos econdmicos que causa,
tanto pela queda na producado leiteira (LANGONI et al., 2009), como na
qualidade do leite produzido, no aumento do custo de tratamentos e pelo
descarte precoce de vacas que apresentam mastite crénica. Em alguns paises,
inclusive no Brasil, as perdas chegam de 10 a 15% da producéao, independente
do patégeno envolvido e tipo de mastite, seja subclinica ou clinica.

Além das perdas econ6micas na qualidade e producao de leite, também é
importante ressaltar a importdncia das mastites na salde publica,
principalmente pela presenca de agentes patogénicos que podem ser fatores
de risco para humanos em decorréncia da eliminacao dos préprios patdgenos
ou de suas toxinas no leite (COSTA, 1998; SANTOS, 2001).

Os principais agentes contagiosos de mastite bovina sao: Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis
(LANGONI et al.,1998; JAYARAO e WOLFGANG, 2003). Porém no Brasil, sdo
poucos os estudos que abordam temas como prevaléncia e o impacto de
micoplasmas nas mastites. Nos ultimos vinte anos, os Unicos estudos sobre o
assunto estao restritos a surtos nos estados do Parana (METTIFOGO et al.,
1996) e Minas Gerais (METTIFOGO et al., 2013), além de um estudo de Pretto
et al.(2001) também no Parana e outro em Sao Paulo, relatando baixa
prevaléncia do agente (1,12%). Dessa maneira, estudos da prevaléncia de

micoplasmas e os reflexos desse agente como causador de mastites sé&o



necessarios, visando subsidiar pesquisadores, produtores, 6rgaos competentes

na fiscalizacao da qualidade do leite e consultores.
2. Revisao da literatura:
2.1. Bovinocultura de leite no Brasil:

No Brasil a producao total de leite em 2012 alcancou 33,054 bilhdes de
litros (EMBRAPA, 2012). Apesar da crescente producdo, o perfil da
bovinocultura de leite mudou em relagcdo aos ultimos anos. Os pequenos
produtores pouco tecnificados, por ndo terem subsidio e apoio do governo, e
com normativas que estabelecem um padrdo de qualidade mais severo, tém
mostrado dificuldade em se manter na cadeia produtiva do leite, muitas vezes,
abandonando a atividade. Por outro lado, os grandes produtores aumentaram
cada vez mais a produgao, agregando valor aos seus produtos, melhorando a
tecnificacdo de seus estabelecimentos e empregando mao de obra qualificada.

Essas grandes propriedades apresentam, além da tecnificagao,
rebanhos grandiosos, em sua maioria, sistema de confinamento e animais de
ragas especializadas, visando maior produgéo. Todos esses fatores contribuem
para a disseminagcdo e manutengdo de agentes contagiosos, de transmissao
direta, como o Mycoplasma bovis no rebanho.

2.2. Mastite:

A mastite é um processo inflamatério da glandula mamaria, que pode ter
origem fisiolégica, traumatica, alérgica, metabdlica e principalmente infecciosa
(RADOSTITIS et al., 2007). E uma doenca complexa e multifatorial,
influenciada pelo ambiente, diversos patégenos e também alguns fatores
relacionados ao proprio animal (BRESSAN, 2000).

Apresenta-se de duas formas denominadas: mastite clinica e subclinica.
Recebe a primeira denominacédo quando é possivel observar alteragdes como
edema, aumento de temperatura local, hiperemia, sensibilidade e enrijecimento

da glandula mamaria (fibrose), bem como o aparecimento de grumos, pus,



sangue ou qualquer outra alteracao nas caracteristicas do leite (MARGATHO et
al., 1998). Pode ser aguda apresentando sintomatologia evidente de processo
inflamatério (edema, dor, calor, rubor) ou crbnica, caracterizada por
fibrosamento, auséncia de sinais de processo inflamatério e alteragdes no leite,
como grumos e coagulos (COSTA, 1998). A mastite clinica ocasiona perdas
elevadas por descarte do leite, gastos com medicamentos, perda funcional de
glandulas e até morte do animal (SANTOS & FONSECA, 2007). O diagndstico
é realizado pela avaliacdo do aspecto do leite, quanto as caracteristicas
peculiares observadas no produto, pela da prova de Tamis.

As perdas decorrentes deste processo infeccioso geralmente estdo de
acordo com o grau de intensidade do processo inflamatério e do estagio de
lactacdo em que ocorre a infeccdo (SILVA & ARAUJO, 2008). De acordo com
Bartlett et al. (1991), a redugado na producdo de leite devido a mastite clinica
pode ser dividida em duas fases distintas: na primeira, considerada fase
aguda, ocorre rapido declinio de producdo logo apds o aparecimento dos
sintomas, seguido de rapida recuperacdo e dura em torno de seis dias. A
queda na producao é de aproximadamente 30% durante este periodo. Apds a
fase aguda, tem inicio outra fase com duragédo aproximada de 60 dias, na qual
a producao ainda é abaixo do normal, podendo persistir até o final da lactagéao
(HORTET e SEEGERS, 1998).

A mastite subclinica caracteriza-se pela infeccao inaparente e queda na
producéo, com alteracbes na composicao do leite, como aumento no numero
de células somaticas e dos teores de cloro e sédio, além da diminuicdo nos
teores de caseina, lactose e gordura (SANTOS e FONSECA, 2007), sem
modificar suas caracteristicas fisicas. A glandula mamaria também néo

apresenta modificacdes visiveis.
2.3. Agentes etiologicos envolvidos na mastite:

Quanto a sua etiologia, os agentes podem ser divididos em ambientais ou
contagiosos. Os agentes ambientais estdo predominantemente no ambiente
em que o animal vive, principalmente onde ha acumulo de esterco, urina, barro
e cama organica. De forma oportunista invadem a glandula mamaria, causando
na maioria das vezes, mastite clinica (BLOWEY & EDMONDSON, 2010).



Podem ser agrupadas em dois principais grupos, com suas caracteristicas
préprias: os coliformes e os estreptococos ambientais. Destacam-se neste
grupo de patdégenos Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
uberis e Streptococcus dysgalactiae. Geralmente as infecgcbes causadas por
coliformes sdo de curta duracdo, com quadros agudos em 20% dos casos,
podendo ocasionar febre, anorexia, desidratacao, perda de peso e da produgao
leiteira em poucas horas. Ocorre com maior frequéncia no periodo seco ou
inicio da lactagdo (SANTOS e FONSECA, 2007).

Os agentes contagiosos tém como principal fonte de contaminacao, o
Ubere e sdo transmitidos de um animal ao outro principalmente durante a
ordenha pelas teteiras, maos de ordenhadores ou outros fémites que sejam de
uso comum entre um quarto sadio e um infectado (BLOWEY & EDMONDSON,
2010). Os casos de mastite contagiosa caracterizam-se pela menor incidéncia
de casos clinicos e alta incidéncia de casos subclinicos, com altas contagens
de células somaticas.

Os principais agentes contagiosos sao Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis
(JAYARAO e WOLFGANG, 2003). Na maioria dos estudos, relata-se
prevaléncia de agentes como Sireptococcus agalactiae e Staphylococcus
aureus, pois estes podem ser isolados e identificados por métodos
microbiolégicos convencionais. Em contraste, Mycoplasma bovis necessita de
métodos complexos para o seu isolamento e identificacao, acreditando-se que
a real prevaléncia de Mycoplasma bovis é, provavelmente, subestimada
(KAMPA, 2009).

Staphylococcus aureus € um dos patdégenos mais frequentemente
isolados na mastite bovina e os principais sitios de localizacdo parecem ser 0s
quartos mamarios infectados. A transmissdo ocorre usualmente entre vacas
durante a ordenha, pelas méos de ordenhadores, equipamentos, sendo que o
conhecimento de sua distribuicdo pode auxiliar na elaboracdo de medidas de
controle para a doenca (SALASIA et al., 2004). Este patdégeno pode chegar ao
leite diretamente pela excrecdo de quartos com mastite clinica ou subclinica,
ou até mesmo por contaminacao durante a manipulacéo e processamento do
leite cru (SCHERRER, 2004; JORGENSEN, 2005). E também frequentemente

causador de infeccées em humanos, podendo ser sério problema no caso de



cepas resistentes aos antimicrobianos (SCHLEGELOVA, 2003) e produtoras de
enterotoxinas (GUIMARAES et al., 2013).

Algumas caracteristicas de viruléncia que contribuem para a
persisténcia de S. aureus no tecido mamario (SANTOS et. al., 2003) e o uso
inadequado de antibidticos, que propiciam o aparecimento de cepas multi-
resistentes, sdo fatores que comprometem a eficiéncia do tratamento da
mastite bovina causada por estes micro-organismos (BARBERIO et al., 2002).

Assim como o S. aureus, S. agalactiae € um agente contagioso,
facilmente transmitido vaca a vaca durante o processo de ordenha. O
reservatério primario de infeccdo € o Ubere, apesar de ocasionalmente
colonizarem o canal do teto e até mesmo a pele do teto, especialmente se a
superficie apresentar rachaduras (BLOWEY & EDMONDSON, 2010). Em
muitos paises, a infec¢do intramamaria causada por Streptococcus agalactiae
ainda é muito comum (ZADOKS e FITZPATRICK, 2009). Elias et al., (2012)
encontraram prevaléncia de 39,7% de S. agalactiae, em propriedades
localizadas em Minas Gerais.

2.3.1. Micoplasma:

Mycoplasma spp. é um patdégeno altamente contagioso em bovinos,
podendo causar pneumonias, artrite, otite e menos frequentemente
abortamentos e meningites, além de mastites (NICHOLAS & AYLING, 2003).
Na maioria dos casos a disseminacdo do agente no organismo é via
descendente, afetando primeiramente pulmdo ou outros Orgaos e
posteriormente, via sanguinea alcanca a glandula mamaria (FOX et al.2005).

Sao as menores células procariontes capazes de auto-replicacdo
(QUINN, 1994). Sao micro-organismos pleomérficos (RAZIN et al., 1998), ndo
tendo a capacidade de sintetizar peptideoglicano ou seus precursores. Nao
possuem parede celular rigida, apresentando membranas externas flexiveis
com trés extratos, susceptiveis a dessecacdo, calor, detergentes e aos
desinfetantes (QUINN et al., 2005) e resistentes aos principais antimicrobianos
disponiveis (OWENS e NIPPER, 2008).

Apresenta genoma simplificado e crescimento fastidioso, o que pode ser
associado a replicacao lenta e dificuldade de identificacdo em casos de



mastite. E possivel que muitos casos de mastites causadas por Mycoplasma
possam ser sub diagnosticados (FOX et al, 2005).

As duas espécies de micoplamas mais comuns nas mastites s&o
Mycoplasma bovis e Mycoplasma californicum, sendo a primeira considerada
como principal espécie em surtos de mastites, em diversas partes do mundo
(NICHOLAS et al., 2008). M. bovis pode ser introduzido em rebanhos livres da
doenca pela aquisicdo de animais portadores (BENNET & JASPER 1977).

A maioria das infecgdes intramamarias causadas por micoplasmas sao
transmitidas pelas maos de ordenhadores, equipamentos de ordenha e o0 uso
de cénulas de uso multiplo para tratamento. Além disso, sdo encontradas
vacas portadoras do agente que, de maneira intermitente, eliminam
micoplasmas pelo leite, consideradas, portanto, como fontes de infeccéo
(SANTOS, 2003). Tal fato pode levar a sérios problemas no rebanho se o nivel
de infeccdo ndo for controlado. Segundo Pretto et al. (2001), as principais
medidas de controle de surtos sdo a deteccdo, segregacdo e o descarte de
animais positivos, pois com isso torna-se possivel evitar a propagacao do
agente para outros animais. E, ainda, paralelamente sdo recomendadas as
medidas preventivas para as mastites contagiosas como a higiene de ordenha,
imersdao dos tetos em solugdo antisséptica antes e apds a ordenha,
desinfeccdo e manutencao dos equipamentos de ordenha.

Vacas com mastite causada por Mycoplasma spp. geralmente
desenvolvem infecgcdes multiplas nos quartos, podendo apresentar todos o0s
quartos infectados, acompanhado de um quadro sistémico como febre,
inapeténcia, caracterizando-se como mastite aguda. A transmissado entre
quartos de uma mesma vaca pode ocorrer via sanguinea, embora na maioria
dos casos ocorra por goticulas de leite contaminado (SANTQOS, 2003). Quartos
afetados podem nao desenvolver a doenca clinica, porém a infeccdo pode
causar acentuada queda na producao, muitas vezes referida como agalactia,
ou seja, auséncia subita de leite (BLOWEY & EDMONDSON, 2010).

O leite anormal proveniente de um rebanho com mastite por micro-
organismos desse género pode ter coloracdo amarronzada a acastanhada e
ainda quando mantido em repouso pode ter aparéncia arenosa ou de granulos
(KIRK e MELLENBERGER, 1994).

O primeiro caso de mastite bovina por micoplasma foi relatado por Hale



et al. (1962), tendo o agente recebido o nome de Mycoplasma agalactiae
subsp. bovis, posteriormente denominado de Mycoplasma bovis por Aska e
Ermo (1976).Foi considerado mais frequente e patogénico nas infeccoes
intramamarias (BOOTHBY, 1986), e responsavel por surtos esporadicos de alta
contagiosidade (JASPER, 1987).

Apesar dos poucos relatos de mastites por Mycoplasma bovis no Brasil,
a primeira citacdo de casos de mastite por esse agente foi de Mettifogo et al.
(1996) na regidao de Londrina-PR, que evidenciaram a importancia desse
patdgeno como causador de mastites. Por outro lado, Pretto et al. (2001)
trabalhando com 713 vacas leiteiras provenientes de trés propriedades leiteiras
localizadas na regidao norte do Parana e sudoeste do Estado de Sao Paulo,
entre as quais 137 apresentavam mastite, detectaram oito animais (1,12%)
com mastite por Mycoplasma bovis confirmando a participacdo desse patéogeno
na etiologia dessa infecgcdo. Com relacdo as 137 de vacas com mastite, oito
foram positivas para micoplasma ( 5,83% delas).

A literatura relata prevaléncia de 0,5 a 35% de mastite causada por
Mycoplasma bovis em diversos paises (GONZALEZ e WILSON, 2003). No
Brasil, a pesquisa desse agente, assim como de outras espécies de
micoplasmas, tanto nas mastites como em outras patologias dos sistemas
respiratério, urogenital, articulacées, sistema nervoso e conjuntiva ocular sdo
pouco frequentes (BUZINHANI et al., 2007).

A cultura para isolamento de micoplasma requer meios e tempo de
incubacdo especiais, além de condigbes de microaerofilia, visto que séo
comuns amostras de leite de vaca com alteracdes sugestivas apresentarem-se
negativas a sucessivas culturas realizadas a partir de métodos microbiol6gicos
padrées (PHILPOT e NICKERSON, 2002). Porém, o cultivo de micoplasmas
pode ser prejudicado mesmo quando se utilizam condigcdes ideais. O tipo de
amostra clinica, o0 método de coleta e transporte, a exigéncia nutricional e o
nimero de micoplasmas viaveis no material clinico podem interferir no
resultado (BUZINHANI et al., 2007).

Como alternativa aos métodos convencionais de deteccdo de
Mycoplasma, ha atualmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que é

acurado e amplamente aceito como um método confiavel para deteccao de



cepas de Mycoplasma em amostras de leite (GHADERSOHI, 1997; BAIRD,
1999; RIFFON, 2001; SUNG, 2006).

O rapido diagnostico por técnicas moleculares torna possivel a deteccéo
de animais infectados, prevenindo-se assim surtos de mastites causadas por
micoplasma. Diversos estudos tém demonstrado a eficacia da PCR para a
deteccao Mycoplasma spp. (CARDOSO, 2000).

Técnicas moleculares podem ser utilizadas na identificagéo e tipagem de
patégenos por técnicas como PCR, com uso de primers especificos, que
apresentam alta especificidade e sensibilidade para a amplificacdo de um
determinado fragmento de DNA especifico do patdégeno, seguida de
sequenciamento. A caracterizagdo genotipica € necesséaria para revelar
gendtipos recombinantes e alelos atipicos, avaliar a diversidade genética,
encontrar os fatores genéticos que podem influenciar a viruléncia, entender
eventuais mecanismos de selecdo de gendtipos de acordo com a espécie
hospedeira e investigar relacbes entre o gendtipo e a doenca animal
(BOWMAN,1993).

No rebanho o micro-organismo dissemina-se durante a ordenha por
aerossois e secregdes de animais com disturbios respiratérios e genitais. As
vias hematdgena ou linfatica sdo responsabilizadas pela disseminagcdo de
micoplasma de um érgao para outro (BENNET e JASPER, 1977).

Ha poucas estimativas dos custos de infeccdo por M. bovis. Um relatério
de custos estimados nos EUA indicam perdas de 108 milhdes de ddlares por
ano para a industria de laticinios. No entanto, dadas as limitacées dos dados
de prevaléncia, esses numeros devem ser interpretados com cautela
(ROSENGARTEN, et al., 1999) e se refere a redugdo de producdo, gastos
com medicamentos, mao de obra e descarte precoce de vacas infectadas. A
implementagdo de medidas de diagnéstico e de controle possuem elevado
custo em relacdo a outros patégenos, pois a doenca tende a ser crOnica e
pouco responsiva ao tratamento (WILSON et al., 1997; FULTON et al., 2009)

As principais medidas de controle das mastites por M. bovis sado a
deteccdo e segregacdo de animais infectados, seguido do descarte.
Paralelamente, sdo recomendadas as medidas preventivas para as mastites
contagiosas como a higiene de ordenha, imersdo dos tetos em solucédo
antisséptica antes e apd6s a ordenha, desinfeccdo e manutencdo dos



equipamentos de ordenha (GUNNING & SHEPHERD, 1996), além da
manutencdo do ambiente de ordenha, e onde os animais s&o estabulados ou
mantidos, sempre limpos e higienizados, com retirada manual de fezes,

lavagem e desinfecgéo.
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3. Objetivos:
Objetivo geral:

Avaliar a prevaléncia de Mycoplasma bovis em rebanhos de vacas
leiteiras no estado de Sao Paulo.

Objetivos especificos:

Estudar a etiologia da mastite com base nos principais agentes

contagiosos causadores: Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.
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4. Material e métodos:

Para a definicio do niumero de amostras, a coleta de materiais foi
dividida em duas etapas: triagem e coleta individual. Utilizou-se prevaléncia
estimada de 5% de Mycoplasma bovis no leite, com base em outros estudos
(FOX et al., 2005) intervalo de confianca de 95% e margem de erro de 5%, com
base em uma populacado estimada em 800 rebanhos, obtendo-se um numero

de 67 propriedades para a fase de triagem, todas localizadas no estado de Sao

Paulo.
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Figura 1: Distribuicdo geogréafica das propriedades em estudo no estado de
Sao Paulo, 2013 (cidades marcadas com estrelas: Botucatu, Itatinga, Bofete,

Porangaba, Sdo Pedro e Piracicaba).

4.1. Delineamento experimental:
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O estudo foi separado em duas etapas: triagem e coleta individual.
Dessa forma, foi possivel verificar a prevaléncia dos rebanhos na regiao em
estudo e, posteriormente, a prevaléncia dentro dos rebanhos positivos,

verificando quais e quantos animais estavam infectados.

4.1.1.Triagem:

Na fase de triagem, foram utilizadas 67 propriedades localizadas no
estado de Sdo Paulo. Para aumentar a sensibilidade do estudo, foram
realizadas trés coletas em cada uma das 67 propriedades, com intervalo de
1517 dias entre as coletas.

As amostras de leite foram colhidas diretamente dos tanques apos
homogeneizagcao com auxilio de concha de aluminio previamente esterilizada,
acondicionadas em frascos coletores universais estéreis e transportadas sob
refrigeracdo (4-8 C), em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, até o
Laboratério do Nuacleo de Pesquisas em Mastites (NUPEMAS), do
Departamento de Higiene Veterindria e Saude Publica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP/Botucatu-SP. Foram coletadas
duas aliquotas de aproximadamente 25 mL: uma destinada a contagem de
células somaticas e outra para a deteccao molecular por PCR.

No caso de propriedades que nao possuiam tanque de refrigeracao e,
portanto, faziam uso de tanques comunitarios, a coleta foi realizada
diretamente do recipiente no qual o leite chegava, latdo, apéds

homogeneizagéo.

4.1.2. Coleta individual:

Em propriedades com amostra do tanque positivas para Mycoplasma
bovis pela técnica de PCR, realizou-se a coleta de leite de todos os animais em
lactagdo. Foi realizada a prova de Tamis em todos os tetos de todas as vacas,
e realizado CMT em todas as vacas e a partir da reacdo 1+, coletaram-se
amostras para contagem de células soméaticas (CCS) em tubos apropriados
contendo conservante bronopol, até o0 momento da anadlise. Foi realizada a

lavagem com agua e desinfeccdo do éstio do teto com solucdo de alcool
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iodado a 0,25% e colhidas amostras de 5 mL de leite em duplicata, em frascos
estéreis, para a realizagdo de exame microbiolégico bem como para o estudo
molecular da presenca de Mycoplasma bovis. As amostras foram transportadas
para o laboratério sob temperatura de refrigeracdo, em caixa de material

isotérmico contendo gelo reciclavel.

4.1.1. Diagndstico laboratorial:

As amostras de leite dos tanques das 67 propriedades foram submetidas
a contagem de células somaticas e a detecgcdo molecular de Mycoplasma sp. e
Mycoplasma bovis. JA as amostras de leite dos quartos positivos ao CMT na
coleta individual foram submetidas a cultivo microbiolégico convencional e
contagem de células somaticas. Foram ainda submetidas a provas moleculares
para deteccdo de Mycoplasma bovis, Streptococcus agalactiae e
Staphylococcus aureus, e cultivo em caldo SP4 para isolamento de
Mycoplasma bovis.

4.2.2. Contagem de Células Somaticas:

A contagem eletrénica de células somaticas das amostras de leite foi
realizada por citometria de fluxo com equipamento Somacount 300°
(BENTLEY, 1995) no Laboratério do NUPEMAS da FMVZ UNESP-Botucatu-
SP. Foram utilizados frascos plasticos proprios, contendo conservante
(bronopol). Este conservante apresenta formato de pastilha que, em contato
com o leite, forma uma mistura de coloracao réseo-claro. As amostras colhidas
permaneceram em temperatura ambiente por, no maximo, cinco dias apés a
colheita, para a realizacao das analises.

Na técnica de citometria de fluxo, as células coradas sdo carreadas
por um liquido sendo excitadas por um feixe de laser. Os nucleos corados
emitem, por fluorescéncia, impulsos luminosos que sdo ampliados por um foto
multiplicador, contados e convertidos em concentragdo de células somaticas
(SILVEIRA et al., 2005). Foram obtidas amostras ao redor de 40 mL de leite
dos tetos positivos ao CMT, de cada animal.
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4.2.3. Cultivo das amostras de leite — coleta individual

Foi realizado o cultivo convencional das amostras de leite semeando-se
0,01 mL de leite de cada amostra em meio de agar base adicionado de 5% de
sangue bovino, bem como em agar MacConkey, incubando-se as placas a
37°C com observagao do desenvolvimento microbiano a cada 24 horas, por
trés dias. A morfologia das col6nias foi avaliada, com relagdo ao tamanho,
forma, odor, pigmento e hemdlise. Foi também realizado o exame
bacterioscdpico por laminas coradas pelo método de Gram, verificando-se ao
microscopio caracteristicas tintoriais e morfolégicas. Foram consideradas como
amostras positivas as que revelaram o isolamento de trés ou mais col6nias de
um mesmo micro-organismo, exceto para estafilococo beta hemolitico que foi
considerada como positiva a partir do isolamento de uma Unica colénia. No
caso de isolamento de trés ou mais micro-organismos distintos a amostra foi
considerada como contaminada (NATIONAL MASTITIS COUNCIL-NMC,
1987). Os micro-organismos isolados foram repicados em meio de caldo-
cerebro-coracéo, para a realizacao de provas bioquimicas de identificacao.

4.2.4. Identificacao de S. aureus:

De acordo com as caracteristicas fenotipicas das colénias, como
tamanho, producado de pigmento e hemdlise, e morfologia como cocos Gram
positivos agrupados em forma de cachos na bacterioscopia, foi realizada a
prova de catalase para confirmacdo do género, diferenciando-se de
Streptococcus spp. Sendo a prova positiva, a linhagem foi submetida a prova
de coagulase. Uma vez positiva a prova de coagulase em tubo, foi classificada
como Staphylococcus aureus o isolado que fermentou a maltose, o manitol e a
trealose; produziu acetoina e apresentou resisténcia a polimixina-B
(KONEMAN et al., 1997).

4.2.5. Identificacao de Streptococcus agalactiae
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Os estreptococos isolados nas amostras de leite foram diferenciados por
dois testes:
1) Camp Test, pelo sinergismo com aumento da beta hemdlise;
2) Hidrélise da Esculina (QUINN et al., 1994).

4.3. Deteccao molecular :

4.3.1. Extracao do DNA:

As amostras de leite foram mantidas congeladas a -80°C até o momento
da extracdo e descongeladas em temperatura ambiente, até atingirem
aproximadamente 20°C. A extragcdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit
comercial blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), com algumas
adaptacoes previamente padronizadas no laboratério de biologia molecular
aplicada ao dignostico de zoonoses — UNESP- Botcucatu-SP.

A extracdo foi realizada a partir de 200uL de leite, aliquotado em

microtubo de 1,5mL DNAse free, como segue:

Centrifugou-se a 10000g por 1 minuto e retirou a gordura com swab.
Posteriormente, centrifugou a 10000g por 1 minuto. Retirou-se o sobrenadante
com pipeta, adicionando-se ao pellet 40uL de tampdo de lisozima.
Homogeneizou-se rapidamente no vortex e adicionou-se 10uL de lisozima
(10mg/mL). Logo apds incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente (5
em 5 minutos vértex). Adicionou-se 10uL de proteinase K (20mg/mL) e
homogeneizou-se com vértex. Em seguida, manteve-se em banho-maria a
56°C por 15 minutos. Adicionou-se 400uL de tampao de lise e manteve-se 10
minutos com agitacdo constante com breve spin (10segundos). Colocou-se a
coluna no tubo coletor (identificar) e pré-aqueceu-se a 70°C o tampao de
eluicdo. Transferiu-se entdo o conteudo do microtubo para a coluna e
centrifugou-se a 11000g por 1 minuto, descartando-se o centrifugado,
retornando-se o tubo coletor a coluna. Em seguida, adicionou-se 500uL do
tampao de lise e centrifugou-se a 11000g por 1 minuto. Adicionou-se 500uL do

tampao de lavagem e centrifugou-se novamente a 11000g por 3 minutos.
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Desprezou-se o tubo coletor e colocou-se a coluna em microtubo de 1,5mL
(DNAse-free), adicionando-se a seguir 200uL do tampao de eluicao (70°C),
mantendo-se por um minuto a temperatura ambiente e centrifugou-se a
11000g por 1 minuto. Por fim, estocaram-se as amostras em geladeira (4°C)
por 24horas; Estocar as amostras a -20°.

A quantificacdo foi realizada pela corrida eletroforética em gel de
agarose 1,5% com marcadores low mass DNA (invitrogen).

4.3.2. PCR para deteccao molecular de Molicutes e Mycoplasma bovis

Foram utilizados iniciadores que amplificam regides espécie-especificas
do DNA codificadoras das regides 16S e 23S rRNA, baseado nas sequéncias
do banco de dados do GenBank.

As reagbes de PCR foram realizadas com um volume total de 25uL
contendo tampéao de reagcdo 10mM Tris HCI pH 8,0, 50mM KCI, 1,5mM MgCl,,
0,2mM de dNTP, 10pM de cada primer, 0,5unidades de Taq Platinium
(Invitrogen) e 10ng de DNA. A incubagédo foi realizada em termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf).

A amplificagdo do DNA de Molicutes foi realizada utilizando 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 37, comum produto de 270 pares de
base (VAN KUPPEVELD et al.,, 1992) e perfil de ciclos como segue: cinco
minutos a 94°C, trinta e cinco ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao final a 72°C por 10 min.

Uma vez positivas para a PCR com primers genéricos, foi realizada a
amplificagdo do DNA de Mycoplasma bovis com o uso dos primers especificos
MBOr (5" CCG TCA AGG TAG CAT CATTTC CTAT 3" ) e MBOf (5°CCT TTT
AGA TTG GGA TAG CGG ATG 3°), com produto de 360 pares de bases
(GONZALEZ et al., 1995) e o seguinte perfil de ciclo: um ciclo de 94°C por trés
minutos, trinta e cinco ciclos de 94°C por um minuto, 60°C por um minuto, 72°C
por um minuto e uma etapa final de 72°C por trés minutos.
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A visualizagdo do material amplificado foi avaliada pela corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,025uL/mL de brometo
de etideo. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo
TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM acido bérico e 20 mM EDTA) e a voltagem
empregada foi de 65V. Ap6s o término da corrida, o gel foi visualizado em
transluminador de luz UV (MANIATIS et al., 1982) e a imagem capturada pelo
sistema de documentagéo digital.

Foram utilizados 8uL do material amplificado e como marcador de peso
molecular 4 uL de 100pb ladder (Invitrogen). Para todas as amostras foram
acrescidos 2 uL do tampao de corrida (0,25% azul de bromophenol, 0,25%

xileno cianol, 30% glicerol, 70% agua Milli-Q).

4.3.3.Estudos moleculares dos agentes contagiosos
4.3.3.1. S.aureus:

Para estudo molecular de S. aureus, foram utilizados os primers Staur 4
(5- ACGGAGTTACAAAGGACGAC-3) e Staur 6 (5’-
AGCTCAGCCTTAACGAGTAC-3), com produto de 1250 pares de base
(STRAUB et al., 1999; RIFFON et al., 2001) com o seguinte perfil de ciclagem:
2 min a 94°C, 45s a 94°C, 1 min a 64°C, 2 min a 72° (35 ciclos) e extensao final
10 min a 72°C.

4.3.3.2. S. agalactiae

Para amplificacdo de S. agalactiae foram utilizados os primers SAGA1
(5-CGT TGGTAGGAGTGGAAAAT-3) e SAGA2 (5-
CTGCTCCGAAGAGAAAGCCT-3’), com produto de 590 pares de bases, com o
perfil de ciclos de 5 min a 96°C, 1 minuto a 96°C (30 ciclos), 1 min; 1 min a
55°C, 2 min a 72°C, e extensao final a 72°C por 2 min.

4.4. Cultivo de Mycoplasma:
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Para isolamento de Mycoplasma bovis foi realizado previamente a
padronizacdo de técnicas de cultivo a partir de amostras de leite bovino e
estabelecido o seguinte protocolo: Foram cultivados 0,2mL de cada amostra
diretamente em meio SP4 (triptona, peptona e caldo base) liquido,
suplementado com soro fetal bovino, meio 199, extrato de levedura, glicose,
arginina, bacto TC yeastolate, vermelho fenol, acetato de thalium e penicilina,
anfotericina- B e estreptomicina. Simultaneamente, foram cultivados 0,05mL de
cada amostra em placas de Petri (Pleion A-24) em meio sélido SP4 (triptona,
peptona, caldo base e agar noble) suplementado, conforme descrito
anteriormente. A incubacao foi procedida em ambiente de microaerofilia, em
estufa de CO2, com posterior observagcado do isolamento microbiano por até 15
dias de incubagéo.

A avaliacdo do isolamento de micoplasmas foi realizada pela
visualizagdo em microscépio invertido e estereomicroscopio pelo exame das
placas de cultivo, de coldnias apresentando aspecto caracteristico de “ovo-frito”
e com formacgao de filmes e manchas conforme descrito por Pretto et al. (2001).

Para confirmagéao do género Mycoplasma foram realizadas trés filtracoes
(membrana 0,22uM) sucessivas do caldo SP-4, incubados a 37°C em ambiente
de microaerofilia até 0 momento da mudanca de coloracao do caldo, que indica

a alteracao do pH.
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5.Resultados

5.1.Triagem:
5.1.1. Contagem de células somaticas:

A contagem de células somaticas (x103CCS/mL) do leite dos tanques de
expansao das propriedades revelou grande variagdo ( 31 a 2200 CS/mL) entre
as trés coletas. Além disso, 11,9% apresentaram CCS superior a valores
estabelecidos pela legislacédo vigente (BRASIL, 2011).

5.1.2. PCR de amostras de tanques:
5.1.2.1. Molicutes.:

De 201 amostras de leite submetidas a PCR com primers genéricos
MGSO e GPOS3, 11 (16,4%) amplificaram Molicutes como pode se observar

nas figuras abaixo. A figura 1 refere-se a um gel de 44 amostras de leite, com
resultados positivos e negativos.

R S

Figura 2: Gel de agarose com 44 amostras de leite de tanque apés PCR
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com primers genéricos MGSO e GPQO3. (Marcardor molecular de 100pb,
amostras 120 a 164, controle positivo, controle negativo e marcador
molecular, sendo as amostras 138 e 142 circuladas, positivas).

5.1.2.2. M.bovis:

As 11 amostras positivas na PCR com primers genéricos para
Molicutes foram submetidas a PCR com os primers especificos MboR e
MboF e apenas uma amostra amplificou para Mycoplasma bovis,
revelando uma frequéncia de 1,4% em relacdo as 67 propriedades e
uma frequéncia de 9% em relacdo as amostras de micoplasma
(amplificados com primers genéricos). A figura 3 ilustra a PCR das 11

amostras de M.bovis e os controles positivos e negativos.

Figura 3: 11 Amostras de leite de tanque apds reacao de PCR para
Mycoplasma bovis. Amostras e controles positivos. Marcador molecular
de 100pb, 11 amostras (sendo a circulada a amostra positiva), dois

controles positivos, controle negativo e marcador molecular.
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Pode-se observar na tabela 1, que a unica amostra positiva para M.bovis é
oriunda da propriedade com maior rebanho presente no estudo (mais de 200

animais).

Tabela 1: Relacao entre resultado da PCR para M.bovis, contagem de
células somaticas do tanque e tamanho aproximado de cada rebanho
(Onze rebanhos que foram previamente positivos para Molicutes na
PCR) Botucatu-SP, 2013.

Amostra PCR M.bovis CCS Tamanho do rebanho
(x1000CS/mL) (animais)

25 Negativa 135 <50

34 Negativa 177 <50

52 Negativa 311 <50

56 Negativa 105 <50

82 Negativa 528 <50

87 Negativa 58 <50

97 Negativa 296 <50

108 Negativa 378 <50

138 Negativa 346 <50

141 Negativa 2007 De 50 a 100
172 Positiva 554 > 200

5.2. Coleta individual:

A propriedade cuja amostra de leite foi positiva para M.bovis foi visitada
novamente para a coleta de leite individual dos animais em lactagcao apés 4
meses da coleta dos tanques. Realizou-se Prova de Tamis e CMT em 152
vacas, totalizando 608 tetos (592 tetos funcionais e 16 perdidos).

Utilizando-se a prova de Tamis, pode-se observar 6 (1%) tetos com
mastite clinica. O CMT revelou 10 tetos com reagao uma cruz (1,7%), 58 duas
cruzes ( 9,8%) e 95 trés cruzes (16%) e 423 (71,4%) negativos. De 152
animais, 101 (66,4%) apresentaram mastite em pelo menos um quarto
mamario.

Ao exame microbiolégico convencional, pode-se observar a frequéncia

de isolamento dos diferentes patégenos, na Tabela 2:
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Tabela 2. Frequéncia de micro-organismos isolados em cultivo convencional a
partir de amostras de leite de mastite clinica e subclinica do rebanho positivo
para M.bovis no tanque, Botucatu-SP, 2013:

Micro-organismo n (%)
Streptococcus agalactiae 76 (45)
Staphylococcus aureus 1(0,6)
Estafilococos coagulase negativa 7 (4,1)
Estreptococos ambientais 17 (10)
Coliformes 2(1,2)
Corynebacterium spp. 2(1,2)
Pasteurella sp. 1(0,6)
Negativas 48 (28,4)
Contaminadas * 15 (8,8)
Total 169 (100)

*Foram consideradas como contaminadas amostras com isolamento de trés ou
mais micro-organismos (NMC,1987).
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Figura 4: Camp Test positivo de isolados de Streptococcus agalactiae obtidos

de amostras de leite de vacas com mastite subclinica.

5.2.1. Deteccao molecular de Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae do leite:

Na PCR das amostras de leite para S. aureus, somente uma (0,5%) foi
positiva. J& na PCR para S. agalactiae, 63 (37,2%) das 169 amostras de leite

foram positivas.

Isolamento de mycoplasma:

Todas as amostras de leite foram negativas no cultivo em meio SP4 em
caldo, os quais ndo modificaram sua coloracdo, e em placa, pela auséncia de
colénias caracteristicas. Este resultado mostra que esta técnica é pouco
sensivel, ndo sendo indicada para isolamento de Mycoplasma.
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6. Discussao:

Na fase de triagem, em que amostras de leite de tanque foram
analisadas, pode-se observar prevaléncia do género Mycoplasma na regido de
Botucatu-SP, foi de 16,4%. A prevaléncia deste agente em diferentes paises é
muito variavel, tendo relatos de 2,6% em Quebéc (FRANCOZ, et al., 2012) até
55% no México (MIRANDA-MORALES, et al., 2008).

A amostragem a partir do leite de tanques vem sendo muito utilizada em
diversos paises, considerada como indicador representativo da infecgdo nas
vacas. Este procedimento pode ser considerado como triagem em inquéritos de
vigilancia epidemioldgica para a detecgdo deste patdégeno como agente de
mastite na propriedade tornando o procedimento mais agil e menos oneroso, ja
que o isolamento deste micro-organismo, além de mais demorado, exige meios
e condicoes especiais de cultivo microbiologico.

Das 11 (16,4%) amostras positivas para a classe Molicutes, 1 (1,4%) foi
positiva para M. bovis. Prevaléncias igualmente baixas foram encontradas em
estudos de tanques em outros paises como de 5,4% na Grécia (FILIOUSIS et
al., 2007), de 1 a 8% nos Estados Unidos (FOX et al.,, 2003), 1,8% na
Thailandia (KAMPA et al., 2009) e 1,5% na Bélgica (PASSCHYN et al.,2011)
nao tendo sido isolado na Nova Zelandia (McDONALD et al., 2009).

M. bovis € a espécie mais comum no que se refere a mastite causada

por esta género. Porém, os primers utilizados para deteccao genérica incluem
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todos os micro-organismos da classe mollicutes. Assim, podem ter sido
detectadas outras espécies de micoplasmas que podem causar mastites, como
M. alkalenses, M. arginini, M. bovigenitalium, M. bovirhinis, M.californicum, M.
canadense, M. dispar, assim como patégenos de outro género ja relatados em
casos de infeccdo da glandula mamaria como Acholeaplasma spp.
(principalmente A.laidlawii e A.axanthum) (GONZALEZ & WILSON, 2003).

Destaca-se ainda nos resultados do presente estudo, que as onze
amostras positivas para Mycoplasma spp. foram oriundas de propriedades
distintas encontradas em diferentes coletas entre as trés realizadas. Estudo
similar realizado com amostras de leite de tanques, em Quebec (FRANCOZ, et
al., 2012), revelou da mesma forma, que os mesmos tanques com a presenga
do agente em um més, ndo mais apresentavam no més subsequente. Tal fato
pode ser justificado pela baixa quantidade do agente excretada no leite de tetos
infectados, podendo ser menor que 10 UFC/mL, valor minimo no limiar de
deteccdo da técnica de PCR e muito menor que o limiar do cultivo, de 100
UFC/mL (BIDDLE et al., 2003). Estudos também sugerem que o leite oriundo
de tetos infectados pode ser diluido em tantos outros litros de leite normal,
influenciando na detecgéo (KIRK e LAUERMAN, 1994).

Quanto a CCS, pode-se notar que 61,2% dos rebanhos apresentaram
valores superiores a 200.000 CS/mL, utilizado como ponto de corte universal
para indicagdo de vacas com mastite. Ao se avaliar o resultado da CCS de
acordo com a IN-62 (BRASIL, 2011). para tanques de expansao, observa-se
que apenas 8 (11,9%) das propriedades apresentavam valores superiores a
600.000CS/mL de leite de acordo com a referida portaria, mostrando que
apenas algumas propriedades oferecem leite considerado por legislacdo, néao
adequado para consumo e beneficiamento.

Ja na etapa de coleta individual, a prevaléncia de Mycoplasma spp. foi
de 13% e nado encontrou-se M. bovis. Tal fato pode ser explicado, pois durante
o estudo, houve um periodo de tempo entre as coletas dos tanques das
propriedades e a coleta individual de leite dos animais, da propriedade onde
havia sido detectado M.bovis. Os animais infectados, que eliminavam M. bovis
detectado no tanque podem ter sido descartados, ou entrado no periodo seco
ou morrido. Deve-se pensar ainda na possibilidade da forma autolimitante da
doenga, como sugerido por Roy et al.(2008). E possivel a ocorréncia de cura
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espontanea nas mastites subclinicas, além de intermiténcia na eliminacédo de
patégenos nas infeccdes intramamarias (SANTOS e FONSECA, 2007). Deve-
se enfatizar que o presente estudo trabalhou com a hipbtese de casos
subclinicos de mastites e a detec¢do de Mycoplasma spp. Entretanto, M. bovis
sao micro-organismos de alta contagiosidade e isolados também de casos
clinicos de mastite (FILOUSIS et al., 2007).

A prevaléncia de S. agalactiae nesta mesma propriedade foi de 45% de
acordo com o cultivo e de 37,2% de acordo com a PCR. Tal dado discorda de
alguns estudos que mostram maior sensibilidade em técnicas moleculares para
deteccao de patdgenos. Porém, S. agalactiae tem perfil de eliminacado muito
intenso, sendo facilmente detectavel ao cultivo em casos de foco na
propriedade. Além disso, o cultivo microbiolégico € considerado padrao ouro
para isolamento de patégenos (ZAFALON et al.,2005).

A prevaléncia de S.aureus foi a mesma (0,5%) de acordo com os
resultados tanto da PCR quanto exame microbiolégico. Tal dado pode ser
devido a alta sensibilidade dos primers utilizados na deteccao deste patégeno e
a possibilidade de excrecao intermitente (LANGONI, 2007), dificultando, por
vezes o isolamento no cultivo microbioldgico.

Comparando a prevaléncia dos patdgenos avaliados nas amostras
individuais de leite dos animais de uma propriedade que foi positiva para
M.bovis, no leite de conjunto (tanque) pode-se observar que o patdégeno
predominante foi S.agalactiae (45%), seguido de S.aureus (0,5%) e M.bovis
(0%). Nota-se grande diferenca entre os dois primeiros, fato provavelmente
devido ao manejo na propriedade, pois ela tem estabelecido programas de
controle de vacas repetidoras de mastites por S.aureus, além da separagao de
lotes (BLOWEY e EDMONDSON, 2010). Apesar deste aspecto, no geral, a
propriedade ainda apresenta manejo deficiente no que diz respeito a
transmissao de patdgenos contagiosos no geral, revelada pela alta prevaléncia
de S.agalactiae.
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Conclusao:

Pode-se concluir com o presente estudo, pela baixa frequéncia de
Mycoplasma bovis em vacas de rebanhos leiteiros no estado de Sao Paulo,
demonstrando que este agente nao apresenta grande importdncia como

causador de mastite na regido em estudo.
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