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1.  Introdução: 

O leite e seus derivados desempenham papel nutricional importante para 

humanos, particularmente nos primeiros anos de vida, uma vez que fornece 

proteínas, carboidratos, gorduras e sais minerais necessários ao 

desenvolvimento do organismo. Há, portanto, grande preocupação em 

assegurar a integridade e a qualidade intrínseca do leite e dos produtos lácteos 

destinados ao consumo humano (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). Para 

manter a qualidade nutricional e os padrões sanitários para o consumo do leite 

deve se considerar a saúde dos animais envolvidos em sua produção. 

A mastite é um dos principais obstáculos enfrentados pelos criadores e 

indústrias lácteas, em consequência dos prejuízos econômicos que causa, 

tanto pela queda na produção 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 crônica. Em alguns países, 

inclusive no Brasil, as perdas chegam de 10 a 15% da produção, independente 

do patógeno envolvido e tipo de mastite, seja subclínica ou clínica. 

Além das perdas econômicas na qualidade e produção de leite, também é 

importante ressaltar a importância das mastites na saúde pública, 

principalmente pela presença de agentes patogênicos que podem ser fatores 

de risco para humanos em decorrência da eliminação dos próprios patógenos 

ou de suas toxinas no leite (COSTA, 1998; SANTOS, 2001). 

Os principais agentes contagiosos de mastite bovina são: Staphylococcus 

aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis 

(LANGONI et al.,1998; JAYARAO e WOLFGANG, 2003). Porém no Brasil, são 

poucos os estudos que abordam temas como prevalência e o impacto de 

micoplasmas nas mastites.  Nos últimos vinte anos, os únicos estudos sobre o 

assunto estão restritos a surtos nos estados do Paraná (METTIFOGO et al., 

1996) e Minas Gerais (METTIFOGO et al., 2013), além de um estudo de Pretto 

et al.(2001) também no Paraná e outro em São Paulo, relatando baixa 

prevalência do agente (1,12%). Dessa maneira, estudos da prevalência de 

micoplasmas e os reflexos desse agente como causador de mastites são 
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necessários, visando subsidiar pesquisadores, produtores, órgãos competentes 

na fiscalização da qualidade do leite e consultores. 

 

2. Revisão da literatura: 

 

2.1. Bovinocultura de leite no Brasil:  

 

No Brasil a produção total de leite em 2012 alcançou 33,054 bilhões de 

litros (EMBRAPA, 2012). Apesar da crescente produção, o perfil da 

bovinocultura de leite mudou em relação aos últimos anos. Os pequenos 

produtores pouco tecnificados, por não terem subsídio e apoio do governo, e 

com normativas que estabelecem um padrão de qualidade mais severo, têm 

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 produção, agregando valor aos seus produtos, melhorando a 

tecnificação de seus estabelecimentos e empregando mão de obra qualificada.  

Essas grandes propriedades apresentam, além da tecnificação, 

rebanhos grandiosos, em sua maioria, sistema de confinamento e animais de 

raças especializadas, visando maior produção. Todos esses fatores contribuem 

para a disseminação e manutenção de agentes contagiosos, de transmissão 

direta, como o Mycoplasma bovis  no rebanho. 

 

 

2.2. Mastite: 

 

A mastite é um processo inflamatório da glândula mamária, que pode ter 

origem fisiológica, traumática, alérgica, metabólica e principalmente infecciosa 

(RADOSTITIS et al., 2007). É uma doença complexa e multifatorial, 

influenciada pelo ambiente, diversos patógenos e também alguns fatores 

relacionados ao próprio animal (BRESSAN, 2000). 

Apresenta-se de duas formas denominadas: mastite clínica e subclínica. 

Recebe a primeira denominação quando é possível observar alterações como 

edema, aumento de temperatura local, hiperemia, sensibilidade e enrijecimento 

da glândula mamária (fibrose), bem como o aparecimento de grumos, pus, 
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sangue ou qualquer outra alteração nas características do leite (MARGATHO et 

al., 1998). Pode ser aguda apresentando sintomatologia evidente de processo 

inflamatório (edema, dor, calor, rubor) ou crônica, caracterizada por 

fibrosamento, ausência de sinais de processo inflamatório e alterações no leite, 

como grumos e coágulos (COSTA, 1998). A mastite clínica ocasiona perdas 

elevadas por descarte do leite, gastos com medicamentos, perda funcional de 

glândulas e até morte do animal (SANTOS & FONSECA, 2007). O diagnóstico 

é realizado pela avaliação do aspecto do leite, quanto às características 

peculiares observadas no produto, pela da prova de Tamis.   

As perdas decorrentes deste processo infeccioso geralmente estão de 

acordo com o grau de intensidade do processo inflamatório e do estágio de 

lactação em que ocorre a infecção (SILVA & ARAÚJO, 2008).  De acordo com 

Bartlett et al. (1991),  a redução na produção de leite devido à mastite clínica 

pode ser dividida  em duas fases distintas: na primeira, considerada fase 

aguda, ocorre rápido declínio de produção logo após o aparecimento dos 

sintomas, seguido de rápida recuperação e dura em torno de seis dias. A 

queda na produção é de aproximadamente 30% durante este período. Após a 

fase aguda, tem início outra fase com duração aproximada de 60 dias, na qual 

a produção ainda é abaixo do normal, podendo persistir até o final da lactação 

(HORTET e SEEGERS, 1998). 

A mastite subclínica caracteriza-se pela infecção inaparente e queda na 

produção, com alterações na composição do leite, como aumento no número 

de células somáticas e dos teores de cloro e sódio, além da diminuição nos 

teores de caseína, lactose e gordura (SANTOS e FONSECA, 2007), sem 

modificar suas características físicas. A glândula mamária também não 

apresenta modificações visíveis. 

 

2.3. Agentes etiológicos envolvidos na mastite: 

 

Quanto à sua etiologia, os agentes podem ser divididos em ambientais ou 

contagiosos. Os agentes ambientais estão predominantemente no ambiente 

em que o animal vive, principalmente onde há acúmulo de esterco, urina, barro 

e cama orgânica. De forma oportunista invadem a glândula mamária, causando 

na maioria das vezes, mastite clínica (BLOWEY & EDMONDSON, 2010). 
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Podem ser agrupadas em dois principais grupos, com suas características 

próprias: os coliformes e os estreptococos ambientais. Destacam-se neste 

grupo de patógenos Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus 

uberis e Streptococcus dysgalactiae. Geralmente as infecções causadas por 

coliformes são de curta duração, com quadros agudos em 20% dos casos, 

podendo ocasionar febre, anorexia, desidratação, perda de peso e da produção 

leiteira em poucas horas. Ocorre com maior frequência no período seco ou 

início da lactação (SANTOS e FONSECA, 2007).  

Os agentes contagiosos têm como principal fonte de contaminação, o 

úbere e são transmitidos de um animal ao outro principalmente durante a 

ordenha pelas teteiras, mãos de ordenhadores ou outros fômites que sejam de 

uso comum entre um quarto sadio e um infectado (BLOWEY & EDMONDSON, 

2010). Os casos de mastite contagiosa caracterizam-se pela menor incidência 

de casos clínicos e alta incidência de casos subclínicos, com altas contagens 

de células somáticas. 

Os principais agentes contagiosos são Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis 

(JAYARAO e WOLFGANG, 2003). Na maioria dos estudos, relata-se 

prevalência de agentes como Streptococcus agalactiae e Staphylococcus 

aureus, pois estes podem ser isolados e identificados por métodos 

microbiológicos convencionais. Em contraste, Mycoplasma bovis necessita de 

métodos complexos para o seu isolamento e identificação, acreditando-se que 

a real prevalência de Mycoplasma bovis é, provavelmente, subestimada 

(KAMPA, 2009). 

Staphylococcus aureus é um dos patógenos mais frequentemente 

isolados na mastite bovina e os principais sítios de localização parecem ser os 

quartos mamários infectados. A transmissão ocorre usualmente entre vacas 

durante a ordenha, pelas mãos de ordenhadores, equipamentos, sendo que o 

conhecimento de sua distribuição pode auxiliar na elaboração de medidas de 

controle para a doença (SALASIA et al., 2004). Este patógeno pode chegar ao 

leite diretamente pela excreção de quartos com mastite clínica ou subclínica, 

ou até mesmo por contaminação durante a manipulação e processamento do 

leite cru (SCHERRER, 2004; JORGENSEN, 2005). É também frequentemente 

causador de infecções em humanos, podendo ser sério problema no caso de 
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cepas resistentes aos antimicrobianos (SCHLEGELOVA, 2003) e produtoras de 

enterotoxinas (GUIMARÃES et al., 2013). 

 Algumas características de virulência que contribuem para a 

persistência de S. aureus no tecido mamário (SANTOS et. al., 2003) e o uso 

inadequado de antibióticos, que propiciam o aparecimento de cepas multi-

resistentes, são fatores que comprometem a eficiência do tratamento da 

mastite bovina causada por estes micro-organismos (BARBERIO et al., 2002). 

Assim como o S. aureus, S. agalactiae é um agente contagioso, 

facilmente transmitido vaca a vaca durante o processo de ordenha. O 

reservatório primário de infecção é o úbere, apesar de ocasionalmente 

colonizarem o canal do teto e até mesmo a pele do teto, especialmente se a 

superfície apresentar rachaduras (BLOWEY & EDMONDSON, 2010). Em 

muitos países, a infecção intramamária causada por Streptococcus agalactiae 

ainda é muito comum (ZADOKS e FITZPATRICK, 2009). Elias et al., (2012) 

encontraram prevalência de 39,7% de S. agalactiae, em propriedades 

localizadas em Minas Gerais.  

 

2.3.1. Micoplasma: 

 

Mycoplasma spp. é um patógeno 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 disseminação do agente no organismo é via 

descendente, afetando primeiramente pulmão ou outros órgãos e 

posteriormente, via sanguínea alcança a glândula mamária (FOX et al.2005).  

São as menores células procariontes capazes de auto-replicação 

(QUINN, 1994). São micro-organismos pleomórficos (RAZIN et al., 1998), não 

tendo a capacidade de sintetizar peptideoglicano ou seus precursores. Não 

possuem parede celular rígida, apresentando membranas externas flexíveis 

com três extratos, susceptíveis à dessecação, calor, detergentes e aos 

desinfetantes (QUINN et  al., 2005) e resistentes aos principais antimicrobianos 

disponíveis (OWENS e NIPPER, 2008). 

Apresenta genoma simplificado e crescimento fastidioso, o que pode ser 

associado à replicação lenta e dificuldade de identificação em casos de 
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mastite. É possível 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 são 

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 

doença pela aquisição de animais portadores (BENNET & JASPER 1977). 

           A maioria das infecções intramamárias causadas por micoplasmas são 

transmitidas pelas mãos de ordenhadores, equipamentos de ordenha e o uso 

de cânulas de uso múltiplo para tratamento. Além disso, são encontradas 

vacas portadoras do agente que, de maneira intermitente, eliminam 

micoplasmas pelo leite, consideradas, portanto, como fontes de infecção 

(SANTOS, 2003). Tal fato pode levar a sérios problemas no rebanho se o nível 

de infecção não for controlado. Segundo Pretto et al. (2001), as principais 

medidas de controle de surtos são a detecção, segregação e o descarte de 

animais positivos, pois com isso torna-se possível evitar a propagação do 

agente para outros animais. E, ainda, paralelamente são recomendadas as 

medidas preventivas para as mastites contagiosas como a higiene de ordenha, 

imersão dos tetos em solução antisséptica antes e após a ordenha, 

desinfecção e manutenção dos equipamentos de ordenha.  

 Vacas com mastite causada por Mycoplasma spp. geralmente 

desenvolvem infecções múltiplas nos quartos, podendo apresentar todos os 

quartos infectados, acompanhado de um quadro sistêmico como febre, 

inapetência, caracterizando-se como mastite aguda. A transmissão entre 

quartos de uma mesma vaca pode ocorrer via sanguínea, embora na maioria 

dos casos ocorra por gotículas de leite contaminado (SANTOS, 2003). Quartos 

afetados podem não desenvolver a doença clínica, porém a infecção pode 

causar acentuada queda na produção, muitas vezes referida como agalactia, 

ou seja, ausência súbita de leite (BLOWEY & EDMONDSON, 2010). 

O leite anormal proveniente de um rebanho com mastite por micro-

organismos desse gênero pode ter coloração amarronzada à acastanhada e 

ainda quando mantido em repouso pode ter aparência arenosa ou de grânulos 

(KIRK e MELLENBERGER, 1994). 

  O primeiro caso de mastite bovina por micoplasma foi relatado por Hale  
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et al. (1962), tendo o agente recebido o nome de Mycoplasma agalactiae 

subsp. bovis, posteriormente denominado de Mycoplasma bovis por Aska e 

Erno (1976).Foi considerado mais frequente e patogênico nas infecções 

intramamárias (BOOTHBY, 1986), e responsável por surtos esporádicos de alta 

contagiosidade (JASPER, 1987). 

Apesar dos poucos relatos de mastites por Mycoplasma bovis no Brasil, 

a primeira citação de casos de mastite por esse agente foi de Mettifogo et al. 

(1996) na região de Londrina-PR, que evidenciaram a importância desse 

patógeno como causador de mastites. Por outro lado, Pretto et al. (2001) 

trabalhando com 713 vacas leiteiras provenientes de três propriedades leiteiras 

localizadas na região norte do Paraná e sudoeste do Estado de São Paulo, 

entre as quais 137 apresentavam mastite, detectaram oito animais (1,12%) 

com mastite por Mycoplasma bovis confirmando a participação desse patógeno 

na etiologia dessa infecção. Com relação as 137 de vacas com mastite,  oito 

foram positivas para micoplasma ( 5,83% delas). 

A literatura relata prevalência de 0,5 a 35% de mastite causada por 

Mycoplasma bovis em diversos países (GONZÁLEZ 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 

respiratório, urogenital, articulações, sistema nervoso e conjuntiva ocular são 

pouco frequentes (BUZINHANI et al., 2007). 

 A cultura para isolamento de micoplasma requer meios e tempo de 

incubação especiais, além de condições de microaerofilia, visto que são 

comuns amostras de leite de vaca com alterações sugestivas apresentarem-se 

negativas a sucessivas culturas realizadas a partir de métodos microbiológicos 

padrões (PHILPOT e NICKERSON, 2002). Porém, o cultivo de micoplasmas 

pode ser prejudicado mesmo quando se utilizam condições ideais. O tipo de 

amostra clínica, o método de coleta e transporte, a exigência nutricional e o 

número de micoplasmas viáveis no material clínico podem interferir no 

resultado (BUZINHANI et al., 2007). 

 Como alternativa aos métodos convencionais de detecção de 

Mycoplasma, há atualmente a reação em cadeia da polimerase (PCR) que é 

acurado e amplamente aceito como um método confiável para detecção de 
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cepas de Mycoplasma em amostras de leite (GHADERSOHI, 1997; BAIRD, 

1999; RIFFON, 2001; SUNG, 2006). 

O rápido diagnóstico por técnicas moleculares torna possível a detecção 

de animais infectados, prevenindo-se assim surtos de mastites causadas por 

micoplasma. Diversos estudos têm demonstrado a eficácia da PCR para a 

detecção Mycoplasma spp. (CARDOSO, 2000).  

Técnicas moleculares podem ser utilizadas na identificação e tipagem de 

patógenos por técnicas como PCR, com uso de primers específicos, que 

apresentam alta especificidade e sensibilidade para a amplificação de um 

determinado fragmento de DNA específico do patógeno, seguida de 

sequenciamento. A caracterização genotípica é necessária para revelar 

genótipos recombinantes e alelos atípicos, avaliar a diversidade genética, 

encontrar os fatores genéticos que podem influenciar a virulência, entender 

eventuais mecanismos de seleção de genótipos de acordo com a espécie 

hospedeira e investigar relações entre o genótipo e a doença animal 

(BOWMAN,1993). 

No rebanho o micro-organismo dissemina-se durante a ordenha por 

aerossóis e secreções de animais com distúrbios respiratórios e genitais. As 

vias hematógena ou linfática são responsabilizadas pela disseminação de 

micoplasma de um órgão para outro (BENNET e JASPER, 1977). 

Há poucas estimativas dos custos de infecção por M. bovis. Um relatório 

de custos estimados nos EUA indicam perdas de 108 milhões de dólares por 

ano para a indústria de laticínios. No entanto, dadas as limitações dos dados 

de prevalência, esses números devem ser interpretados com cautela 

(ROSENGARTEN, et al., 1999) e se refere à redução de produção,  gastos 

com medicamentos, mão de obra e descarte precoce de vacas infectadas. A 

implementação de medidas de diagnóstico e de controle possuem elevado 

custo em relação a outros patógenos, pois a doença tende a ser crônica e 

pouco responsiva ao tratamento (WILSON et al., 1997; FULTON et al., 2009)  

As principais medidas de controle das mastites por M. bovis são a 

detecção e segregação de animais infectados, seguido do descarte. 

Paralelamente, são recomendadas as medidas preventivas para as mastites 

contagiosas como a higiene de ordenha, imersão dos tetos em solução 

antisséptica antes e após a ordenha, desinfecção e manutenção dos 
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equipamentos de ordenha (GUNNING & SHEPHERD, 1996), além da 

manutenção do ambiente de ordenha, e onde os animais são estabulados ou 

mantidos, sempre limpos e higienizados, com retirada manual de fezes, 

lavagem e desinfecção. 
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3.  Objetivos: 

 

Objetivo geral: 

 Avaliar a prevalência de Mycoplasma bovis em rebanhos de vacas 

leiteiras no estado de São Paulo. 

 

Objetivos específicos: 

 

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 definição do número de amostras, a coleta de materiais foi 

dividida em duas etapas: triagem e coleta individual. Utilizou-se prevalência 

estimada de 5% de Mycoplasma bovis no leite, com base em outros estudos 

(FOX et al., 2005) intervalo de confiança de 95% e margem de erro de 5%, com 

base em uma população estimada em 800 rebanhos, obtendo-se um número 

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

Paulo. 

 

 

Figura 1: Distribuição geográfica das propriedades em estudo no estado de 

São Paulo, 2013 (cidades marcadas com estrelas: Botucatu, Itatinga, Bofete, 

Porangaba, São Pedro e Piracicaba).  

 

4.1. Delineamento experimental: 

 



12 

 

O estudo foi separado em duas etapas: triagem e coleta individual. 

Dessa forma, foi possível verificar a prevalência dos rebanhos na região em 

estudo e, posteriormente, a prevalência 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 São Paulo. Para aumentar a sensibilidade do estudo, foram 

realizadas três coletas em cada uma das 67 propriedades, com intervalo de 

15±7 dias entre as coletas.  

As amostras de leite foram colhidas diretamente dos tanques após 

homogeneização com auxílio de concha de alumínio previamente esterilizada, 

acondicionadas em frascos coletores universais estéreis e transportadas sob 

refrigeração (4-8 C), em caixas isotérmicas contendo gelo reciclável, até o 

Laboratório do Núcleo de Pesquisas em Mastites (NUPEMAS), do 

Departamento de Higiene Veterinária e Saúde Pública da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP/Botucatu-SP. Foram coletadas 

duas alíquotas de aproximadamente 25 mL: uma destinada à contagem de 

células somáticas e outra para a detecção molecular por PCR. 

No caso de propriedades que não possuíam tanque de refrigeração e, 

portanto, faziam uso de tanques comunitários, a coleta foi realizada 

diretamente do recipiente no qual o leite chegava, latão, após 

homogeneização. 

 

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 

lactação. 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 reação 1+, coletaram-se 

amostras para contagem de células somáticas (CCS) em tubos apropriados 

contendo conservante bronopol, até o momento da análise. Foi realizada a 

lavagem com água e desinfecção do óstio do teto com solução de álcool 
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iodado a 0,25% e colhidas amostras de 5 mL de leite em duplicata, em frascos 

estéreis, para a realização de exame microbiológico bem como para o estudo 

molecular da presença de Mycoplasma bovis. As amostras foram transportadas 

para o laboratório sob temperatura de refrigeração, em caixa de material 

isotérmico contendo gelo reciclável. 

 

4.1.1. Diagnóstico laboratorial:  

 

As amostras de leite dos tanques das 67 propriedades foram submetidas 

a contagem de células somáticas e a detecção molecular de Mycoplasma sp. e 

Mycoplasma bovis. Já as amostras de leite dos quartos positivos ao CMT na 

coleta individual foram submetidas a cultivo microbiológico convencional e 

contagem de células somáticas. Foram ainda submetidas a provas moleculares 

para detecção de Mycoplasma bovis, Streptococcus agalactiae e 

Staphylococcus aureus, e cultivo em caldo SP4 para isolamento de 

Mycoplasma bovis. 

 

4.2.2. Contagem de Células Somáticas: 

 

A contagem eletrônica de células somáticas das amostras de leite foi 

realizada por citometria de fluxo com equipamento Somacount 300 

(BENTLEY, 1995) no Laboratório do NUPEMAS da FMVZ UNESP-Botucatu-

SP. Foram utilizados frascos plásticos próprios, contendo conservante 

(bronopol). Este conservante apresenta formato de pastilha que, em contato 

com o leite, forma uma mistura de coloração róseo-claro. As amostras colhidas 

permaneceram em temperatura ambiente por, no máximo, cinco dias após a 

colheita, para a realização das análises. 

Na técnica de citometria de fluxo, as células coradas são carreadas 

por um líquido sendo excitadas por um feixe de laser. Os núcleos corados 

emitem, por fluorescência, impulsos luminosos que são ampliados por um foto 

multiplicador, contados e convertidos em concentração de células somáticas 

(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 ágar base adicionado de 5% de 

sangue bovino, bem como em ágar MacConkey, incubando-se as placas a 

37ºC com observação do desenvolvimento microbiano a cada 24 horas, por 

três dias. A morfologia das colônias foi avaliada, com relação ao tamanho, 

forma, odor, pigmento e hemólise. Foi também realizado o exame 

bacterioscópico por lâminas coradas pelo método de Gram, verificando-se ao 

microscópio características tintoriais e morfológicas. Foram consideradas como 

amostras positivas as que revelaram o isolamento de três ou mais colônias de 

um mesmo micro-organismo, exceto para estafilococo beta hemolítico que foi 

considerada como positiva a partir do isolamento de uma única colônia. No 

caso de isolamento de três 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-coração, para a realização de provas bioquímicas de identificação. 

 

4.2.4. Identificação de S. aureus: 

 

De acordo com as características fenotípicas das colônias, como 

tamanho, produção de pigmento e hemólise, e morfologia como cocos Gram 

positivos agrupados em forma de cachos na bacterioscopia, foi realizada a 

prova de catalase para confirmação do gênero, diferenciando-se de 

Streptococcus spp. Sendo a prova positiva, a linhagem foi submetida à prova 

de coagulase. Uma vez positiva à prova de coagulase em tubo, foi classificada 

como Staphylococcus aureus o isolado que fermentou a maltose, o manitol e a 

trealose; produziu acetoína e apresentou resistência à polimixina-B 

(KONEMAN et al., 1997). 

 

4.2.5. Identificação 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 hemólise;  

 2) Hidrólise da Esculina (QUINN et al., 1994). 

 

4.3. Detecção molecular : 

 

4.3.1. Extração do DNA: 

 

As amostras de leite foram mantidas congeladas a -80°C até o momento 

da extração e descongeladas em temperatura ambiente, até atingirem 

aproximadamente 20°C. A extração do DNA foi realizada utilizando-se o kit 

comercial blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), com algumas 

adaptações previamente padronizadas no laboratório de biologia molecular 

aplicada ao dignóstico de zoonoses – UNESP- Botcucatu-SP. 

A extração foi realizada a partir de 200µL 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 40µL de tampão de lisozima. 

Homogeneizou-se rapidamente no vórtex e adicionou-se 10µL de lisozima 

(10mg/mL). Logo após incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente (5 

em 5 minutos vórtex). Adicionou-se 10µL de proteinase K (20mg/mL) e 

homogeneizou-se com vórtex. Em seguida, manteve-se em banho-maria a 

56°C por 15 minutos. Adicionou-se 400µL de tampão de lise e manteve-se 10 

minutos com agitação constante com breve spin (10segundos). Colocou-se a 

coluna no tubo coletor (identificar) e pré-aqueceu-se à 70°C o tampão de 

eluição. Transferiu-se então o conteúdo do microtubo para a coluna e 

centrifugou-se a 11000g por 1 minuto, descartando-se o centrifugado, 

retornando-se o tubo coletor à coluna. Em seguida, adicionou-se 500µL do 

tampão de lise e centrifugou-se a 11000g por 1 minuto. Adicionou-se 500µL do 

tampão 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 200µL do tampão de eluição (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 quantificação foi realizada pela corrida eletroforética em gel de 

agarose 1,5% com marcadores low mass DNA (invitrogen). 

 

 

4.3.2. PCR para detecção molecular de Molicutes e Mycoplasma bovis 

 

Foram utilizados iniciadores que amplificam regiões espécie-específicas 

do DNA codificadoras das regiões 16S e 23S rRNA, baseado nas sequências 

do banco de dados do GenBank. 

 As reações de PCR foram realizadas com um volume total de 25µL 

contendo tampão de reação 10mM Tris HCl pH 8,0, 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 

0,2mM de dNTP, 10ρM de cada primer, 0,5unidades de Taq Platinium 

(Invitrogen) e 10ng de DNA. A incubação foi realizada em termociclador 

Mastercycler gradient (Eppendorf). 

A amplificação 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 3´), 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 extensão final a 72°C por 10 min. 

Uma vez positivas para a PCR com primers genéricos, foi realizada a 

amplificação do DNA de Mycoplasma bovis com o uso dos primers específicos 

MBOr (5´ CCG TCA AGG TAG CAT CAT TTC CTA T 3´ ) e MBOf (5´CCT TTT 

AGA TTG GGA TAG CGG ATG 3´), com produto de 360 pares de bases 

(GONZÁLEZ et al., 1995) e o seguinte perfil de ciclo: um ciclo de 94ºC por três 

minutos, trinta e cinco ciclos de 94ºC por um minuto, 60ºC por um minuto, 72ºC 

por um minuto e uma etapa final de 72ºC por três minutos. 
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A visualização do material amplificado foi avaliada pela corrida 

eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,025µL/mL de brometo 

de etídeo. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo 

TBE 1X (89 nM Tris-HCl, 89 mM ácido bórico e 20 mM EDTA) e a voltagem 

empregada foi de 65V. Após o término da corrida, o gel foi visualizado em 

transluminador de luz UV (MANIATIS et al., 1982) e a imagem capturada pelo 

sistema de documentação digital.  

Foram utilizados 8µL do material amplificado e como marcador de peso 

molecular 4 µL de 100pb ladder (Invitrogen). Para todas as amostras foram 

acrescidos 2 µL do tampão de corrida (0,25% azul de bromophenol, 0,25% 

xileno cianol, 30% glicerol, 70% água 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 94ºC, 45s a 94ºC, 1 min a 64ºC, 2 min a 72º (35 ciclos) e extensão final 

10 min a 72ºC. 

 

4.3.3.2. S. agalactiae  

 

Para amplificação 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 extensão 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 

padronização 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) líquido, 

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 sólido SP4 (triptona, 

peptona, caldo base e ágar noble) suplementado, conforme descrito 

anteriormente. A incubação foi procedida em ambiente de microaerofilia, em 

estufa de CO2, com posterior observação do isolamento microbiano por até 15 

dias de incubação.  

A avaliação do isolamento de micoplasmas foi realizada pela 

visualização em microscópio invertido e estereomicroscópio pelo exame das 

placas de cultivo, de colônias apresentando aspecto característico de “ovo-frito” 

e com formação de filmes e manchas conforme descrito por Pretto et al. (2001).  

Para confirmação do gênero Mycoplasma foram realizadas três filtrações 

(membrana 0,22µM) sucessivas do caldo SP-4, incubados a 37°C em ambiente 

de microaerofilia até o momento da mudança de coloração do caldo, que indica 

a alteração do pH. 
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5.Resultados  

 

5.1.Triagem: 

5.1.1. Contagem de células somáticas: 

 

A contagem de células somáticas (x10³CCS/mL) do leite dos tanques de 

expansão das propriedades revelou grande variação ( 31 a 2200 CS/mL) entre 

as três coletas. Além disso, 11,9% apresentaram CCS superior a valores 

estabelecidos pela legislação 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 GPO3, 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. 

Figura 2: Gel de agarose com 44 amostras de leite de tanque após PCR 
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com primers genéricos MGSO e GPO3. (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 específicos MboR e 

MboF e apenas uma amostra amplificou para Mycoplasma bovis,  

revelando uma frequência de 1,4% em relação as 67 propriedades e 

uma frequência de 9% em relação 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 após reação 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 única amostra positiva para M.bovis é 

oriunda da propriedade com maior rebanho presente no estudo (mais de 200 

animais). 

 

 

Tabela 1: Relação entre resultado da PCR para M.bovis, contagem de 

células somáticas 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 
(x1000CS/mL) 

Tamanho do rebanho 
(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 lactação após 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 clínica. O CMT revelou 10 tetos com reação uma cruz (1,7%), 58  duas 

cruzes ( 9,8%) e 95 três cruzes (16%) e 423 (71,4%) negativos.  De 152 

animais, 101 (66,4%) apresentaram mastite em pelo menos um quarto 

mamário. 

Ao exame microbiológico convencional, pode-se observar a frequência 

de isolamento dos diferentes patógenos, na Tabela 2: 
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Tabela 2. Frequência de micro-organismos isolados em cultivo convencional a 

partir de amostras de leite de mastite clínica e subclínica 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 três 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 subclínica. 

 

 

 

5.2.1. Detecção molecular de Staphylococcus aureus e Streptococcus 

agalactiae do leite: 

 

Na PCR das amostras de leite para S. aureus, somente uma (0,5%) foi 

positiva. Já 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 não modificaram sua coloração, e em placa, pela ausência de 

colônias características. Este resultado mostra que esta técnica é pouco 

sensível, não sendo indicada para isolamento de Mycoplasma. 
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6. Discussão: 

  

 Na fase de triagem, em que amostras de leite de tanque foram 

analisadas, pode-se observar prevalência do gênero Mycoplasma na região de 

Botucatu-SP, foi de 16,4%. A prevalência deste agente em diferentes países é 

muito variável, 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 países, considerada como indicador representativo da infecção nas 

vacas. Este procedimento pode ser considerado como triagem em inquéritos de 

vigilância epidemiológica para a detecção deste patógeno como agente de 

mastite na propriedade tornando o procedimento mais ágil e menos oneroso, já 

que o isolamento deste micro-organismo, além de mais demorado, exige meios 

e condições especiais de cultivo microbiológico. 

Das 11 (16,4%) amostras positivas para a classe Molicutes, 1 (1,4%) foi 

positiva para M. bovis. Prevalências igualmente baixas foram encontradas em 

estudos de tanques em outros países como de 5,4% na Grécia (FILIOUSIS et 

al., 2007), de 1 a 8% nos Estados Unidos (FOX et al., 2003), 1,8% na 

Thailândia (KAMPA et al., 2009) e 1,5% na Bélgica (PASSCHYN et al.,2011) 

não tendo sido isolado na Nova Zelândia (McDONALD et al., 2009). 

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

por esta gênero. Porém, os primers utilizados para detecção 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 patógenos de outro gênero já relatados em 

casos de infecção da glândula mamária como Acholeaplasma spp.  

(principalmente A.Iaidlawii e A.axanthum) (GONZÁLEZ & 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 três 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 presença 

do agente em um mês, não mais apresentavam no mês 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 mínimo no limiar de 

detecção 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 diluído em tantos outros litros de leite normal, 

influenciando na detecção (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 indicação de vacas com mastite. Ao se avaliar o resultado da CCS de 

acordo com a IN-62 (BRASIL, 2011). para tanques de expansão, 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 legislação, não 

adequado para consumo e beneficiamento. 

Já na etapa de coleta individual, a prevalência de Mycoplasma spp. foi 

de  13% e não encontrou-se M. bovis. Tal fato pode ser explicado, pois durante 

o estudo, houve um período 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 período seco 

ou morrido. Deve-se pensar ainda na possibilidade da forma autolimitante da 

doença, como sugerido por Roy et al.(2008). É possível a ocorrência de cura 
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espontânea nas mastites subclínicas, além de intermitência na eliminação de 

patógenos nas infecções intramamárias (SANTOS e FONSECA, 2007). Deve-

se enfatizar que o presente estudo trabalhou com a hipótese de casos 

subclínicos de mastites e a detecção de Mycoplasma spp. Entretanto, M. bovis 

são micro-organismos de alta contagiosidade e isolados também de casos 

clínicos de mastite (FILOUSIS et al., 2007). 

A prevalência 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 

detecção de patógenos. Porém, S. agalactiae tem perfil de eliminação muito 

intenso, sendo facilmente detectável ao cultivo em casos de foco na 

propriedade. Além disso, o cultivo microbiológico é considerado padrão ouro 

para isolamento de patógenos (ZAFALON  et al.,2005). 

A prevalência de S.aureus foi a mesma (0,5%) de acordo com os 

resultados tanto da PCR quanto exame microbiológico. Tal dado pode ser 

devido à alta sensibilidade dos primers utilizados na detecção deste patógeno e 

a possibilidade de excreção intermitente (LANGONI, 2007), dificultando, por 

vezes o isolamento no cultivo microbiológico.  

Comparando a prevalência dos patógenos 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 patógeno 

predominante foi S.agalactiae (45%), seguido de S.aureus (0,5%) e M.bovis 

(0%). Nota-se grande diferença 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 separação de 

lotes (BLOWEY e EDMONDSON, 2010). Apesar deste aspecto, no geral, a 

propriedade ainda apresenta manejo deficiente no que diz respeito à 

transmissão de patógenos contagiosos no geral, revelada pela alta prevalência 

de S.agalactiae. 
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Conclusão: 

 

Pode-se concluir com o presente estudo, pela baixa frequência de 

Mycoplasma bovis em vacas de rebanhos leiteiros no estado de São Paulo, 

demonstrando que este agente não apresenta grande importância como 

causador de mastite na região em estudo.  
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