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JUNQUEIRA, N. B. Mycoplasma bovis como agente causal de mastite clínica 
bovina. Botucatu, 2017. 38p. Defesa (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.  
 
RESUMO 
 
Mycoplasma spp., tem distribuição mundial e é um patógeno relevante em medicina 

veterinária. As mastites causadas por Mycoplasma spp. mais frequentes em grandes 

rebanhos leiteiros, porém este patógeno é subestimado no Brasil, onde se têm poucos 

relatos como agente causador de mastite, o que se deve possivelmente a quantidade 

reduzida de laboratórios que inclui a análise de M. bovis em sua rotina. Devido a 

necessidade de meios seletivos e de condições especiais para o seu isolamento. Diante 

disso um dos objetivos do presente estudo foi pesquisar a participação de Mycoplasma 

bovis na etiologia das mastites clínicas em amostras de leite de vacas de propriedades 

leiteiras de sete estados do Brasil, totalizando 561 amostras de leite, que foram cultivas 

em meio Hayflick adicionado de acetato de tálio a 0,01%, incubadas em ambiente de 

microaerofilia com 5% de CO2. Foram também submetidas a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para detecção de Mycoplasma spp. e Mycoplasma bovis. Pesquisou-

se também a microbiota aeróbica envolvida nas mastites, cultivando-se as mesmas 

amostras de leite em meios de ágar sangue bovino 5% e ágar MacConkey resultando 

225 amostras positivas. Obtiveram-se 11 (1,96%) amostras positivas para Mycoplasma 

spp., no exame microbiológico, enquanto na detecção molecular obteve-se um total de 

17 (3,03%) amostras positivas para Mycoplasma bovis. Pode-se concluir com os 

resultados obtidos pela presença e dispersão do Mycoplasma bovis nos rebanhos 

leiteiros avaliados, apesar de sua prevalência ser menor quando se compara com outros 

países, e ainda pela participação de outros patógenos aeróbicos com a associação de 

Staphylococcus coagulase negativa (17,6%) e Streptococcus dysgalactiae (11,7%) em 

29% das amostras positivas para M. bovis.  

 

 

Palavras-chave: Biologia molecular; infecção mamária; microbiológico; 
micoplasmose.  
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JUNQUEIRA, N. B. Mycoplasma bovis as causal agent of bovine clinical mastitis. 
Botucatu, 2017. 38p. Defesa (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

ABSTRACT 

Mycoplasma spp., has a worldwide occurrence and can cause severe pneumonia in 

calves and mastitis in lactating cows. The mastitis caused by Mycoplasma spp. are 

relatively common in large dairy herds. This pathogen, however, is still underestimated, 

especially in Brazil, with few reports of its occurrence as causative agent of mastitis due 

to small number of laboratories that include the M. bovis analysis as part of 

their routine. Such lack of analysis is due to the fact that such analysis requires selective 

means and special conditions for its isolation. Therefore, the aim of this study was to 

research the participation of Mycoplasma bovis in the etiology of clinical mastitis of 

dairy properties of the seven diferent states from Brazil. A total of 561 milk samples 

from animals with clinical mastitis were evaluated. The samples were grown on 

Hayflick broth added of thallium acetate 0.01%, incubated in microaerophilic 

atmosphere at 5% CO2. The samples were also subject to molecular evidence 

polymerase chain reaction (PCR) for the detection of Mycoplasma spp. and 

Mycoplasma bovis. The aerobic microbiota involved in the mastitis was also 

investigated, and the same milk samples were cultured in media of 5% bovine blood and 

MacConkey agar resulting in 225 positive samples. Colonies of Mycoplasma spp were 

isolated in 11 (1.96%) samples. The 561 milk samples included in this study were 

subjected to molecular detection for Mollicutes family, from which 17 (3.03%) samples 

were positive. All identified as positive were reassessed for the molecular diagnosis for 

Mycoplasma bovis. It can be concluded with the results of this research, the presence of 

Mycoplasma bovis in dairy herds evaluated, but with a lower incidence of this pathogen 

when compared to other countries, and 29% of the positive samples for M. bovis were 

also associated with other aerobic pathogens such as Staphylococcus coagulase negative 

(17.6%) and Streptococcus dysgalactiae (11.7%). 

 

Key words: Molecular diagnosis; mammary infection; microbiological; 
mycoplasmosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um dos maiores produtores de leite no mundo ocupando a quarta 

posição no ranking mundial, com uma produção de 35 bilhões de litros de leite fluído 

no ano de 2014 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2016). O país 

vem apresentando taxas de crescimento populacional e consequente aumento da 

demanda láctea interna. Desde 2004, a produção láctea brasileira atingiu a 

autossuficiência e se tornou um país exportador desta matéria prima (BOSISIO et al., 

2008).  

Estima-se que a produção de leite brasileira envolva 22 milhões de vacas, em 

sua maioria mestiças, não especializadas, principalmente caracterizada por pequenos 

produtores, caracterizando-se com uma baixa produtividade com aproximadamente 

1.340 (L/vaca/ano), e baixa qualidade do produto final (ZOCCAL & GOMES, 2005). 

Além do leite ser fundamental na economia brasileira, devido a sua importante 

geração de renda e emprego no campo, o produto também é considerado essencial para 

a população, por ser um alimento de alto valor nutritivo e essencial em diversas fases da 

vida (ZOCCAL & GOMES, 2005). Portanto ressalta-se a necessidade deste alimento 

exercer sua função nutricional de forma segura, ou seja, com ausência de patógenos que 

apresentem risco a saúde dos consumidores e que mantenham as suas características 

organolépticas (FONSECA, 2013). 

A mastite bovina é a causa de um dos maiores prejuízos na produção leiteira. 

Este prejuízo pode ocorrer tanto pela queda na produção láctea, perda da qualidade do 

leite e até perda da função de quartos mamários infectados (RIBEIRO et al, 2003; 

LANGONI, 2013; RIBEIRO et al., 2016). Esta enfermidade tem por características um 

processo inflamatório da glândula mamária relacionadas a agressões físicas, químicas, 

térmicas ou microbianas (TOZZETTI et al., 2008). Está relacionada com o manejo 

sanitário desenvolvido na propriedade leiteira, tanto com relação aos animais bem como 

o manejo ambiental, como em salas de ordenha e piquetes (DOMINGUES & 

LANGONI, 2001). 

A origem do processo inflamatório na glândula mamária, segundo PHILPOT & 

NICKERSON (1991) em 90% dos casos está associada a infecções bacterianas. 

Portanto, além das perdas econômicas na qualidade e produção de leite, também deve-

se enfatizar os riscos à saúde pública decorrentes das mastites, devido a presença de 

agentes patogênicos que podem ser fatores de risco para humanos em decorrência da 
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eliminação dos próprios patógenos ou de suas toxinas no leite (COSTA, 1998; DE 

FREITAS GUIMARÃES et al., 2013). 

A mastite é subdividida convencionalmente em clínica e subclínica. A mastite 

clínica apresenta sinais evidentes no leite (pus, sangue, dessora, grumos), no úbere 

(edema, hipertermia, rubor, sensibilidade à palpação), e podendo apresentar sinais 

sistêmicos. Na mastite subclínica, não se observam alterações macroscópicas no leite ou 

sinais de inflamação da glândula mamária, porém ocorrem alterações na composição 

físico-química do leite, queda na produção dos animais acometidos, bem como o 

aumento da contagem de células somáticas (CCS) (RIBEIRO et al, 2016).    

No Brasil, a mastite subclínica é de extrema importância econômica, devido sua 

alta prevalência. Em trabalhos regionais foi relatada uma prevalência entre 34 e 68% 

(BUENO et al., 2006, FERREIRA et al., 2007), e queda na produção de leite de 25,4% 

a 43,0% (BRANT & FIGUEIREDO, 1994). Já a mastite clínica representa 18% do 

prejuízo total, por causar morte, descarte prematuro (DU PREEZ & GIESECKE, 1994), 

além de gastos veterinários, medicamentos e descarte de leite. 

A etiologia da mastite é complexa e multivariada, já tendo sido descrita na 

literatura 137 espécies de micro-organismos, de 35 diferentes gêneros causadores 

(WATTS, 1988). Desta maneira faz-se necessária a identificação do micro-organismo 

causador da patologia para o efetivo controle.  

Os principais agentes contagiosos em nível mundial de mastite bovina são: 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus agalactiae, 

Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis (LANGONI et al.,1998; JAYARAO et al., 

2003; DE FREITAS GUIMARÃES et al., 2013). 

A primeira identificação de Mycoplasma spp. ocorreu em 1898, nomeado 

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides, causador da pleuropneumonia contagiosa 

bovina e, subsequentemente, os tipos semelhantes de micoplasmas foram chamados de 

micro-organismos semelhantes aos da pleuropneumonia (PPLO) (QUINN et al., 2011). 

A bactéria Mycoplasma bovis (M. bovis) necessita de meios e condições 

especiais para o desenvolvimento, dificultando o seu diagnóstico. Desta maneira é 

possível que tal patógeno possa ser subdiagnosticado no Brasil, uma vez que poucos 

laboratórios incluem a sua análise na rotina microbiológica. Devido a alta 

contagiosidade desse patógeno faz-se necessário investigações nos rebanhos no país, 

para se evitar a transmissão e prejuízos em rebanhos leiteiros, uma vez que não há 

tratamento eficaz para o seu controle. Neste contexto, o presente estudo visou 
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principalmente identificar a participação deste patógeno na etiologia das mastites 

clínicas em propriedades leiteiras de diversos estados do Brasil, bem como pesquisar a 

microbiota aeróbica envolvida na etiologia das mastites. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1. Gênero micoplasma e propriedades gerais 

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, gênero Mycoplasma, e tais micro-

organismos se diferem de outras bactérias pela ausência de parede celular rígida. São 

células delimitadas apenas pela unidade trilaminar da membrana (RAZIN et al., 1998). 

Assim, são altamente pleomórficos, e capazes de produzir filamentos que parecem 

fungos, fato que originou o seu nome (mykes = fungo e plasma = formato) (TORTORA 

et al., 2012). 

As células do gênero Mycoplasma são bem pequenas, variando de 0,1 a 0,25µm, 

com um volume celular que representa em torno de 5% do volume de um bacilo típico. 

Devido ao seu tamanho e plasticidade sua passagem é possível por meio dos filtros que 

retêm bactérias comuns, sendo assim estes organismos foram inicialmente considerados 

como vírus (TORTORA et al., 2012). 

A ausência de parede celular bacteriana típica, contendo peptideoglicano, torna estes 

micro-organismos insensíveis aos agentes antimicrobianos contra parede celular, como 

as penicilinas e cefalosporinas. Todavia, são suscetíveis à dessecação, ao aquecimento, 

a detergentes e desinfetantes comuns (ROSENBUSCH, 1994). 

Os micro-organismos do gênero Mycoplasma são considerados os menores 

organismos autoreplicáveis capazes de sobreviver como células livres (TORTORA et 

al., 2012), e possuem capacidade limitada de realizar biossíntese. Portanto, o cultivo de 

micoplasmas exige meios enriquecidos contendo precursores desta biossíntese. A alta 

virulência de algumas espécies de micoplasmas, como M. bovis, pode estar associada a 

capacidade deste patógeno de inibir a ação de neutrófilos no hospedeiro, prejudicando a 

ação da imunidade inata do organismo afetado (GONDAIRA et al., 2017). 

A maioria dos micoplasmas é anaeróbia facultativa, embora algumas espécies 

possam ser isoladas em condições de microaerofilia entre 5 e 10% de CO2 (QUINN et 

al., 2011). As colônias têm menos de 1mm de diâmetro e aparência típica de “ovo frito” 

quando vistas a microscopia sob luz transmitida (TORTORA et al., 2012). 

Nas últimas décadas como alternativa aos métodos convencionais de detecção de 

micoplasmas tem sido utilizada a reação em cadeia da polimerase (PCR), que é um 

método acurado, de alta sensibilidade e especificidade para detecção de Mycoplasma 

spp. em amostras de leite (GHADERSOHI, 1997; BAIRD, 1999; RIFFON, 2001; 

SUNG, 2006), possibilitanto um diagnóstico rápido, e prevenção de possíveis surtos de 
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mastites causadas por micoplasma. Diversos estudos têm demonstrado a eficácia da 

PCR para a detecção de Mycoplasma spp. (CARDOSO, 2000; JUSTICE-ALLEN et al., 

2011). 

 

2.2.Infecções por micoplasmas em animais domésticos 

Micro-organismos do gênero Mycoplasma tem distribuição mundial e podem causar 

diversas enfermidades nos animais de produção.  

Entre as importantes doenças que acometem caprinos e ovinos, as infecções 

micoplasmáticas resultam perdas significativas, na qual morbidade e mortalidade em 

alguns casos podem atingir 100% do rebanho. As principais enfermidades são causadas 

pelas espécies M. agalactiae, M. capricolum, M. ceratoconjuntivae, M. mycoides subsp. 

capri, causando agalaxia contagiosa, poliartrites, ceratoconjuntivites, pleuropneumonia 

contagiosa, entre outras (DAMASSA et al., 1992). 

Na avicultura o Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae são responsáveis 

por grandes prejuízos econômicos, sendo o M. gallisepticum o agente etiológico 

causador da doença respiratória crônica das galinhas e sinusite infecciosa dos perus 

(NACIMENTO, 2000) e o Mycoplasma synoviae como agente causador de doenças 

crônicas endêmicas que são transmitidos verticalmente, através de ovos contaminados, 

sendo altamente patogênicos e de difícil erradicação (LAURIMAR, 2005). 

Na suinocultura a micoplasmose também é responsável por causar importantes 

enfermidades, como pneumonia enzoótica suína e artrites que podem atingir a 

membrana sinovial em casos crônicos da doença. As principais espécies descritas na 

literatura são M. hyopneumoniae e M. hyosynoviae (KOBISCH & FRIIS, 1996) 	
  

Já na bovinocultura os micoplasmas podem causar grave pneumonia em bezerros, 

mastites em vacas lactantes e poliartrites (PFÜTZNER & SACHSE, 1996). Esse micro-

organismo já foi também associado a ceratoconjuntivite (KIRBY & NICHOLAS, 

1996), endometrites, salpingites, otites, abortamentos e vesiculite seminal, as quais 

todas foram reproduzidas experimentalmente (RUHNKE, 1994).  

 

2.3.Mastite bovina por micoplasma 

As mastites causadas pelos patógenos do gênero Mycoplasma spp. são relativamente 

comuns em grandes rebanhos leiteiros (PFÜTZNER & SACHSE, 1996). Entretanto, 

provavelmente o diagnóstico deste patógeno é subestimado (NICHOLAS & AYLING, 
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2003), principalmente no Brasil, onde a literatura está praticamente restrita a relatos de 

sua ocorrência como agente causador de mastites. 

Apesar de várias espécies de Mycoplasma spp. já terem sido isoladas em surtos de 

mastite bovina, M. bovis é o patógeno de maior importância (GONZÁLEZ & WILSON, 

2003), em virtude da maior patogenicidade e prevalência nos rebanhos (BUSHNELL, 

1984; GRAND et al., 1997). 

M. bovis pode causar mastites clínicas, subclínicas ou crônicas. Convencionalmente 

é considerado patógeno contagioso, embora a evolução da afecção se assemelha ao 

padrão de patógenos ambientais, com surtos clínicos da doença (BRAMLEY, 1992). 

Uma vez que a mastite por Mycoplasma se estabelece, o animal afetado pode eliminar 

de 106 a 108 UFC por mL de leite, contaminando assim a ordenhadeira, as mãos do 

ordenhador, luvas de látex e demais utensílios, que se tornam importantes vias de 

transmissão para outros animais do rebanho (BUSHNELL, 1984; GONZALEZ & 

WILSON, 2003; BYRNE et al., 2005). 

Os sinais clínicos da mastite causada por M. bovis incluem agalaxia em mais de um 

quarto mamário, e aumento de casos que não respondem ao tratamento. Os animais se 

apresentam saudáveis apesar da mastite grave. O leite apresenta sedimento, semelhante 

a areia (PRETTO et al., 2001). Além da infecção mamária outros sinais clínicos atípicos 

podem ser observados, incluindo claudicação, edema dos membros anteriores,  

poliartrites (WILSON et al., 2007) e emagrecimento progressivo. 

A introdução do agente em rebanhos livres ocorre geralmente pela aquisição de 

bezerros ou novilhas clinicamente saudáveis na propriedade, que podem ser portadoras 

sãs de M. bovis e uma vez introduzido o patógeno, em qualquer categoria animal, torna-

se difícil a erradicação (GOURLAY et al., 1989). Um animal com mastite clínica 

positiva para M. bovis pode ser responsável por desencadear até um episódios de 

infecções, em lote livre do patógeno (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2011). 

Os bezerros podem manter M. bovis no trato respiratório por diversos meses ou até 

anos, servindo como reservatório do patógeno (PFUTZNER, 1990; FOX et al., 2005).  

A disseminação do agente no organismo do animal, pode ser sistêmica afetando o 

pulmão ou outros órgãos e posteriormente, via sanguínea alcança a glândula mamária 

(FOX et al., 2003; 2005).  

A transmissão do M. bovis pode ocorrer durante a ordenha, na qual animais com 

micoplasmose mamária são ordenhados no mesmo lote de animais saudáveis, devido ao 

elevado número de UFC liberados por mL de leite provenientes da glândula mamária 
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afetada (BIDDLE et al., 2003). Alternativamente, o contato entre animais, por meio das 

vias respiratórias, canal dos tetos, trato genital, incluindo até inseminação artificial com 

sêmen contaminado, também são vias de transmissão (PFUTZNER, 1990).  

Punyapornwithaya el at. (2010) investigaram, por meio de swabs, a presença de 

estirpes de M. bovis nas mucosas da cavidade nasal, fossa vestibular e parede vaginal de 

todos os animais do rebanho e quando encontradas, tais estirpes foram comparadas as 

encontradas em mastites causadas por M. bovis no mesmo rebanho. Tal estudo revelou 

que as mesmas estirpes encontradas nos swabs de animais saudáveis foram as 

causadoras de mastite no rebanho porém, curiosamente, os animais mastiticos foram 

negativos para M. bovis em suas cavidades nasais, fossas vestibulares e paredes 

vaginais. É possível afirmar que a transmissão deste agente no rebanho possa ocorrer de 

outras maneiras além da via sistêmica e também pela transmissão de um animal para 

outro durante o processo de ordenha. 

A taxa de incidência das infecções micoplasmáticas são determinadas pela 

virulência da estirpe, dose infectante e tempo de exposição ao patógeno, podendo os 

animais infectados desenvolver diferentes enfermidades como pneumonia, artrose ou a 

própria mastite (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2011).  

Para o controle das mastites por M. bovis torna-se necessário a detecção de animais 

infectados e a sua segregação ou eliminação. Simultaneamente devem ser realizadas 

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 do 

equipamento de ordenha (GUNNING & SHEPHERD, 1996). 

As perdas econômicas registradas nos EUA, por mastites causadas por M. bovis, são 

estimadas em até $108 milhões de dólares por ano com níveis de até 70% dos rebanhos 

infectados (ROSENGARTEN & CITTI, 1999). Por outro lado, em muitos países, é um 

patógeno subestimado, devido a quantidade reduzida de laboratórios que incluem a 

análise de M. bovis em sua rotina (NICHOLAS & AYLING, 2003), decorrente, 

principalmente, da necessidade de meios seletivos e de condições especiais de 

microaerofilia para o isolamento. 

A partir de um surto de mastite bovina, em 1961, M. bovis foi isolado pela primeira 

vez, nos Estados Unidos (HALE et al., 1962), tendo sido inicialmente diagnosticado 

como M. bovimastitidis. Apenas em 1976, após diversos estudos baseados em técnicas 

moleculares, foi classificado como M. bovis (ASKAA & ERNØ, 1976). 
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Devido ao grande trânsito de animais (NICHOLAS & AYLING, 2003),  M. bovis 

tem sido descrito em diversos países, como Israel (1964), Espanha (1967), Austrália 

(1970), França (1974), Inglaterra (1975), Checoslováquia (1975), Alemanha (1977), 

Dinamarca (1981), Suiça (1983), Marrocos (1988), Coreia do Sul (1989), Irlanda do 

Norte (1993), República da Irlanda (1994), Chile (2000) (NICHOLAS, 2002), Japão 

(2000) (MAEDA et al., 2003), Grécia (FILIOUSSIS et al., 2007), Bósnia Herzegovina 

(RIFATBEGOVIC et al., 2007) e Itália (RADAELLI et al., 2008), fato que confirma a 

grande dispersão do agente em todo o mundo. 

No Brasil, a primeira citação de casos de mastite bovina por esse agente foi descrita 

por Mettifogo et al. (1996), na região de Londrina-PR, alertando para a presença do 

patógeno na etiologia da mastite no país. Pretto et al. (2001), descreveram 

subsequentemente o micro-organismo na região norte do Paraná e sudoeste do Estado 

de São Paulo, investigando 713 animais provenientes de três propriedades leiteiras. Do 

total de animais 137  que apresentavam mastite, dos quais oito (5,83%) eram causadas 

por M. bovis. 

Franceschini et al. (2008) pesquisaram a participação de micoplasmas em amostras 

de leite de vacas com mastite subclínicas e clínicas de três propriedades leiteiras da 

região centro-oeste de São Paulo. Das 101 e 121 amostras provenientes de mastite 

clínica aguda e subclínica, respectivamente, avaliadas tanto microbiologicamente por 

cultura em meio de Hayflick e por PCR, utilizando primers gênero específico, todas 

revelaram resultado negativo. 

Em diferentes países a prevalência de mastite causada por M. bovis varia entre 0,5 a 

35% (GONZÁLEZ & WILSON, 2003; FOX et al., 2005). Tal variação da prevalência 

pode ser atribuída às necessidades especiais requeridas para a cultura e isolamento de 

micoplasma. Assim a identificação desse agente, tanto nas mastites como em outras 

patologias dos sistemas respiratório, urogenital, articulações, sistema nervoso e 

conjuntiva ocular têm sido pouco frequentes no Brasil (BUZINHANI et al., 2007). 

Além da PCR tradicional, segundo Justice-Allen et al. (2011), outro procedimento 

que pode ser utilizado para diagnóstico da infecção é a PCR em tempo real que 

possibilita a identificação qualitativa e quantitativa das espécies de Mycoplasma em 

uma mesma amostra de leite, pela análise da temperatura de dissociação. Este é um 

aspecto vantajoso, diante das limitações do diagnóstico microbiológico.  

Na prática, suspeita-se de micoplasmose mamária quando sucessivas amostras de 

leite de vaca com mastite revelam-se negativas nas culturas realizadas pelos métodos 
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microbiológicos padrões (PHILPOT & NICKERSON, 2002), provavelmente devido as 

exigências do agente com relação ao isolamento microbiano.  

A PCR pode ser utilizada para o monitoramento da qualidade do leite, 

principalmente nos casos de grandes rebanhos, possibilitando a avaliação de diferentes 

patógenos pela utilização da Multiplex PCR (TRONCARELLI et al., 2015).  

O monitoramento de micro-organismos a partir de amostras de leite de tanque de 

expansão possibilita a adoção de medidas de controle nos rebanhos. A identificação de 

determinado agente infeccioso nessas situações indica possivelmente a participação nas 

mastites subclínicas e, a partir desse resultado é possível pesquisá-los em amostras 

compostas de leite dos tetos de um mesmo animal orientando para o descarte 

principalmente no caso de Staphylococcus aureus e M. bovis, já que as perspectivas de 

êxito no tratamento são baixas principalmente por micoplasmas (HOULIHAN et al., 

2007). 

Apesar dos custos referentes à utilização da PCR na rotina diagnóstica, com as 

novas tecnologias e as possibilidades de importação, tem-se conseguido menor preço 

sendo factível em muitas situações a utilização das técnicas moleculares não somente 

para pesquisa, mas também para o diagnóstico. Especificamente no que se refere a 

Mycoplasma spp. indubitavelmente são ferramentas que devem ser exploradas, 

considerando-se os aspectos já levantados com relação às limitações do diagnóstico 

microbiológico desse agente (METTIFOGO & TAMASO, 2013). 

 

2.4. Outros patógenos na etiologia das mastites 

Anteriormente já foi relatada a ampla variedade de micro-organismos causadores de 

mastites (WATTS, 1988). A literatura nacional e internacional é muito rica, havendo 

muitas pesquisas nesse sentido. 

De maneira geral, merecem destaque as infecções mamárias por Staphylococcus 

aureus (GIANNEECHINI et al., 2002; OLDE RIEKERINK et al., 2008; UNNERSTAD 

et al., 2009), Staphylococcus coagulase negativa (UNNERSTAD et al., 2009; DE 

FREITAS GUIMARÃES et al., 2013), Streptococcus agalactiae (UNNERSTAD et al., 

2009), Trueperella pyogenes (UNNERSTAD et al., 2009) e Corynebacterium bovis 

(GREEN et al, 2002) como micro-organismos contagiosos. 

Como agentes causadores de mastites considerados ambientais predominam 

Streptococcus dysgalactiae (UNNERSTAD et al., 2009), Streptococcus uberis 

(BRADLEY et al., 2007; OLDE RIEKERINK et al., 2008), Escherichia coli 
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(BRADLEY et al., 2007; OLDE RIEKERINK et al., 2008), Klebsiella pneumoniae 

(MUNOZ et al., 2006; PAULIN-CURLEE et al., 2007), Enterococcus spp. (JACKSON 

et al., 2011), além de outros como leveduras (COSTA et al., 2008) e algas (JÁNOSI et 

al., 2001). 

 

2.5.Justificativa 

Considerando o provável subdiagnóstico da micoplasmose mamária bovina no 

Brasil, as dificuldades de tratamento do agente e aspectos de saúde pública foi proposto 

o presente estudo com intuito de detectar espécies de micoplasmas em leite de vacas 

com mastites clínicas. Aproveitando-se as amostras de leite, estudou-se ainda aspectos 

da microbiota aeróbica envolvida nessa afecção.  

 

3.  OBJETIVO 

 

3.1. Geral 

Pesquisar a presença de M. bovis e de outras espécies de micoplasmas em casos de 

mastite clínica bovina, em amostras de leite procedentes de diferentes propriedades, 

bem como avaliar a microbiota aeróbica de maior frequência dos casos de mastites 

bovinas no Brasil. 

 

3.2. Específicos 

• Comparar o cultivo microbiológico com meios seletivos e a PCR direta na 

identificação das espécies de micoplasma; 

• Investigar a frequência das principais espécies de micoplasmas em casos 

clínicos de mastite em diferentes estados do Brasil. 

• Avaliar a participação de outros micro-organismos envolvidos na etiologia 

das mastites 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Animais 

Foram utilizadas 561 amostras de leite colhidas por conveniência, provenientes 

de vacas com mastite clínica, procedentes de 39 propriedades leiteiras dos estados de 

Ceará, Goiás, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e São Paulo 

(Figura 1), recebidas pelo Núcleo de Pesquisa em Mastites (NUPEMAS) da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Botucatu, São Paulo, de acordo 

com a seguinte distribuição de amostras: Ceará 1,42% (8/561), Goiás 6,41% (36/561), 

Minas Gerais 39% (219/561), Paraná 12,12% (68/561), Rio Grande do Sul 1,96% 

(11/561), Rio de Janeiro 1,06% (6/561), e São Paulo 37,96% (213/561) (Figura 1).  

Figura 1. Distribuição da origem das amostras de leite de vacas com mastite 
clínica cultivadas para a presença de micoplasmas, bem como de outros 
patógenos, segundo o estado de procedência. Botucatu, SP, 2017 

 

Para determinação do número de amostras foi utilizada uma prevalência 

estimada de 5% de M. bovis em rebanhos leiteiros, com base em estudos de outros 

países (FOX et al., 2005)  e com um  intervalo de confiança de 95% (DEAN et al., 

2013) que resultou na colheita de um mínimo de 73 amostras de leite, independente do 

local de origem.  
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4.2.Tamanho do rebanho: 

Com relação ao número de animais por propriedade, os rebanhos utilizados foram 

divididos em três categorias: rebanho com menos de 100 animais em lactação foi 

considerado um rebanho pequeno, rebanhos com 350 a 101 animais foi considerado um 

rebanho médio e rebanhos com mais de 351 animais em lactaçao foi considerado um 

rebanho grande (THOMAS et al., 1981). 

 

4.3. Obtenção das amostras:  

Previamente à coleta de leite foi realizada a lavagem com água, secagem com 

papel toalha descartável e antissepsia do óstio do teto com solução de álcool iodado a 

0,25%. A seguir foram colhidas amostras de 10 mL de leite, em frascos estéreis, para a 

realização de exame microbiológico, bem como para avaliação molecular da presença 

de Mycoplasma spp. e Mycoplasma bovis,de acordo com NMC (1999). Inicialmente as 

amostras foram congeladas por um período de sete dias e, a seguir, transportadas para o 

laboratório sob temperatura de refrigeração (4-8˚C), em caixa de material isotérmico 

contendo gelo reciclável.  

A obtenção das amostras foi procedida por pessoas treinadas e capacitadas, e 

enviadas para um laboratório particular localizado na cidade de Botucatu, SP, para 

diagnóstico microbiológico convencional e, em seguida, encaminhadas ao 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, 

para a pesquisa específica de M. bovis e outras espécies de micoplasmas. 

Apesar do cultivo do leite no laboratório supracitado, foi realizado novamente o 

cultivo microbiológico convencional no NUPEMAS, para identificação da etiologia de 

outros patógenos envolvidos na etiologia das mastites.  

  

4.4. Cultivo microbiológico convencional  

As amostras (0,1mL) foram semeadas em meio ágar-sangue bovino a 5% e ágar 

McConkey e incubadas em condições de aerobiose a 37°C, com visualização do 

desenvolvimento microbiano após 24, 48 e 72 horas de incubação. Os micro-

organismos isolados foram submetidos a coloração pelo método de Gram, bem como a 

identificação por diferentes provas bioquímicas de acordo com Murray et al. (2007). As 
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amostras foram consideradas contaminadas quando apresentavam mais de três tipos 

diferentes de colônias (NMC, 1999). 

 

4.4.1. Isolamento e identificação de Staphylococcus spp. 

As colônias foram selecionadas, segundo suas características fenotípicas e 

morfológicas. Levou-se em consideração colônias com tamanho aproximado de 2 a 3 

mm de diâmetro, coloração branca a amarelo dourado, hemolíticas ou não (QUINN et 

al., 2011). As colônias suspeitas foram repicadas para verificação morfológica pela 

coloração pelo método de Gram (TORTORA et al., 2012). Realizou-se a pesquisa de 

produção da catalase (SILVA et al., 2001). Foram considerados como Staphylococcus 

spp. os isolados que apresentaram morfologia típica de cocos Gram positivos, 

agrupados em cachos com a produção da enzima catalase.  

Isolados presumivelmente identificados como estafilococos foram submetidos a 

prova da coagulase e foram categorizados em dois grupos: Staphylococcus coagulase 

negativa (SCN) e Staphylococcus coagulase positiva (SCP). Para realização da prova de 

coagulase, pipetou-se 0,2mL de cada cultura obtida em caldo BHI para tubo de ensaio, 

adicionou-se 0,5mL de plasma de coelho com ácido etileno diamino tetrácetico-EDTA 

(Laborclin®), incubando-se a 37°C, por 24 horas (SILVA et al., 2001), para avaliação 

do resultado.  

Apenas os SCP foram submetidos as demais provas bioquímicas, incluindo 

fermentação dos açúcares trealose, manitol, maltose e sensibilidade ou resistência à 

polimixina B (300 UI) (KONEMAN et al., 1997) e a novobiocina. Após a identificação 

das espécies, os isolados foram conservados em criotubos contendo caldo cérebro-

coração e glicerol a -80°C. 

 

4.4.2. Isolamento e identificação de Streptococcus spp. 

Colônias pequenas, ao redor de 0,5 mm de diâmetro, translúcidas, apresentando 

hemólise ou não, foram classificadas pelas provas da hidrólise da esculina, bile esculina 

e CAMP-test. A interpretação foi realizada de acordo com Quinn et al. (2011) (Quadro 

1). 
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Quadro 1. Resultados das reações bioquímicas para identificação de Streptococcus e 

Enterococcus faecalis isolados de amostras de leite de vacas com mastite clínica. 

 Camp test* Hidrólise da esculina Bile esculina 

Streptococcus agalactiae + - - 

Streptococcus dysgalactiae - - - 

Streptococcus uberis - + - 

Streptococcus spp. - - + 

Enterococcus faecalis - + + 

* com Staphylococcus aureus 

Fonte: Quinn et al. (2011) adaptado. 

 

4.4.3. Isolamento e identificação de bactérias Gram negativas 

As linhagens bacterianas isoladas em ágar MacConkey foram submetidas às 

provas bioquímicas para enterobactérias utilizando meios de cultura sólidos e semi-

sólidos, distribuídos em tubos de ensaio, visando determinar os seguintes parâmetros: 

produção de gás (glicose), H2S, urease, L-TD, motilidade, indol, lisina e citrato de 

Simmons (SILVA et al., 2001). 

 

4.5. Cultivo microbiológico para isolamento de Mycoplasma spp. 

Para isolamento de Mycoplasma spp. foi realizada previamente a padronização 

de técnicas de cultivo a partir de amostras de leite bovino, tendo se estabelecido o 

seguinte protocolo: cultivo de 0,05mL de cada amostra em placas de Petri contendo 

meio sólido Hayflick suplementado, conforme descrito por Whitford (1994) e acrescido 

de acetato de tálio a 0,01% como fator seletivo (GONZÁLEZ & WILSON, 2003). 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 cada três 

dias, pela observação das placas de cultivo em lupa, considerando-se como positivas 

aquelas com presença de colônias de aspecto característico de “ovo-frito” (PRETTO et 

al., 2001). Para cada caso de isolamento positivo, anotou-se o período para o 

desenvolvimento das colônias em protocolos utilizados para a pesquisa. 
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4.6. Detecção molecular de Mycoplasma spp. e Mycoplasma bovis 

4.6.1. Extração do DNA 

Alíquotas de 1,5mL das amostras de leite foram mantidas em microtubos DNAs 

free, congeladas a -80°C até o momento da extração do material genético microbiano, e 

descongeladas previamente em temperatura ambiente, até atingirem aproximadamente 

20°C. A extração do DNA foi realizada utilizando-se o kit comercial Illustra Blood 

GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK), com algumas 

adaptações previamente padronizadas no laboratório de biologia molecular aplicada ao 

dignóstico de zoonoses – UNESP- Botcucatu-SP, utilizando-se 200µL de leite de cada 

amostra. 

 Inicialmente centrifugou-se a 10000g por 1 minuto e retirou-se a gordura com 

auxílio de um swab. Posteriormente, centrifugou-se a 10000g por 1 minuto, retirando-se 

o sobrenadante com auxílio de pipeta. Adicionou-se ao pellet 40µL de tampão de 

lisozima. Homogeneizou-se rapidamente em vórtex, adicionando-se 10µL de lisozima 

(10mg/mL). A seguir incubou-se por 15 minutos à temperatura ambiente (5 em 5 

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

em vórtex. A seguir manteve-se em banho-maria a 56°C por 15 minutos. Adicionou-se 

400µL de tampão de lise e manteve-se por 10 minutos com agitação constante com 

breve spin (10 segundos). Colocou-se a coluna no tubo coletor e o tampão de eluição 

para aquecimento à 70°C. Transferiu-se então o conteúdo do microtubo para a coluna e 

centrifugou-se a 11000g por 1 minuto. A seguir descartou-se o centrifugado, retornando 

o tubo coletor à coluna e adicionou-se 500µL do tampão de lise, e centrifugou-se a 

11000g por 1 minuto, adicionando-se 500µL do tampão de lavagem, centrifugando-se 

novamente a 11000g por 3 minutos. 

Desprezou-se o tubo coletor, colocando-se a coluna em microtubo de 1,5mL 

(DNAse-free), adicionando-se em seguida 200µL do tampão de eluição (70°C), 

mantendo-se por um minuto a temperatura ambiente e centrifugou-se a 11000g por 1 

minuto. As amostras foram mantidas em geladeira (4°C) por 24 horas, seguido do 

congelamento a -20°. A quantificação foi realizada pela corrida eletroforética em gel de 

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

 

4.6.2. Realização da PCR 

Foram utilizados iniciadores que amplificam regiões espécie-específicas do 

DNA codificadoras das regiões 16S e 23S rRNA, baseado nas sequências do banco de 
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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-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 (VAN 

KUPPEVELD et al., 1992) e perfil de ciclos como segue: 5 min a 94°C, 35  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 M. 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 3 minutos, 35 ciclos de 94ºC por um 

minuto, 60ºC por um minuto, 72ºC por um minuto e uma etapa final de 72ºC por 3 

minutos.  

A visualização do material amplificado foi avaliada pela corrida eletroforética 

em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,06µL/mL de Nancy (sigma). A corrida 

eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCl, 89 

mM ácido bórico e 20 mM EDTA) em voltagem 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). 
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5. RESULTADOS  

 

 A partir do cultivo microbiológico convencional, em condições aeróbicas na 

ausência de CO2, encontrou-se prevalência de 47,4% (n=266) amostras negativas (sem 

desenvolvimento microbiano), 5% (n=28) outros, 7,5% (n=42) contaminadas, 2,7% 

(n=15) coinfecção e 37,4% (n=210) amostras positivas com o isolamento de apenas um 

patógeno como possível causador da infecção (Tabela 1).  

Tabela 1. Resultados obtidos a partir do cultivo microbiológico convencional, de 
amostras de leite de vacas com mastite clínica. Botucatu, SP, 2017. 

Resultado Número de amostras 

Negativo 47,4% (n=266) 

Outros patógenos 5% (n=28) 

Isolamento de um patógeno 37,4% (n=210) 

Isolamento de dois patógenos 2,7% (n=15) 

Isolamento de três ou mais patógenos 7,5% (n=42) 

Total 100% (n=561) 

 

Das 225 amostras positivas no cultivo microbiológico convencional foram 

isolados: Streptococcus agalactiae 7,5% (n=17), Streptococcus não agalactiae 27,1% 

(n=61), micro-organismos Gram negativos 23,1% (n=52), Staphylococcus aureus 4% 

(n=9), Staphylococcus spp. 14,2% (n=32), infecções mistas 6,6% (n=15), Enterococcus 

spp. 5,7% (n=13), Corynebacterium spp. 5,7% (n=13), leveduras 2,6% (n=6), 

Prototheca spp. 1,3% (n=3), Pasteurella spp. 0,8% (n=2), Trueperella pyogenes 0,44% 

(n=1) e Pseudomonas spp. 0,44% (n=1) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Patógenos isolados a partir do cultivo microbiológico convencional, de 
amostras de leite de vacas com mastite clínica. Botucatu, SP, 2017. 

Patógeno Número de 

amostras 

Streptococcus 

34,6% (n=78) 

agalactiae 7,5% (n=17) 

Não agalactiae (S. uberis e S. 

dysgalactiae) 

27,1% (n=61) 

Staphylococcus 

18,2% (n=41) 

aureus 4%(n=9) 

S. coagulase negativa, S. intermedius e 

S. hyicus 

14,2% (n=32) 

Gram negativos 

23,1% (n=52) 

Escherichia coli 16,88%(n=38) 

 Klebsiella pneumoniae 1,7%(n=4) 

 Serratia rubideae 1,33%(n=3) 

 Hafnia alvei 0,88% (n=2) 

 Enterobacter aglomerans 0,88%(n=2) 

 Enterobacter cloacae 0,44%(n=1) 

 Citrobacter freudii 0,44%(n=1) 

 Serratia marcenscens 0,44%(n=1) 

 Infecções mistas 6,6% (n=15) 

 Enterococcus spp. 5,7% (n=13) 

 Corynebacterium spp. 5,7% (n=13) 

 Leveduras 2,6% (n=6) 

 Prototheca spp. 1,3% (n=3) 

 Pasteurella spp. 0,8% (n=2) 

 Trueperella pyogenes 0,44% (n=1) 

 Pseudomonas spp. 0,44% (n=1). 

 TOTAL 100% (n=225) 

 

No meio de cultura específico para o isolamento de micoplasmas, das 561 

amostras cultivadas, foram observadas colônias sugestivas do agente em 11 (1,96%) das 

amostras de leite. As colônias foram observadas em microscópio invertido, a partir do 

terceiro dia de cultivo, a cada três dias até completar um total de 15 dias. A partir do 
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terceiro dia, em 9 das 11 amostras positivas já era possível a observação de colônias 

características em formato de “ovo frito” (Figura 2). Nas demais amostras (n=2), as 

colônias só foram observadas a partir do sexto dia de incubação, notando-se isolamento 

mais lento, o que é também compatível com esse gênero microbiano (CAI et al., 2005). 

 
Figura 2. Colônia com aspecto de “ovo-frito”, de Mycoplasma spp., isolada 
de casos de mastites clínicas, em vacas, observada em lupa. Botucatu, SP, 
2017. 

 

Todas as amostras de leite incluídas no presente estudo (561), foram submetidas a 

detecção molecular para classe Mollicutes, encontrando-se 17 (3,03%) amostras 

positivas. As amostras positivas para classe Molicutes foram reavaliadas, utilizando-se 

primer específico para a detecção de Mycoplasma bovis, e as 17 foram positivas, das 

quais 35,2% (n=6) provenientes do estado do Paraná, 29,4% (n=5) do estado de São 

Paulo, 17,6% (n=3) de Minas Gerais e 17,64% (n=3) de Goiás. A comparação dos 

resultados obtidos com os dois métodos de diagnóstico encontra-se na Tabela 3. 
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Tabela 3. Comparação dos resultados obtidos no exame microbiológico e molecular 
para a pesquisa de Mycoplasma spp e Mycoplasma bovis, a partir de amostras de leite 
de vacas com mastite clínica. Botucatu, 2017. 

 Cultura Positiva Cultura Negativa TOTAL 

PCR Positivo 11 6 17 

PCR Negativo 0 544 544 

TOTAL 11 550 561 

 

Procedentes do estado do Paraná, foram analisadas 68 amostras, das quais seis 

positivas para M. bovis, totalizando 8,8% de prevalência neste estado. Em Goiás, dentre 

36 amostras analisadas, três foram positivas para M. bovis, com  prevalência de 8,3%. 

No estado de São Paulo, das 213 amostras analisadas, cinco foram positivas para M. 

bovis, com prevalência de 2,3%. Em Minas Gerais, das 219 amostras analisadas, três 

foram positivas com prevalência de 1,3% para M. bovis. 

As amostras positivas foram provenientes de seis diferentes propriedades, sendo 

uma delas considerada de grande produção no estado do Paraná, uma propriedade de 

média produção do estado de Goiás, duas propriedades do estado de São Paulo, não se 

tendo informação sobre a produção, outra de alta produção e duas propriedades do 

estado de Minas Gerais, sendo uma de média produção e da outra não se tem 

informação. Devido ao tipo de amostragem, por conveniência, não foi possível obter 

informações do número de animais dos rebanhos em duas propriedades, uma de Minas 

Gerais, que tiveram duas amostras positivas para M. bovis e uma de São Paulo, com 

uma amostras positiva para M. bovis. Quando se fala em volume de produção deve-se 

entender ou relacionar ao número médio de animais de cada rebanho, que não foi 

possível definir no estudo. 

Dentre as 17 amostras positivas para M. bovis, na análise molecular detectou-se 

coinfecção em cinco amostras de leite, ou seja, obteve-se o isolamento concomitante de 

outros patógenos, como Streptococcus dysgalactiae (n=2) e Staphylococcus coagulase 

negativa (n=3). Três amostras foram consideradas contaminadas no cultivo 

microbiológico convencional, por terem revelado o isolamento de três ou mais tipos de 

colônias (NMC, 1999). As demais amostras (n=9) foram positivas somente para M. 

bovis (Tabela 4). 
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Tabela 4. Resultados do exame microbiológico convencional e por PCR (M. bovis) de 
amostras de leite de vacas com mastite clínica . Botucatu, SP, 2017. 

Mycoplasma bovis por 

PCR 

Microbiológico convencional Total de 

amostras (%) 

Positivo Streptococcus dysgalactiae 2 (11,7%) 

Positivo Staphylococcus coagulase negativa 3 (17,6%) 

Positivo Três ou mais patógenos (contaminada) 3 (17,6%) 

Positivo Negativo 9 (52,9%) 
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6. DISCUSSÃO 

 

A micoplasmose mamária no Brasil, devido ao reduzido número de trabalhos 

científicos, tem sua taxa de prevalência praticamente desconhecida. Com efeito, não é 

clara a importância da micoplasmose como entidade nosológica nas mastites e os 

prejuízos ocasionados aos rebanhos leiteiros do país. A literatura nacional se restringe 

apenas a poucos estudos regionais e relatos de surtos por este patógeno, confirmando-se 

assim a presença de M. bovis como causador de mastites no país. O presente estudo foi 

elaborado visando investigar o maior número de rebanhos, de diferentes regiões, 

possibilitando estudo de prevalência mais abrangente. De 561 amostras analisadas, 

procedentes de sete diferentes estados do Brasil, aproximadamente 3% dos casos de 

mastites clínicas foram causadas por M. bovis.  

O primeiro isolamento de M. bovis no Brasil, como agente causador de mastite, foi 

relatado por Mettifogo et al. (1996) na região de Londrina, PR. Mettifogo e Tamaso 

(2013) relataram surto de mastite causada pelo mesmo patógeno, no estado de Minas 

Gerais. No presente estudo, foram detectados casos de mastite por M. bovis nos dois 

estados, sendo no Paraná a prevalência de 8,8% e em Minas Gerais de 1,3%. 

M. bovis foi descrito por González e Wilson (2003) como a espécie mais frequente 

do gênero Mycoplasma spp. como agente causal de mastites em rebanhos leiteiros, 

corroborando os resultados obtidos no presente estudo, pois as 17 amostras positivas 

para a classe Mollicutes na PCR foram identificadas como M. bovis, fato que reafirma a 

patogenicidade desta espécie de micoplasma na etiologia das mastites clínicas.  

O registro deste patógeno como agente etiológico na mastite é variável em diversos 

países, sendo descrito entre 0,5 e 55% dos casos (GONZÁLEZ & WILSON, 2003; 

MIRANDA-MORALES et al., 2009). Essa variabilidade quanto a sua frequência em 

diferentes países pode estar relacionada às técnicas utilizadas para o diagnóstico, 

tamanho dos rebanhos, e rotina de cultivo do agente nos laboratórios de apoio 

diagnóstico (GONZÁLEZ & WILSON, 2003). 

No presente estudo, encontrou-se prevalência de 3,03% de M. bovis como patógeno 

nas mastites clínicas em bovinos. A variação na prevalência da ocorrência de mastites 

por esse patógeno foi referida por Thomas et al. (1981) que atribui tal fato ao tamanho 

dos rebanhos, considerando o risco de um rebanho ser positivo para micoplasma 15 

vezes maior nos grandes rebanhos (>350 animais), quando se compara aos rebanhos 

menores. Tal fato poderia ser explicado por certos fatores de manejo geral e de 
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profilaxia da mastite adotados na propriedade, que quando executados de forma 

incorreta, em grandes propriedades leiteiras, principalmente no tocante ao manejo 

higiênico estabelecido antes e após a ordenha podem favorecer a infecção. Ainda, em 

grandes rebanhos, a proximidade dos animais ou maiores possibilidades de risco de 

aquisição de animais, poderiam contribuir para a introdução do patógeno nos rebanhos 

(DOMINGUES & LANGONI, 2001; LANGONI, 2013). 

Deve-se salientar a alta contagiosidade das bactérias do gênero Mycoplasma, 

incluindo-se M. bovis, e que as chances de transmissão são facilitadas em rebanhos 

maiores (THOMAS et al., 1981; FOX et al., 2003). Os aspectos higiênicos durante o 

processo de ordenha são importantes para se evitar a ocorrência das mastities, 

especialmente nos casos de patógenos de alta contagiosidade como é o caso de 

micoplasmas (LANGONI, 2013).  

Francoz et al. (2012) em Quebéc, no Canadá, observaram prevalência de 2,6%  

deste patógeno em amostras de leite de tanques de expansão. Resultado similar foi 

encontrado no presente estudo (3,03%), apesar de tratar-se de casos de mastites clínicas. 

O monitoramento da qualidade do leite com a pesquisa molecular de tanques de 

expansão é necessário para melhor entendimento da dinâmica da infecção nas 

propriedades leiteiras devido a possível detecção da presença de micoplasmas, em casos 

subclínicos e clínicos, nos quais o leite é destinado indevidamente ao tanque de 

expansão. Desta maneira deve ser realizada uma triagem da propriedade, e caso 

encontre-se tanques positivos, sugere-se uma avaliação detalhada do rebanho, para 

evitar a disseminação do patógeno (FOX et al., 2003). 

Na região canadense investigada por Francoz et al. (2012) para ocorrência de 

micoplasmose mamária os rebanhos leiteiros apresentavam, em média, 60 animais 

(CANADIAN DAIRY INFORMATION CENTER, 2016). No Brasil, a média do 

tamanho de rebanhos é inferior, com cerca 29 animais (PARANÁ, 2014; ZOCCAL, 

2008). Ambas regiões se caracterizam por pequenos rebanhos produtores de leite, sendo 

assim espera-se menor prevalência de Mycoplasma spp. nas mastites já que, de acordo 

com a literatura, os riscos de infecção são maiores em grandes rebanhos (THOMAS et 

al., 1981; FOX et al., 2003).  

Por outro lado, no Brasil existem regiões que possuem áreas especializadas em 

produção de leite, com grandes rebanhos e produções mais intensivas que as demais 

regiões. A título de exemplo, o estado do Paraná é o terceiro maior produtor de leite 

com inspeção no país, produzindo 2,8 bilhões de litros, representando 11,8% da 
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produção total de leite inspecionado do Brasil (COMPANHIA NACIONAL DE 

ABASTECIMENTO, 2016). No presente estudo foi o estado com maior prevalência de 

M. bovis (8,8%), com apenas uma propriedade positiva para o agente. Tal propriedade 

foi considerada com um rebanho grande, ou seja, mais de 350 animais em lactação, 

concordando com a hipótese apresentada por Thomas et al. (1981) e Fox et al. (2003) na 

qual o tamanho do rebanho apresenta fator de risco para a ocorrência de mastite por M. 

bovis. 

Pretto et al. (2001), no estado do Paraná, relataram prevalência de 5,83% de mastites 

(clínicas e subclínicas) causadas por M. bovis. Esse estado possui regiões com 

propriedades altamente especializadas para produção leiteira com propriedades com 

grande número de animais em lactação, fato que favorece o risco de ocorrência de 

mastite por Mycoplasma spp. (THOMAS et al., 1981). 

Devido a amostragem de conveniência adotada nesta pesquisa, o sistema de 

produção das propriedades envolvidas e o tamanho de dois rebanhos positivos para M. 

bovis são desconhecidos, dificultando uma análise detalhada e criação de hipóteses de 

possíveis fatores de risco que pudessem desencadear a infecção. A preocupação 

primordial desta pesquisa foi abranger o máximo de propriedades e amostras de leite 

possíveis para se conhecer a real prevalência deste agente no país, enfatizando-se que o 

presente estudo é o primeiro desta natureza realizado em tal abrangência no país. 

Dentre as seis propriedades positivas para M. bovis foi possível avaliar o tamanho 

do rebanho de 4 propriedades, duas consideradas de tamanho grande (>350 animais em 

lactação), e duas de tamanho médio (entre 100 e 349 animais em lactação). Pode-se 

considerar, portanto, que em um país com uma média de tamanho de rebanhos inferior a 

29 animais (PARANÁ, 2014; ZOCCAL, 2008) as propriedades positivas para M. bovis 

podem estar expostas aos fatores de risco pontuados por Thomas et al. (1981) e Fox et 

al (2003). 

Os relatos de isolamento de Mycoplasma spp. nos EUA também são variáveis. No 

período de 1992 a 1998 foram relatados surtos de mastite por M. bovis em mais de 140 

rebanhos leiteiros, no estado de Wisconsin (THOMAS, 1998). No Estado de Utah foi de 

7% (WILSON et al., 2009), enquanto no de Washington 20% dos rebanhos foram 

positivos para Mycoplasma spp. (FOX et al., 1993).  

A média de tamanho dos rebanhos dos EUA é de 187 animais (USDA, 2012), fato 

que influenciaria na maior prevalência desse patógeno nas propriedades. Sabe-se que a 

contagiosidade dos micoplasmas é elevada, e a possibilidade de contagio durante o 
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processo de ordenha é maior (GONZALES & WILSON, 2003). Deve-se enfatizar que o 

manejo sanitário animal é de extrema importância para o controle das mastites, 

incluindo-se as causadas por micoplasmas (LANGONI, 2013). 

Há poucos estudos sobre a prevalência deste patógeno nas mastites clínicas. Manzi 

(2014) encontrou prevalência de 16,4% de Mycoplasma spp. em tanques de expansão na 

região centro-oeste do Estado de São Paulo, diagnosticado pela PCR, obtendo 

prevalência relativamente maior se comparada a encontrada no presente estudo. No 

entanto, foram utilizadas amostras de tanques de expansão, enquanto no presente estudo 

foram investigados casos clínicos de mastite. Tal diferença poderia ser justificada pelo 

fato de que o patógeno poderia estar causando mastites subclínicas nos rebanhos, 

possibilitando a detecção no tanque de expansão, pois possivelmente o leite é 

adicionado ao tanque das propriedades. 

Justice-Allen et al. (2011) compararam dois métodos diagnósticos para detecção de 

M. bovis, o cultivo microbiano no meio de Hayflick e o diagnóstico molecular pela 

PCR. Foram analisadas 180 amostras de leite provenientes de tanques de expansão 

encontrando concordância de 80% entre os testes. Nenhuma amostra positiva foi 

considerada falso positiva, portanto, em ambos os testes a especificidade foi 

considerada 100%, enquanto a sensibilidade na PCR foi de 76,7% e no cultivo foi de 

68,9%. No presente estudo, obteve-se 35% (n=6) amostras falso negativas no cultivo 

microbiológico em meio Hayflick, quando comparado ao método PCR. 

Apesar do cultivo microbiológico não ter sido o objetivo principal deste trabalho, a 

avaliação deste parâmetro nas mastites clínicas é de suma importância para atualização 

de dados nas propriedades e regiões estudas. Foi encontrada a prevalência de 27,1% de 

Streptococcus não agalactiae (S. uberis e S. dysgalactiae) e 23,1% de patógenos Gram 

negativos (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia rubideae, Hafnia alvei, 

Enterobacter aglomerans, Citrobacter freudii e Serratia marscenscens), que são 

considerados patógenos ambientais causando, na maioria das vezes, mastite clínica 

aguda, concordando com Sumathi et al. (2008) que avaliaram também amostras de leite 

de animais com mastites clínicas. 

Oliveira et al. (2015) ao analisarem mais de 4 mil amostras de leite de animais com 

mastite clinica no Brasil, encontraram prevalência semelhante a obtida no presente 

estudo, sendo 19% de mastites causadas por coliformes. No entanto, a prevalência 

encontrada no presente estudo de mastite causada por Streptococcus não agalactiae (S. 
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uberis e S. dysgalactiae) foi maior que a obtida por Oliveira et al. (2015), inferior a 

10%. 

Vários fatores contribuem para as diferenças da microbiota nas mastites subclínicas 

e clínicas, em vacas, particularmente no que se refere ao manejo higiênico sanitário e 

condições ambientais (RIBEIRO et al., 2016). Desta forma, a avaliação dos patógenos 

envolvidos nas mastites é um ponto relevante para análise de fatores de riscos na 

propriedade, em um programa de controle. A vigilância epidemiológica a partir do 

estudo de fatores de risco possibilita orientar a adequação do manejo visando aumento 

da produção leiteira, além de se melhorar a qualidade higiênica do leite produzido na 

propriedade (LANGONI et al., 2013). 

A partir desse monitoramento rigoroso alguns países desenvolvidos conseguiram 

controlar a presença de mastites causadas por certos patógenos como Staphylococcus 

aureus e Streptococcus dysgalactiae (DODD, 1983; KEEFE, 2012) e erradicar em 

algumas propriedades Streptococcus agalactiae (KEEFE, 1997).  

Deve-se enfatizar a importância do diagnóstico microbiológico nas mastites, com 

intuito de conhecer a microbiota envolvida na etiologia, que possibilita ações 

específicas no controle/profilaxia dos agentes contagiosos ou ambientais 

(DOMINGUES & LANGONI, 2001). No presente estudo, 9 (52,9%) amostras de leite 

seriam consideradas negativas caso não fosse realizada concomitante a detecção 

molecular de micoplasma. 

Atualmente a pesquisa do agente infeccioso em patologia humana e veterinária deve 

ser pautada em técnicas que possibilitam e elucidem não somente o micro-organismo 

envolvido, mas também características inerentes ao patógeno, contribuindo para o 

estudo da epidemiologia molecular, para que de fato possam ser estabelecidas medidas 

de controle mais efetivas. Especificamente relacionado aos micoplasmas como 

patógeno nas mastites, novas pesquisas devem ser propostas incluindo-se a 

caracterização molecular dos isolados correlacionando os resultados com fatores de 

risco para as mastites contagiosas, com material de diferentes propriedades e de 

localizações variadas. Com esse perfil será possível obter mais informações sobre o seu 

papel na etiologia e patogenia das mastites bovinas.  
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7. CONCLUSÕES 

 

Pode-se concluir pela dispersão de Mycoplasma bovis nos rebanhos leiteiros 

avaliados, apesar da prevalência ser menor quando se compara com a de outros países. 

Enfatiza-se a sua importância do patógeno na etiologia das mastites bem como de novos 

estudos, contemplando um número maior de rebanhos, de diferentes localidades do país, 

bem como a avaliação de amostras de tanques de expansão das propriedades, incluindo 

o cultivo e exame molecular por PCR, para elucidar a importância deste patógeno na 

etiologia das mastites no país.  

Quanto aos demais micro-organismos isolados, tem-se o encontro de um microbiota 

aeróbica variada sendo os gêneros Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. os mais 

frequentes. 
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