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JUNQUEIRA, N. B. Mpycoplasma bovis como agente causal de mastite clinica
bovina. Botucatu, 2017. 38p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Mycoplasma spp., tem distribuicdo mundial e ¢ um patégeno relevante em medicina
veterindria. As mastites causadas por Mycoplasma spp. mais frequentes em grandes
rebanhos leiteiros, porém este patdogeno ¢ subestimado no Brasil, onde se tém poucos
relatos como agente causador de mastite, o que se deve possivelmente a quantidade
reduzida de laboratorios que inclui a andlise de M. bovis em sua rotina. Devido a
necessidade de meios seletivos e de condi¢des especiais para o seu isolamento. Diante
disso um dos objetivos do presente estudo foi pesquisar a participacdo de Mycoplasma
bovis na etiologia das mastites clinicas 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 talio a 0,01%, incubadas em ambiente de
microaerofilia com 5% de CO,. Foram também submetidas a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para deteccdo de Mycoplasma spp. € Mycoplasma bovis. Pesquisou-
se também a microbiota aerdbica envolvida nas mastites, cultivando-se as mesmas
amostras de leite em meios de 4dgar sangue bovino 5% e agar MacConkey resultando
225 amostras positivas. Obtiveram-se 11 (1,96%) amostras positivas para Mycoplasma
spp., no exame microbiologico, enquanto na detec¢do molecular obteve-se um total de
17 (3,03%) amostras positivas para Mycoplasma bovis. Pode-se concluir com os
resultados obtidos pela presenca e dispersdo do Mycoplasma bovis nos rebanhos
leiteiros avaliados, apesar de sua prevaléncia ser menor quando se compara com outros
paises, e ainda pela participagdo de outros patdgenos aerodbicos com a associagdo de
Staphylococcus coagulase negativa (17,6%) e Streptococcus dysgalactiae (11,7%) em

29% das amostras positivas para M. bovis.

Palavras-chave: Biologia molecular; infec¢gdo mamaria; microbiolégico;
micoplasmose.



JUNQUEIRA, N. B. Mycoplasma bovis as causal agent of bovine clinical mastitis.
Botucatu, 2017. 38p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria 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% CO,. 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.



1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de leite no mundo ocupando a quarta
posi¢do no ranking mundial, com uma produgdo de 35 bilhdes de litros de leite fluido
no ano de 2014 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2016). O pais
vem apresentando taxas de crescimento populacional e consequente aumento da
demanda lactea interna. Desde 2004, a producdo lactea brasileira atingiu a
autossuficiéncia e se tornou um pais exportador desta matéria prima (BOSISIO et al.,
2008).

Estima-se que a produ¢do de leite brasileira envolva 22 milhdes de vacas, em
sua maioria mesti¢as, ndo 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
geracdo de renda e emprego no campo, o produto também ¢ considerado essencial para
a populagdo, 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 fun¢do nutricional de forma segura, ou seja, com auséncia de patdogenos que
apresentem risco a satide dos consumidores e que mantenham as suas caracteristicas
organolépticas (FONSECA, 2013).

A mastite bovina ¢ a causa de um dos maiores prejuizos na producdo leiteira.
Este prejuizo pode ocorrer tanto pela queda na produgdo lactea, perda da qualidade do
leite e até perda da fungdo de quartos mamarios infectados (RIBEIRO et al, 2003;
LANGONI, 2013; RIBEIRO et al., 2016). Esta enfermidade tem por caracteristicas um
processo inflamatdrio da glandula mamaria relacionadas a agressoes fisicas, quimicas,
térmicas ou microbianas (TOZZETTI et al., 2008). Esta relacionada com o manejo
sanitario desenvolvido na propriedade leiteira, tanto com relagdo aos animais bem como
o manejo ambiental, como em salas de ordenha e piquetes (DOMINGUES &
LANGONI, 2001).

A origem do processo inflamatorio na glandula mamaria, segundo PHILPOT &
NICKERSON (1991) em 90% dos casos estd associada a infecgdes bacterianas.
Portanto, além das perdas econdmicas na qualidade e producgdo de leite, também deve-
se enfatizar os riscos a saude publica decorrentes das mastites, devido a presenca de

agentes patogénicos que podem ser fatores de risco para humanos em decorréncia da



elimina¢do dos proprios patdgenos ou de suas toxinas no leite (COSTA, 1998; DE
FREITAS GUIMARAES et al., 2013).

A mastite ¢ subdividida convencionalmente em clinica e subclinica. A mastite
clinica apresenta sinais evidentes no leite (pus, sangue, dessora, grumos), no Ubere
(edema, hipertermia, rubor, sensibilidade a palpacdo), e podendo apresentar sinais
sistémicos. Na mastite subclinica, ndo se observam alteragdes macroscopicas no leite ou
sinais de inflamac¢do da glandula mamaria, porém ocorrem alteragdes na composi¢ao
fisico-quimica do leite, queda na produgdo dos animais acometidos, bem como o
aumento da contagem de células somaticas (CCS) (RIBEIRO et al, 2016).

No Brasil, a mastite subclinica ¢ de extrema importancia econdmica, devido sua
alta prevaléncia. Em trabalhos regionais foi relatada uma prevaléncia entre 34 ¢ 68%
(BUENO et al., 2006, FERREIRA et al., 2007), e queda na produgdo de leite de 25,4%
a 43,0% (BRANT & FIGUEIREDO, 1994). J4 a mastite clinica representa 18% do
prejuizo total, por causar morte, descarte prematuro (DU PREEZ & GIESECKE, 1994),
além de gastos veterinarios, medicamentos e descarte de leite.

A etiologia da mastite ¢ complexa e multivariada, ja tendo sido descrita na
literatura 137 espécies de micro-organismos, de 35 diferentes géneros causadores
(WATTS, 1988). Desta maneira faz-se necessaria a identificagdo do micro-organismo
causador da patologia para o efetivo controle.

Os principais agentes contagiosos em nivel mundial de mastite bovina sao:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus agalactiae,
Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis (LANGONI et al.,1998; JAYARAO et al.,
2003; DE FREITAS GUIMARAES et al., 2013).

A primeira identificagdo 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 condigdes
especiais para o desenvolvimento, dificultando o seu diagndstico. Desta maneira ¢é
possivel que tal patégeno possa ser subdiagnosticado no Brasil, uma vez que poucos
laboratérios incluem a sua andlise na rotina microbioloégica. Devido a alta
contagiosidade desse patdgeno faz-se necessario investigacdes nos rebanhos no pais,
para se evitar a transmissdo e prejuizos em rebanhos leiteiros, uma vez que ndo ha

tratamento eficaz para o seu controle. Neste contexto, o presente estudo visou



principalmente identificar a participagdo deste patdogeno na etiologia das mastites
clinicas em propriedades leiteiras de diversos estados do Brasil, bem como pesquisar a

microbiota aerdbica envolvida na etiologia das mastites.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género micoplasma e propriedades gerais

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, género Mycoplasma, e tais micro-
organismos se diferem de outras bactérias pela auséncia de parede celular rigida. Sao
células delimitadas apenas pela unidade trilaminar da membrana (RAZIN et al., 1998).
Assim, sdo altamente pleomorficos, 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 género Mycoplasma sdo bem pequenas, variando de 0,1 a 0,25um,
com um volume celular que representa em torno de 5% do volume de um bacilo tipico.
Devido ao seu tamanho e plasticidade sua passagem ¢ possivel por meio dos filtros que
retém bactérias comuns, sendo assim estes organismos foram inicialmente considerados
como virus (TORTORA et al., 2012).

A auséncia de parede celular bacteriana tipica, contendo peptideoglicano, torna estes
micro-organismos insensiveis aos agentes antimicrobianos contra parede celular, como
as penicilinas e cefalosporinas. Todavia, sdo suscetiveis a dessecagdo, ao aquecimento,
a detergentes e desinfetantes comuns (ROSENBUSCH, 1994).

Os micro-organismos do género Mycoplasma sdao considerados os menores
organismos autoreplicaveis capazes de sobreviver como células livres (TORTORA et
al., 2012), e possuem capacidade limitada de realizar biossintese. Portanto, o cultivo de
micoplasmas exige meios enriquecidos contendo precursores desta biossintese. A alta
viruléncia de algumas espécies de micoplasmas, como M. bovis, pode estar associada a
capacidade deste patogeno de inibir a agdo de neutrofilos no hospedeiro, prejudicando a
acdo da imunidade inata do organismo afetado (GONDAIRA et al., 2017).

A maioria dos micoplasmas ¢ anaerobia facultativa, embora algumas espécies
possam ser isoladas em condi¢des de microaerofilia entre 5 ¢ 10% de CO, (QUINN et
al., 2011). As colonias tém menos de 1mm de didmetro e aparéncia tipica de “ovo frito”
quando vistas a microscopia sob luz transmitida (TORTORA et al., 2012).

Nas ultimas décadas como alternativa aos métodos convencionais de detec¢ao de
micoplasmas tem sido utilizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que ¢ um
método acurado, de alta sensibilidade e especificidade para detec¢do de Mycoplasma
spp. em amostras de leite (GHADERSOHI, 1997; BAIRD, 1999; RIFFON, 2001;

SUNG, 2006), possibilitanto um diagndstico rapido, e prevengdo de possiveis surtos de



mastites causadas por micoplasma. Diversos estudos t€ém demonstrado a eficicia da
PCR para a deteccdo de Mycoplasma spp. (CARDOSO, 2000; JUSTICE-ALLEN et al.,
2011).

2.2.Infeccoes por micoplasmas em animais domésticos

Micro-organismos do género Mycoplasma tem distribui¢do mundial e podem causar
diversas enfermidades nos animais de produgao.

Entre as importantes doencas que acometem caprinos e ovinos, as infecgdes
micoplasmaticas resultam perdas significativas, na qual morbidade e mortalidade em
alguns casos podem atingir 100% do rebanho. As principais enfermidades sdo 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 sao responsaveis
por grandes prejuizos econdmicos, sendo o M. gallisepticum o agente etioldgico
causador da doenca respiratoria cronica das galinhas e sinusite infecciosa dos perus
(NACIMENTO, 2000) e o Mycoplasma synoviae como agente causador de doengas
cronicas endémicas que sdo transmitidos verticalmente, através de ovos contaminados,
sendo altamente patogénicos e de dificil erradicagdo (LAURIMAR, 2005).

Na suinocultura a micoplasmose também ¢ responsdvel por causar importantes
enfermidades, como pneumonia enzodtica suina e artrites que podem atingir a
membrana sinovial em casos cronicos da doenga. As principais espécies descritas na
literatura sdo M. hyopneumoniae e M. hyosynoviae (KOBISCH & FRIIS, 1996)

J4 na bovinocultura os micoplasmas podem causar grave pneumonia em bezerros,
mastites em vacas lactantes e poliartrites (PFUTZNER & SACHSE, 1996). Esse micro-
organismo ja 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 patogenos do género Mycoplasma spp. sdo relativamente
comuns em grandes rebanhos leiteiros (PFUTZNER & SACHSE, 1996). Entretanto,
provavelmente o diagnostico deste patogeno ¢ subestimado (NICHOLAS & AYLING,



2003), principalmente no Brasil, onde a literatura estd praticamente restrita a relatos de
sua ocorréncia como agente causador de mastites.

Apesar de vérias espécies de Mycoplasma spp. ja terem sido isoladas em surtos de
mastite bovina, M. bovis é o patogeno de maior importancia (GONZALEZ & WILSON,
2003), em virtude da maior patogenicidade e prevaléncia nos rebanhos (BUSHNELL,
1984; GRAND et al., 1997).

M. bovis pode causar mastites clinicas, subclinicas ou cronicas. Convencionalmente
¢ considerado patdgeno contagioso, embora a evolugdo da afeccdo se assemelha ao
padrdo de patdégenos ambientais, com surtos clinicos da doenga (BRAMLEY, 1992).
Uma vez que a mastite por Mycoplasma se estabelece, o animal afetado pode eliminar
de 10° a 10® UFC por mL de leite, contaminando assim a ordenhadeira, as maos do
ordenhador, luvas de latex e demais utensilios, que se tornam importantes vias de
transmissdo para outros animais do rebanho (BUSHNELL, 1984; GONZALEZ &
WILSON, 2003; BYRNE et al., 2005).

Os sinais clinicos da mastite causada por M. bovis incluem agalaxia em mais de um
quarto mamario, e aumento de casos que nao respondem ao tratamento. Os animais se
apresentam saudaveis apesar da mastite grave. O leite apresenta sedimento, semelhante
a areia (PRETTO et al., 2001). Além da infec¢do mamadria outros sinais clinicos atipicos
podem ser observados, incluindo claudicagdo, edema dos membros anteriores,
poliartrites (WILSON et al., 2007) e emagrecimento progressivo.

A introdu¢do do agente em rebanhos livres ocorre geralmente pela aquisi¢do de
bezerros ou novilhas clinicamente saudaveis na propriedade, que podem ser portadoras
sas de M. bovis e uma vez introduzido o patdgeno, em qualquer categoria animal, torna-
se dificil a erradicagdo (GOURLAY et al., 1989). Um animal com mastite clinica
positiva para M. bovis pode ser responsavel por desencadear até um episodios de
infecgdes, em lote livre do patogeno (PUNYAPORNWITHAYA et al.,, 2011).

Os bezerros podem manter M. bovis no trato respiratério por diversos meses ou até
anos, servindo como reservatdrio do patégeno (PFUTZNER, 1990; FOX et al., 2005).

A disseminacdo do agente no organismo do animal, pode ser sistémica afetando o
pulmdo ou outros 6rgdos e posteriormente, via sanguinea alcanga a glandula mamaria
(FOX et al., 2003; 2005).

A transmissdo do M. bovis pode ocorrer durante a ordenha, na qual animais com
micoplasmose mamadria sdo ordenhados no mesmo lote de animais saudéaveis, devido ao

elevado nimero de UFC liberados por mL de leite provenientes da glandula mamaria



afetada (BIDDLE et al., 2003). Alternativamente, o contato entre animais, por meio das
vias respiratdrias, canal dos tetos, trato genital, incluindo até inseminacdo artificial com
sémen contaminado, também sdo vias de transmissdo (PFUTZNER, 1990).

Punyapornwithaya el at. (2010) investigaram, por meio de swabs, a presenga 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 saudaveis 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. E possivel afirmar que a transmissdo deste agente no rebanho possa ocorrer de
outras maneiras além da via sistémica e também pela transmissdo de um animal para
outro durante o processo de ordenha.

A taxa de incidéncia das infecgdes micoplasmaticas sdo determinadas pela
viruléncia da estirpe, dose infectante e tempo de exposicdo ao patdogeno, podendo os
animais infectados desenvolver diferentes enfermidades como pneumonia, artrose ou a
propria mastite (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2011).

Para o controle das mastites por M. bovis torna-se necessario a detec¢do de animais
infectados e a sua segregacdo ou eliminacdo. Simultaneamente devem ser realizadas
medidas preventivas para as mastites contagiosas como a higiene de ordenha, imersdo
dos tetos em solucdo antisséptica antes e apds a ordenha, desinfec¢do e manutencao do
equipamento de ordenha (GUNNING & SHEPHERD, 1996).

As perdas economicas registradas nos EUA, por mastites causadas por M. bovis, sdo
estimadas em até $108 milhdes de ddlares por ano com niveis de até 70% dos rebanhos
infectados (ROSENGARTEN & CITTI, 1999). Por outro lado, em muitos paises, ¢ um
patdégeno subestimado, devido a quantidade reduzida de laboratérios que incluem a
analise de M. bovis em sua rotina (NICHOLAS & AYLING, 2003), decorrente,
principalmente, da necessidade de meios seletivos e de condigdes 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, ap6s diversos estudos baseados em técnicas

moleculares, foi classificado como M. bovis (ASKAA & ERN@, 1976).
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Devido ao grande transito de animais (NICHOLAS & AYLING, 2003), M. bovis
tem sido descrito em diversos paises, como Israel (1964), Espanha (1967), Australia
(1970), Franca (1974), Inglaterra (1975), Checoslovaquia (1975), Alemanha (1977),
Dinamarca (1981), Suica (1983), Marrocos (1988), Coreia do Sul (1989), Irlanda do
Norte (1993), Republica da Irlanda (1994), Chile (2000) (NICHOLAS, 2002), Japao
(2000) (MAEDA et al., 2003), Grécia (FILIOUSSIS et al., 2007), Bésnia Herzegovina
(RIFATBEGOVIC et al., 2007) e Italia (RADAELLI et al., 2008), fato que confirma a
grande dispersdo do agente em todo o mundo.

No Brasil, a primeira citagdo de casos de mastite bovina por esse agente foi descrita
por Mettifogo et al. (1996), na regido de Londrina-PR, alertando para a presenga do
patégeno na etiologia da mastite no pais. Pretto et al. (2001), descreveram
subsequentemente 0 micro-organismo na regido norte do Parand e sudoeste do Estado
de Sdo Paulo, investigando 713 animais provenientes de trés 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 participacdo de micoplasmas em amostras
de leite de vacas com mastite subclinicas e clinicas de trés propriedades leiteiras da
regido centro-oeste de S@o Paulo. Das 101 e 121 amostras provenientes de mastite
clinica aguda e subclinica, respectivamente, avaliadas tanto microbiologicamente por
cultura em meio de Hayflick e por PCR, utilizando primers género especifico, todas
revelaram resultado negativo.

Em diferentes paises a prevaléncia de mastite causada por M. bovis varia entre 0,5 a
35% (GONZALEZ & WILSON, 2003; FOX et al., 2005). Tal variagdo da prevaléncia
pode ser atribuida as necessidades especiais requeridas para a cultura e isolamento de
micoplasma. Assim a identificagdo desse agente, tanto nas mastites como em outras
patologias dos sistemas respiratdrio, urogenital, articulagdes, sistema nervoso e
conjuntiva ocular tém 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 diagnostico da infec¢do ¢ a PCR em tempo real que
possibilita a identificacdo qualitativa e quantitativa das espécies de Mycoplasma em
uma mesma amostra de leite, pela analise da temperatura de dissocia¢do. Este ¢ um
aspecto vantajoso, diante das limitagdes do diagndstico microbiologico.

Na pratica, suspeita-se de micoplasmose mamaria quando sucessivas amostras de

leite de vaca com mastite revelam-se negativas nas culturas realizadas pelos métodos
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microbioldgicos padrdes (PHILPOT & NICKERSON, 2002), provavelmente devido as
exigéncias do agente com relag@o ao isolamento microbiano.

A PCR pode ser utilizada para o monitoramento da qualidade do leite,
principalmente nos casos de grandes rebanhos, possibilitando a avaliagdo de diferentes
patdgenos pela utilizagdo da Multiplex PCR (TRONCARELLI et al., 2015).

O monitoramento de micro-organismos a partir de amostras de leite de tanque de
expansdo possibilita a ado¢do de medidas de controle nos rebanhos. A identificagdo de
determinado agente infeccioso nessas situagdes indica possivelmente a participagdo nas
mastites subclinicas e, a partir desse resultado ¢ possivel pesquisa-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, ja que as perspectivas de
éxito no tratamento sdo baixas principalmente por micoplasmas (HOULIHAN et al.,
2007).

Apesar dos custos referentes a utilizacdo da PCR na rotina diagnostica, com as
novas tecnologias e as possibilidades de importacdo, tem-se conseguido menor prego
sendo factivel em muitas situacdes a utilizagdo das técnicas moleculares ndo somente
para pesquisa, mas também para o diagnostico. Especificamente no que se refere a
Mycoplasma spp. indubitavelmente s3o ferramentas que devem ser exploradas,
considerando-se os aspectos ja levantados com relagdo as limitacdes do diagnostico

microbioldgico desse agente (METTIFOGO & TAMASO, 2013).

2.4. Outros patégenos na etiologia das mastites

Anteriormente ja foi relatada a ampla variedade de micro-organismos causadores de
mastites (WATTS, 1988). A literatura nacional e internacional ¢ muito rica, havendo
muitas pesquisas nesse sentido.

De maneira geral, merecem destaque as infec¢des mamadrias 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 GUIMARAES 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 (JANOSI et
al., 2001).

2.5.Justificativa
Considerando o provavel subdiagnostico da micoplasmose mamaria bovina no
Brasil, as dificuldades de tratamento do agente e aspectos de satude publica foi proposto
o presente estudo com intuito de detectar espécies de micoplasmas em leite de vacas
com mastites clinicas. Aproveitando-se as amostras de leite, estudou-se ainda aspectos

da microbiota aerobica envolvida nessa afecgao.

3. OBJETIVO

3.1. Geral

Pesquisar a presenca de M. bovis e de outras espécies de micoplasmas em casos de
mastite clinica bovina, em amostras de leite procedentes de diferentes propriedades,
bem como avaliar a microbiota aerébica de maior frequéncia dos casos de mastites

bovinas no Brasil.

3.2. Especificos
¢ Comparar o cultivo microbiolégico com meios seletivos e a PCR direta na
identificacdo das espécies de micoplasma;
* Investigar a frequéncia das principais espécies de micoplasmas em casos
clinicos de mastite em diferentes estados do Brasil.
* Avaliar a participacdo de outros micro-organismos envolvidos na etiologia

das mastites
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas 561 amostras de leite colhidas por conveniéncia, provenientes
de vacas com mastite clinica, procedentes de 39 propriedades leiteiras dos estados de
Ceara, Goias, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
(Figura 1), recebidas pelo Nucleo de Pesquisa em Mastites (NUPEMAS) da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Botucatu, Sao Paulo, de acordo
com a seguinte distribuicdo de amostras: Ceard 1,42% (8/561), Goias 6,41% (36/561),
Minas Gerais 39% (219/561), Parana 12,12% (68/561), Rio Grande do Sul 1,96%
(11/561), Rio de Janeiro 1,06% (6/561), e Sao Paulo 37,96% (213/561) (Figura 1).

Ceara (CE) n=8
3 ; Goias (GO) n=36
Tt Minas Gerais (MG) n=219
o Sdo Paulo(SP)n=213
Rio de Janeiro (RJ) n=6
Parana (PR) n=68
Rio Grande do Sul (RS) n=11

Figura 1. Distribuicdo da origem das amostras de leite de vacas com mastite
clinica cultivadas para a presenca de micoplasmas, bem como de outros
patogenos, segundo o estado de procedéncia. Botucatu, SP, 2017

Para determinacdo do numero de amostras foi utilizada uma prevaléncia
estimada de 5% de M. bovis em rebanhos leiteiros, com base em estudos de outros
paises (FOX et al., 2005) e com um intervalo de confiangca de 95% (DEAN et al.,
2013) que resultou na colheita de um minimo de 73 amostras de leite, independente do

local de origem.
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4.2.Tamanho do rebanho:

Com relagdo ao niimero de animais por propriedade, os rebanhos utilizados foram
divididos em trés categorias: rebanho com menos de 100 animais em lactagdo foi
considerado um rebanho pequeno, rebanhos com 350 a 101 animais foi considerado um
rebanho médio e rebanhos com mais de 351 animais em lactagao foi considerado um

rebanho grande (THOMAS et al., 1981).

4.3. Obtencao das amostras:

Previamente a coleta de leite foi realizada a lavagem com agua, secagem com
papel toalha descartavel e antissepsia do 6stio do teto com solugdo de alcool iodado a
0,25%. A seguir foram colhidas amostras de 10 mL de leite, em frascos estéreis, para a
realizagdo de exame microbioldgico, bem como para avaliagdo molecular da presenca
de Mycoplasma spp. € Mycoplasma bovis,de acordo com NMC (1999). Inicialmente as
amostras foram congeladas por um periodo de sete dias e, a seguir, transportadas para o
laboratorio sob temperatura de refrigera¢do (4-8°C), em caixa de material isotérmico
contendo gelo reciclavel.

A obtencdo das amostras foi procedida por pessoas treinadas e capacitadas, e
enviadas para um laboratorio particular localizado na cidade de Botucatu, SP, para
diagnostico microbiologico convencional e, em seguida, encaminhadas ao Nucleo de
Pesquisas em Mastites (NUPEMAS), do Departamento de Higiene Veterindria e Satde
Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP/Botucatu, SP,
para a pesquisa especifica de M. bovis e outras espécies de micoplasmas.

Apesar do cultivo do leite no laboratério supracitado, foi realizado novamente o
cultivo microbiologico convencional no NUPEMAS, para identificacdo da etiologia de

outros patogenos envolvidos na etiologia das mastites.

4.4. Cultivo microbiologico convencional

As amostras (0,1mL) foram semeadas em meio dgar-sangue bovino a 5% e agar
McConkey e incubadas em condi¢cdes de aerobiose a 37°C, com visualizagdo do
desenvolvimento microbiano apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Os micro-
organismos isolados foram submetidos a colora¢do pelo método de Gram, bem como a

identificagdo por diferentes provas bioquimicas de acordo com Murray et al. (2007). As
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amostras foram consideradas contaminadas quando apresentavam mais de trés tipos

diferentes de colonias (NMC, 1999).

4.4.1. Isolamento e identificacio de Staphylococcus spp.

As colonias foram selecionadas, segundo suas caracteristicas fenotipicas e
morfoldgicas. Levou-se em consideragdo colonias com tamanho aproximado de 2 a 3
mm de diametro, coloragdo branca a amarelo dourado, hemoliticas ou nao (QUINN et
al., 2011). As colonias suspeitas foram repicadas para verificagdo morfolégica pela
coloracdo pelo método de Gram (TORTORA et al., 2012). Realizou-se a pesquisa de
producgdo da catalase (SILVA et al., 2001). Foram considerados como Staphylococcus
spp. os isolados que apresentaram morfologia tipica de cocos Gram positivos,
agrupados em cachos com a produ¢do 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 realizagdo 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 4cido etileno diamino tetracetico-EDTA
(Laborclin®), incubando-se a 37°C, por 24 horas (SILVA et al., 2001), para avaliagdo
do resultado.

Apenas os SCP foram submetidos as demais provas bioquimicas, incluindo
fermentagdo dos agucares trealose, manitol, maltose e sensibilidade ou resisténcia a
polimixina B (300 UI) (KONEMAN et al., 1997) e a novobiocina. Apds a identificagdo
das espécies, os isolados foram conservados em criotubos contendo caldo cérebro-

coragdo e glicerol a -80°C.

4.4.2. Isolamento e identificacio de Streptococcus spp.
Colonias pequenas, ao redor de 0,5 mm de didmetro, translucidas, apresentando
hemolise ou ndo, foram classificadas pelas provas da hidrolise da esculina, bile esculina

e CAMP-test. A interpretacdo foi realizada de acordo com Quinn et al. (2011) (Quadro
1).
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Quadro 1. Resultados das reagdes bioquimicas para identificagdo de Streptococcus e

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

Camp test* | Hidrolise 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 identificacdo de bactérias Gram negativas

As linhagens bacterianas isoladas em agar MacConkey foram submetidas as
provas bioquimicas para enterobactérias utilizando meios de cultura solidos e semi-
solidos, distribuidos em tubos de ensaio, visando determinar os seguintes pardmetros:
producdo de gas (glicose), H,S, urease, L-TD, motilidade, indol, lisina e citrato de

Simmons (SILVA et al., 2001).

4.5. Cultivo microbiologico para isolamento de Mycoplasma spp.

Para isolamento de Mycoplasma spp. foi realizada previamente a padronizagao
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 solido Hayflick suplementado, conforme descrito por Whitford (1994) e acrescido
de acetato de talio a 0,01% como fator seletivo (GONZALEZ & WILSON, 2003). A
incubag¢do foi procedida em ambiente de microaerofilia, em estufa de CO,, com
posterior observagdo do isolamento microbiano por até 15 dias de incubacgao, a cada trés
dias, pela observagdo das placas de cultivo em lupa, considerando-se como positivas
aquelas com presenga de colonias de aspecto caracteristico de “ovo-frito” (PRETTO et
al., 2001). Para cada caso de isolamento positivo, anotou-se o periodo para o

desenvolvimento das coldnias em protocolos utilizados para a pesquisa.
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4.6. Deteccao molecular de Mycoplasma spp. e Mycoplasma bovis
4.6.1. Extracao do DNA

Aliquotas de 1,5mL das amostras de leite foram mantidas em microtubos DNAs
free, congeladas a -80°C até o momento da extragdo do material genético microbiano, e
descongeladas previamente em temperatura ambiente, até atingirem aproximadamente
20°C. A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit comercial Illustra Blood
GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK), com algumas
adaptagdes previamente padronizadas no laboratorio de biologia molecular aplicada ao
dignostico de zoonoses — UNESP- Botcucatu-SP, utilizando-se 200uL de leite de cada
amostra.

Inicialmente centrifugou-se a 10000g por 1 minuto e retirou-se a gordura com
auxilio de um swab. Posteriormente, centrifugou-se a 10000g por 1 minuto, retirando-se
o sobrenadante com auxilio de pipeta. Adicionou-se ao pellet 40uL de tampdo de
lisozima. Homogeneizou-se rapidamente em voértex, adicionando-se 10uL de lisozima
(10mg/mL). A seguir incubou-se por 15 minutos a temperatura ambiente (5 em 5
minutos vortex). Adicionou-se 10uL de proteinase K (20mg/mL) e homogeneizou-se
em vortex. A seguir manteve-se em banho-maria a 56°C por 15 minutos. Adicionou-se
400uL de tampao de lise e manteve-se por 10 minutos com agitacdo constante com
breve spin (10 segundos). Colocou-se a coluna no tubo coletor e o tampao de elui¢do
para aquecimento a 70°C. Transferiu-se entdo o conteido do microtubo para a coluna e
centrifugou-se a 11000g por 1 minuto. A seguir descartou-se o centrifugado, retornando
o tubo coletor a coluna e adicionou-se 500puL do tampdo de lise, e centrifugou-se a
11000g por 1 minuto, adicionando-se 500uL do tampado 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 200pL do tampao de eluicdo (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 quantificagdo foi realizada pela corrida eletroforética em gel de

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

4.6.2. Realizacao da PCR
Foram utilizados iniciadores que amplificam regides espécie-especificas do

DNA codificadoras das regides 16S e 23S rRNA, baseado nas sequéncias do banco de
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dados do GenBank. As reagdes de PCR foram realizadas com um volume total de 25puL
contendo tampao de reacdo 10mM Tris HCI pH 8,0, 50mM KCl, 1,5mM MgCl,, 0,2mM
de dNTP, 10pM de cada primer, 0,5unidades de Taq Platinium (Invitrogen) ¢ 10ng de
DNA. A incubagdo foi realizada em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf).
A amplificacdo 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 extensdo
final a 72°C por 10 min.

Uma vez positivas para a PCR com primers genéricos, foi realizada a
amplificacdo do DNA de M. bovis com o uso dos primers especificos 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 (GONZALEZ et al., 1995) ¢ o
seguinte perfil de ciclo: um ciclo de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por um
minuto, 60°C por um minuto, 72°C por um minuto e uma etapa final de 72°C por 3
minutos.

A visualizagdo do material amplificado foi avaliada pela corrida eletroforética
em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,06uL/mL de Nancy (sigma). A corrida
eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89
mM 4cido borico e 20 mM EDTA) em voltagem de 65V. Apds o término da corrida, o
gel foi visualizado em transluminador de luz UV (MANIATIS et al., 1982) e a imagem
capturada pelo sistema de documentagdo digital. Foram utilizados 8uL do material
amplificado e como marcador de peso molecular 4 pl. de 100pb ladder (Invitrogen).
Para todas as amostras foram acrescidos 2 pL do tampao de corrida (0,25% azul de

bromophenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 70% agua Milli-Q).
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5. RESULTADOS

A partir do cultivo microbiolégico convencional, em condi¢des aerdbicas na
auséncia de CO,, encontrou-se prevaléncia de 47,4% (n=266) amostras negativas (sem
desenvolvimento microbiano), 5% (n=28) outros, 7,5% (n=42) contaminadas, 2,7%
(n=15) coinfeccdo e 37,4% (n=210) amostras positivas com o isolamento de apenas um
patogeno como possivel causador da infeccdo (Tabela 1).

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

Resultado Numero de amostras
Negativo 47,4% (n=266)
Outros patogenos 5% (n=28)
Isolamento de um patégeno 37,4% (n=210)
Isolamento de dois patdgenos 2,7% (n=15)
Isolamento de trés ou mais patdgenos 7,5% (n=42)
Total 100% (n=561)

Das 225 amostras positivas no cultivo microbioldgico convencional foram
isolados: Streptococcus agalactiae 7,5% (n=17), Streptococcus ndo agalactiae 27,1%
(n=61), micro-organismos Gram negativos 23,1% (n=52), Staphylococcus aureus 4%
(n=9), Staphylococcus spp. 14,2% (n=32), infec¢des 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. Patogenos isolados a partir do cultivo microbiolégico convencional, de
amostras de leite de vacas com mastite clinica. Botucatu, SP, 2017.

Patogeno Numero de

amostras

Streptococcus

34,6% (n=78)

agalactiae

7,5% (n=17)

Nao 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)

Infec¢des 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 especifico para o isolamento de micoplasmas, das 561

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

amostras de leite. As colonias foram observadas em microscopio invertido, a partir do

terceiro dia de cultivo, a cada trés dias até completar um total de 15 dias. A partir do
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terceiro dia, em 9 das 11 amostras positivas ja era possivel a observacao de coldonias
caracteristicas em formato de “ovo frito” (Figura 2). Nas demais amostras (n=2), as
coldnias s6 foram observadas a partir do sexto dia de incubacdo, notando-se isolamento

mais lento, o que ¢ também compativel com esse género microbiano (CAI et al., 2005).

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

Todas as amostras de leite incluidas no presente estudo (561), foram submetidas a
deteccao molecular para classe Mollicutes, encontrando-se 17 (3,03%) amostras
positivas. As amostras positivas para classe Molicutes foram reavaliadas, utilizando-se
primer especifico para a deteccdo de Mycoplasma bovis, e as 17 foram positivas, das
quais 35,2% (n=6) provenientes do estado do Parand, 29,4% (n=5) do estado de Sao
Paulo, 17,6% (n=3) de Minas Gerais ¢ 17,64% (n=3) de Goias. A comparacdo dos

resultados obtidos com os dois métodos de diagnostico encontra-se na Tabela 3.



22

Tabela 3. Comparagdo dos resultados obtidos no exame microbioldgico e molecular
para a pesquisa de Mycoplasma spp e Mycoplasma bovis, a partir de amostras de leite
de vacas com mastite clinica. 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 Parana, foram analisadas 68 amostras, das quais seis
positivas para M. bovis, totalizando 8,8% de prevaléncia neste estado. Em Goias, dentre
36 amostras analisadas, trés foram positivas para M. bovis, com prevaléncia de 8,3%.
No estado de Sdao Paulo, das 213 amostras analisadas, cinco foram positivas para M.
bovis, com prevaléncia de 2,3%. Em Minas Gerais, das 219 amostras analisadas, trés
foram positivas com prevaléncia de 1,3% para M. bovis.

As amostras positivas foram provenientes de seis diferentes propriedades, sendo
uma delas considerada de grande producdo no estado do Parand, uma propriedade de
média producdo do estado de Goias, duas propriedades do estado de Sao Paulo, ndo se
tendo informagdo sobre a producdo, outra de alta produgdo e duas propriedades do
estado de Minas Gerais, sendo uma de média producdo e da outra nido se tem
informagdo. Devido ao tipo de amostragem, por conveniéncia, ndo foi possivel obter
informagdes do numero de animais dos rebanhos em duas propriedades, uma de Minas
Gerais, que tiveram duas amostras positivas para M. bovis e uma de Sao Paulo, com
uma amostras positiva para M. bovis. Quando se fala em volume de producdo deve-se
entender ou relacionar ao numero médio de animais de cada rebanho, que ndo foi
possivel definir no estudo.

Dentre as 17 amostras positivas para M. bovis, na analise molecular detectou-se
coinfec¢do em cinco amostras de leite, ou seja, obteve-se o isolamento concomitante de
outros patdogenos, como Streptococcus dysgalactiae (n=2) e Staphylococcus coagulase
negativa (n=3). Trés amostras foram consideradas contaminadas no cultivo
microbioldgico convencional, por terem revelado o isolamento de trés ou mais tipos de
colonias (NMC, 1999). As demais amostras (n=9) foram positivas somente para M.

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

Mpycoplasma bovis por Microbiolégico convencional Total de
PCR amostras (%)
Positivo Streptococcus dysgalactiae 2 (11,7%)
Positivo Staphylococcus coagulase negativa 3 (17,6%)
Positivo Trés ou mais patdégenos (contaminada) 3(17,6%)

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

A micoplasmose mamaria no Brasil, devido ao reduzido numero de trabalhos
cientificos, tem sua taxa de prevaléncia praticamente desconhecida. Com efeito, ndo ¢
clara a importancia da micoplasmose como entidade nosologica nas mastites e o0s
prejuizos ocasionados aos rebanhos leiteiros do pais. A literatura nacional se restringe
apenas a poucos estudos regionais e relatos de surtos por este patogeno, confirmando-se
assim a presenca de M. bovis como causador de mastites no pais. O presente estudo foi
elaborado visando investigar o maior nimero de rebanhos, de diferentes regides,
possibilitando estudo de prevaléncia mais abrangente. De 561 amostras analisadas,
procedentes de sete diferentes estados do Brasil, aproximadamente 3% dos casos de
mastites clinicas 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 regido de Londrina, PR. Mettifogo ¢ Tamaso
(2013) relataram surto de mastite causada pelo mesmo patégeno, no estado de Minas
Gerais. No presente estudo, foram detectados casos de mastite por M. bovis nos dois
estados, sendo no Parand a prevaléncia de 8,8% e em Minas Gerais de 1,3%.

M. bovis foi descrito por Gonzéalez e Wilson (2003) como a espécie mais frequente
do género 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 clinicas.

O registro deste patdgeno como agente etioldgico na mastite ¢ varidvel em diversos
paises, sendo descrito entre 0,5 ¢ 55% dos casos (GONZALEZ & WILSON, 2003;
MIRANDA-MORALES et al., 2009). Essa variabilidade quanto a sua frequéncia em
diferentes paises pode estar relacionada as técnicas utilizadas para o diagndstico,
tamanho dos rebanhos, e rotina de cultivo do agente nos laboratorios de apoio
diagnéstico (GONZALEZ & WILSON, 2003).

No presente estudo, encontrou-se prevaléncia de 3,03% de M. bovis como patdogeno
nas mastites clinicas em bovinos. A variagdo na prevaléncia da ocorréncia de mastites
por esse patogeno 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
higiénico estabelecido antes e apds a ordenha podem favorecer a infecgdo. Ainda, em
grandes rebanhos, a proximidade dos animais ou maiores possibilidades de risco de
aquisi¢do de animais, poderiam contribuir para a introdu¢do do patégeno nos rebanhos
(DOMINGUES & LANGONI, 2001; LANGONI, 2013).

Deve-se salientar a alta contagiosidade das bactérias do género Mycoplasma,
incluindo-se M. bovis, e que as chances de transmissdo sdo facilitadas em rebanhos
maiores (THOMAS et al., 1981; FOX et al., 2003). Os aspectos higiénicos durante o
processo de ordenha s3o importantes para se evitar a ocorréncia das mastities,
especialmente nos casos de patogenos de alta contagiosidade como ¢ o caso de
micoplasmas (LANGONI, 2013).

Francoz et al. (2012) em Quebéc, no Canada, observaram prevaléncia de 2,6%
deste patdgeno em amostras de leite de tanques de expansdo. Resultado similar foi
encontrado no presente estudo (3,03%), apesar de tratar-se de casos de mastites clinicas.
O monitoramento da qualidade do leite com a pesquisa molecular de tanques de
expansdo € necessario para melhor entendimento da dindmica da infeccdo nas
propriedades leiteiras devido a possivel deteccao da presenca de micoplasmas, em casos
subclinicos e clinicos, nos quais o leite ¢ destinado indevidamente ao tanque de
expansdo. Desta maneira deve ser realizada uma triagem da propriedade, e caso
encontre-se tanques positivos, sugere-se uma avaliacdo detalhada do rebanho, para
evitar a disseminagdo do patdgeno (FOX et al., 2003).

Na regido canadense investigada por Francoz et al. (2012) para ocorréncia de
micoplasmose mamaria os rebanhos leiteiros apresentavam, em média, 60 animais
(CANADIAN DAIRY INFORMATION CENTER, 2016). No Brasil, a média do
tamanho de rebanhos ¢ inferior, com cerca 29 animais (PARANA, 2014; ZOCCAL,
2008). Ambas regides se caracterizam por pequenos rebanhos produtores de leite, sendo
assim espera-se menor prevaléncia de Mycoplasma spp. nas mastites ja que, de acordo
com a literatura, os riscos de infec¢do sdo maiores em grandes rebanhos (THOMAS et
al., 1981; FOX et al., 2003).

Por outro lado, no Brasil existem regides que possuem dareas especializadas em
producdo de leite, com grandes rebanhos e producdes mais intensivas que as demais
regides. A titulo de exemplo, o estado do Parand ¢ o terceiro maior produtor de leite

com inspecdo no pais, produzindo 2,8 bilhdes de litros, representando 11,8% da
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produgdo total de leite inspecionado do Brasil (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2016). No presente estudo foi o estado com maior prevaléncia 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 lactagdo,
concordando com a hipotese apresentada por Thomas et al. (1981) e Fox et al. (2003) na
qual o tamanho do rebanho apresenta fator de risco para a ocorréncia de mastite por M.
bovis.

Pretto et al. (2001), no estado do Parana, relataram prevaléncia de 5,83% de mastites
(clinicas e subclinicas) causadas por M. bovis. Esse estado possui regides com
propriedades altamente especializadas para produgdo leiteira com propriedades com
grande nimero de animais em lacta¢do, fato que favorece o risco de ocorréncia de
mastite por Mycoplasma spp. (THOMAS et al., 1981).

Devido a amostragem de conveniéncia adotada nesta pesquisa, o sistema de
producgdo das propriedades envolvidas e o tamanho de dois rebanhos positivos para M.
bovis sdo desconhecidos, dificultando uma analise detalhada e criacdo de hipodteses de
possiveis fatores de risco que pudessem desencadear a infec¢do. A preocupagdo
primordial desta pesquisa foi abranger o maximo de propriedades e amostras de leite
possiveis para se conhecer a real prevaléncia deste agente no pais, enfatizando-se que o
presente estudo € o primeiro desta natureza realizado em tal abrangéncia no pais.

Dentre as seis propriedades positivas para M. bovis foi possivel avaliar o tamanho
do rebanho de 4 propriedades, duas consideradas de tamanho grande (>350 animais em
lactacdo), e duas de tamanho médio (entre 100 e 349 animais em lactacdo). Pode-se
considerar, portanto, que em um pais com uma média de tamanho de rebanhos inferior a
29 animais (PARANA, 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 sdo varidveis. No
periodo 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 ¢ de 187 animais (USDA, 2012), fato
que influenciaria na maior prevaléncia desse patdgeno nas propriedades. Sabe-se que a

contagiosidade dos micoplasmas ¢ elevada, e a possibilidade de contagio durante o
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processo de ordenha ¢ maior (GONZALES & WILSON, 2003). Deve-se enfatizar que o
manejo sanitdrio animal ¢ de extrema importancia para o controle das mastites,
incluindo-se as causadas por micoplasmas (LANGONI, 2013).

Ha poucos estudos sobre a prevaléncia deste patdgeno nas mastites clinicas. Manzi
(2014) encontrou prevaléncia de 16,4% de Mycoplasma spp. em tanques de expansio na
regido centro-oeste do Estado de Sao Paulo, diagnosticado pela PCR, obtendo
prevaléncia relativamente maior se comparada a encontrada no presente estudo. No
entanto, foram utilizadas amostras de tanques de expansio, enquanto no presente estudo
foram investigados casos clinicos de mastite. Tal diferenga poderia ser justificada pelo
fato de que o patdgeno poderia estar causando mastites subclinicas nos rebanhos,
possibilitando a deteccdo no tanque de expansdo, pois possivelmente o leite ¢
adicionado ao tanque das propriedades.

Justice-Allen et al. (2011) compararam dois métodos diagndsticos para deteccao de
M. bovis, o cultivo microbiano no meio de Hayflick e o diagnoéstico molecular pela
PCR. Foram analisadas 180 amostras de leite provenientes de tanques de expansdo
encontrando concordancia 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
microbioldgico em meio Hayflick, quando comparado ao método PCR.

Apesar do cultivo microbioldgico ndo ter sido o objetivo principal deste trabalho, a
avaliagdo deste parametro nas mastites clinicas ¢ de suma importancia para atualizagdo
de dados nas propriedades e regides estudas. Foi encontrada a prevaléncia de 27,1% de
Streptococcus nao agalactiae (S. uberis e S. dysgalactiae) e 23,1% de patogenos Gram
negativos (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia rubideae, Hafnia alvei,
Enterobacter aglomerans, Citrobacter freudii e Serratia marscenscens), que sao
considerados patégenos ambientais causando, na maioria das vezes, mastite clinica
aguda, concordando com Sumathi et al. (2008) que avaliaram também amostras de leite
de animais com mastites clinicas.

Oliveira et al. (2015) ao analisarem mais de 4 mil amostras de leite de animais com
mastite clinica no Brasil, encontraram prevaléncia semelhante a obtida no presente
estudo, sendo 19% de mastites causadas por coliformes. No entanto, a prevaléncia

encontrada no presente estudo de mastite causada por Streptococcus ndo agalactiae (S.
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uberis e S. dysgalactiae) foi maior que a obtida por Oliveira et al. (2015), inferior a
10%.

Varios fatores contribuem para as diferencas da microbiota nas mastites subclinicas
e clinicas, em vacas, particularmente no que se refere ao manejo higiénico sanitario e
condi¢des ambientais (RIBEIRO et al., 2016). Desta forma, a avaliagdo dos patdgenos
envolvidos nas mastites ¢ um ponto relevante para andlise de fatores de riscos na
propriedade, em um programa de controle. A vigilancia epidemioldgica a partir do
estudo de fatores de risco possibilita orientar a adequag¢do do manejo visando aumento
da producgdo leiteira, além de se melhorar a qualidade higiénica do leite produzido na
propriedade (LANGONI et al., 2013).

A partir desse monitoramento rigoroso alguns paises desenvolvidos conseguiram
controlar a presenca de mastites causadas por certos patdgenos como Staphylococcus
aureus € Streptococcus dysgalactiae (DODD, 1983; KEEFE, 2012) e erradicar em
algumas propriedades Streptococcus agalactiae (KEEFE, 1997).

Deve-se enfatizar a importancia do diagnostico microbiologico nas mastites, com
intuito de conhecer a microbiota envolvida na etiologia, que possibilita acdes
especificas no controle/profilaxia dos agentes contagiosos ou ambientais
(DOMINGUES & LANGONI, 2001). No presente estudo, 9 (52,9%) amostras de leite
seriam consideradas negativas caso ndo fosse realizada concomitante a deteccdo
molecular de micoplasma.

Atualmente a pesquisa do agente infeccioso em patologia humana e veterinaria deve
ser pautada em técnicas que possibilitam e elucidem ndo somente 0 micro-organismo
envolvido, mas também caracteristicas inerentes ao patdogeno, contribuindo para o
estudo da epidemiologia molecular, para que de fato possam ser estabelecidas medidas
de controle mais efetivas. Especificamente relacionado aos micoplasmas como
patdgeno nas mastites, novas pesquisas devem ser propostas incluindo-se a
caracterizacdo molecular dos isolados correlacionando os resultados com fatores de
risco para as mastites contagiosas, com material de diferentes propriedades e de
localizagdes variadas. Com esse perfil serd possivel obter mais informagdes sobre o seu

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

Pode-se concluir pela dispersdo de Mycoplasma bovis nos rebanhos leiteiros
avaliados, apesar da prevaléncia ser menor quando se compara com a de outros paises.
Enfatiza-se a sua importancia do patdgeno na etiologia das mastites bem como de novos
estudos, contemplando um nimero maior de rebanhos, de diferentes localidades do pais,
bem como a avaliagdo de amostras de tanques de expansao das propriedades, incluindo
o cultivo e exame molecular por PCR, para elucidar a importincia deste patdogeno na
etiologia das mastites no pais.

Quanto aos demais micro-organismos isolados, tem-se o encontro de um microbiota
aerdbica variada sendo os géneros Streptococcus spp. € Staphylococcus spp. 0s mais

frequentes.
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