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RESUMO

O género Mycoplasma inclui mais de 200 espécies responsaveis por causar
doencas nos animais. Apresenta células de tamanho reduzido e em formatos
variaveis. Ocasiona mastite em bovinos, podendo também, estar relacionado a
outras manifestagcBes como artrite e pneumonia em bezerros e novilhas. Neste
estudo, objetivou-se o isolamento de espécies de micoplasmas a partir de
amostras de leite de mastite clinica bovina, bem como, a deteccdo de
Mycoplasma (M.) bovis pelas técnicas moleculares de PCR convencional e
PCR em tempo real. Um total de 1166 amostras de leite de casos de mastite
clinica, provenientes de nove propriedades leiteiras da regido da bacia leiteira
ABCW - Parana e de uma propriedade situada na regido de Sao Pedro — Sdo
Paulo foram avaliadas para a presenca do DNA de Mollicutes. Desse total, em
100 amostras de leite que foram positivas a PCR para a classe Mollicutes,
realizou-se a PCR para deteccédo de M. bovis obtendo-se positividade de 13%
(13/100). Na analise pela PCR em tempo real obteve-se 11% (11/100) de
amostras positivas para M. bovis. No cultivo microbiol6gico, obteve-se 6%
(6/100) de crescimento ao se utilizar o meio Hayflick e, 11% (11/100) de
crescimento ao se utilizar o meio SP4 (incluindo as positivas ao primeiro). A
partir desses isolados em caldo PPLO, nove deles foram positivos a PCR
convencional para M. bovis e dois, negativos. Na andlise filogenética dos
isolados, a partir dos resultados do sequenciamento, obteve-se 100% de M.
bovis para todos os isolados. Frente aos resultados obtidos, ressalta-se a
importancia de estudos mais aprofundados para a elucidacdo de outras
espécies de micoplasmas envolvidas na mastite bovina, e reforca a

participacdo de M. bovis na sua etiologia.

Palavras-chave: Micoplasmose, PCR, Mastite Bovina, Mollicutes, Leite.



ABSTRACT

The Mycoplasma genus includes more than 200 species responsible for
causing diseases in animals. It presents cells of reduced size and in variable
shapes. It may cause mastitis in cattle, and may also be related to other
manifestations such as arthritis and pneumonia in calves and heifers. The
objective of this study was to isolate mycoplasma species from bovine clinical
mastitis milk samples, as well as the detection by molecular techniques of
conventional PCR and real-time PCR of M. bovis. A total of 1166 milk samples
from clinical mastitis cases from nine dairy farms in the ABCW - Paran& dairy
region and from a property located in the Sdo Pedro region - Sdo Paulo were
evaluated for the presence of Mollicutes DNA. From this total, 100 milk samples
that were PCR positive for the Mollicutes class, the PCR was performed to
detect the M. bovis, obtaining 13% positivity (13/100). Real-time PCR analysis
yielded 11% (11/100) of positive samples for M. bovis. In the microbiological
culture, 6% (6/100) of growth was obtained when using the Hayflick medium
and 11% (11/100) growth when using SP4 medium (including positive ones in
the first one). From these isolates in PPLO broth, nine of them were positive to
conventional PCR for M. bovis and two, negative. In the phylogenetic analysis
of the isolates, from the results of the sequencing, 100% of M. bovis was
obtained for all the isolates. In view of the results obtained, the importance of
further studies for the elucidation of other species of mycoplasmas involved in
bovine mastitis is emphasized, and reinforces the participation of M. bovis in its
etiology.

Key words: Mycoplasmosis, PCR, Bovine Mastitis, Mollicutes, Milk.



1 INTRODUCAO

A mastite € uma doenca de importancia econémica nos rebanhos leiteiros
devido a sua alta prevaléncia. Sua presenca no rebanho causa queda na
producdo, menor rendimento de produtos lacteos e perda da qualidade do leite,
custos com medicamentos para tratamento e também com honorérios
profissionais. Em alguns casos, a lesdo do Ubere pode levar a sua perda, em
decorréncia da grave sintomatologia ou ainda, ocasionar a morte prematura do
animal apdés quadros de septicemias dependendo do patdégeno envolvido
(LANGONI, 2013).

Diversas espécies de micro-organismos estdo envolvidas na etiologia das
mastites, classificados em contagiosos ou ambientais. De origem contagiosa, a
mastite bovina causada por bactérias pertencentes a classe Mollicutes sdo de
grande preocupacao nas propriedades leiteiras.

Entre as espécies isoladas estd M. bovis, responsavel por ocasionar
problemas respiratérios, surtos de mastite clinica e acentuada queda na
producdo de leite, principalmente em grandes rebanhos (AEBI et al., 2012;
POTHMANN et al., 2015). Por outro lado, em rebanhos com menor nimero de
animais, as manifestacbes decorrentes da presenca de M. bovis, ocorrem
principalmente na forma de artrite e pneumonia em bezerras e novilhas
(PFUTZNER e SACHSE, 1996).

Um dos entraves da eliminacdo da micoplasmose mamaria nos rebanhos é
o fato da deteccdo desse patdgeno nado estar incluida na rotina laboratorial de
diagnéstico de mastite. Quando detectada sua presenca no leite, aconselha-se
o descarte do animal afetado, ou a sua manuteng¢do em currais isolados, a fim
de se evitar a disseminacdo para outros animais do rebanho, uma vez que a
mastite por micoplasmas pode ser difundida rapidamente em até 40% do
rebanho durante um surto (NICHOLAS et al., 2016).

Para se evitar surtos de micoplasmose mamaria em rebanhos leiteiros,
recomenda-se a inclusdo do diagndéstico microbioldégico ou molecular para
deteccdo precoce do patébgeno em amostras de leite, ou amostras clinicas
compativeis com micoplasmose. Técnicas moleculares tém sido amplamente
utilizadas na deteccado de M. bovis em amostras de leite (BAIRD et al., 1999;
AEBI et al., 2012; HIGUCHI et al., 2013).



Sugere-se 0 monitoramento da presenca de micoplasmas utilizando-se
como triagem a deteccdo destes patdbgenos em amostras de leite de tanques
de expansao das propriedades, especialmente as de alta producéo, ja que
podem causar mastite subclinica (NICHOLAS et al., 2016).

Considerando-se a importancia das mastites, seu impacto negativo na
cadeia produtiva do leite e a alta prevaléncia de mastites por Mycoplasma spp.
relatada na literatura internacional, propusemos o0 presente estudo a fim de
detectar as espécies envolvidas em casos de mastite clinica em propriedades

leiteiras de alta producéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do género Mycoplasma

Pertencentes ao filo Tenericutes, classe Mollicutes, os membros
procariontes dessa classe possuem como principal caracteristica a
flexibilidade, resultante da auséncia de parede celular. Devido a essa
flexibilidade de membrana, a maioria dos Mollicutes é filtrAvel por membranas
de 450 nm, ou ainda, algumas células menores, podem atravessar membranas
de 220 nm ou até 100 nm. A auséncia de parede celular confere a essa classe
resisténcia a beta-lactamicos, como a penicilina e seus derivados, bem como
sensibilidade e lise por choques osmaticos, detergentes e alcodis (BROWN et
al., 2011).

N&o se coram ao Gram, e apresentam formato que variam de estruturas
esféricas ou semelhantes a baldo a filamentos ramificados ou helicoidais a
microscopia eletrénica, dependendo da pressao osmotica, qualidade nutricional
do meio de cultura e também da fase de crescimento (RAZIN et al., 1998).

A dificuldade ao se estudar os micro-organismos da classe Mollicutes é
atribuida as suas necessidades nutricionais e as peculiaridades relacionadas a
cada espécie, essas carcteristicas levaram uma atencao especial quanto a sua
filogenia. Duas hipéteses sugerem a evolucao de micoplasmas, sendo que a
primeira supde que 0s micoplasmas descendem de uma classe primitiva de
micro-organismos; e a segunda, que provém de uma degeneracéo de bactérias
gram positivas, possivelmente clostridios (FADIEL et al., 2007).

Em meio de cultura sélido, as colonias apresentam tamanho muito
reduzido, em meédia menos de 1 mm de didmetro, e possuem como
caracteristica o crescimento que adentra a superficie do agar com aparéncia de

“ovo-frito” (PRETTO et al., 2001), como representado na Figura 1.



Figura 1: Colbnias de Mycoplasma bovis em meio de cultura sélido Hayflick.
Isolamento apés trés dias de incubagdo em estufa de CO, a 37°C,
evidenciando a caracteristica de “ovo frito”. NUPEMAS, FMVZ, 2018.

2.2 Micoplasmose: Visao geral sobre ocorréncia e perdas

Desde os primeiros relatos do isolamento de Mollicutes na literatura
(NOCARD e ROUX, 1898; HALE et al, 1962) essa classe tem sido
amplamente pesquisada. A literatura relata casos de ocorréncias de surtos;
pesquisas e desenvolvimento de vacinas; desenvolvimento e padronizacdo de
técnicas moleculares; ocorréncia de novas espécies causadoras de infeccoes;
entre outras (FREY et al., 1999; NICHOLAS et al., 2002; ANGEN et al., 2009;
AEBI et al., 2012; MANZI et al., 2018).

Na medicina veterinaria, a presenca de micoplasmas causa doenca nos
animais, incluindo a mastite, e resulta em perdas econdémicas decorrentes de
gqueda de producao e custos com tratamentos dos animais.

Os Mollicutes possuem como caracteristica a relacdo da espécie com o
tecido do hospedeiro, mas pode em alguns casos ocorrer em locais diferentes
do seu habitat normal. Embora algumas espécies sejam saprofitas ou



comensais, a maioria sao consideradas patogénicas para os animais (RAZIN et
al., 1998). As manifesta¢cBes clinicas ocorrem com quadros de mastite, artrite
ou doenca respiratéria em bovinos (NICHOLAS e AYLING, 2003); agalaxia
contagiosa, em pequenos ruminantes (MADANAT et al., 2001); sintomatologia
respiratéria nas aves (PAPAZISI et al., 2003), entre outras manifestacdes e
espécies de animais que podem albergar o agente.

A ocorréncia de surtos relacionados a presenca de espécies de
micoplasmas é de grande preocupacdo na medicina veterinaria. A partir da
introducdo de M. bovis em um rebanho, este micro-organismo pode
rapidamente se disseminar entre os animais e ocasionar surto de mastite em
vacas, e doenca respiratoria em bezerros (POTHMANN et al., 2015).

Pothmann et al. (2015) descreveram um surto em uma propriedade leiteira
da Austria envolvendo 19 animais. A introducdo de M. bovis no rebanho
estudado desencadeou rapidamente um surto com animais apresentando
sintomatologia respiratoria severa, mastite clinica e queda drastica na producéo
de leite. Devido a grave sintomatologia apresentada pelos animais, cinco
morreram ou foram eutanasiados em duas semanas. As anélises moleculares
revelaram a ocorréncia de Unica cepa de M. bovis responsavel pelo surto.
Grandes perdas econdmicas foram relatadas, decorrentes da queda de
producao, custos com medicamentos e descarte de animais.

Em 1999 as perdas econdmicas resultantes de M. bovis nos animais,
relatadas no Reino Unido, ultrapassam 54 milhdes de libras, com
acometimento de aproximadamente 1,9 milhdes de animais naquele ano. Na
Europa as perdas foram de 576 milh6es de euros no ano de 2000. Ja nos EUA,
a ocorréncia de mastite bovina por este patégeno € maior que a ocorréncia de
doenca respiratoria, e ultrapassou em anos anteriores um total de 108 milhdes
de ddlares anuais de perdas econémicas (NICHOLAS e AYLING, 2003).

Atualmente, na Nova Zelandia, o governo estima que para a erradicagao
ou para o controle de M. bovis no pais, deverdo ser gastos mais de 500
milhdes de dblares em um periodo de 10 anos. Desde a sua deteccdo, em
2017, estima-se que ja foram gastos 100 milhdes de dolares com indenizagodes,
andlises do leite para determinagdo da disseminacdo do patdgeno no pais e
atualizacdo de sistemas para rastreamento dos animais acometidos (USDA,

2018), denominado National Animal Identification and Tracing (NAIT).



Esforcos relacionados a deteccéo e erradicacao de M. bovis em rebanhos
tém como objetivo principal evitar a disseminagado entre os animais e diminuir
as perdas resultantes da sua presenca (PARKER et al., 2018).

Na medicina humana M. pneumoniae € frequente em infec¢bes no trato
respiratério, principalmente em criangas. Surtos de pneumonia por este agente
séo relatados na literatura a cada 3-7 anos, com a hipotese de variaces de
subtipos de M. pneumoniae ocorrendo na populagdo humana. Na maioria dos
casos a sintomatologia é leve, com traqueobronqueite, dores de cabeca e
tosse; em casos severos, 0 envolvimento extrapulmonar pode levar a morte
pelo acometimento neuroldgico (WINCHEL et al., 2008).

Outra manifestacdo reconhecida em humanos € a infeccdo do trato
urinario. Ureaplasma urealyticum, M. hominis, M. genitalium, M. fermentans e
M. penetrans sdo patdgenos reconhecidos por causarem doenca em humanos
(CORDOVA e CUNHA, 2002).

Culturas celulares estdo susceptiveis a contaminacdo por micro-
organismos da classe Mollicutes. Sao relatadas mais de 20 espécies isoladas
de cultivos contaminados, entre eles: M. orale, M. hyorhinis, M. arginini, M.
fermentans, M. hominis ou Acholeplasma laidlawii, que representam 90 a 95%
das espécies identificadas, podendo ocorrer variacdo nas taxas de isolamento
de acordo os estudos. A presenca desses micro-organismos em cultivos
celulares acarreta efeitos citopaticos graves (DREXLER e UPHOFF, 2002) e
dificulta o diagnéstico a partir do isolamento de determinados patégenos,
principalmente virus.

Diferente da contaminacao por fungos ou outras bactérias, a presenca de
micoplasmas em culturas celulares ndo é visivel a olho nu, podendo
permanecer por longo periodo sem danos celulares perceptiveis. Nikfarjam e
Farzaneh (2012) citam como principais fontes de contaminagéo celular: o corpo
técnico dos laboratérios, que disseminam espécies de origem humana; o soro
fetal bovino, responsavel pela contaminacdo de origem bovina; solugéo
contendo tripsina € uma das fontes de origem de suinos. Os autores sugerem o
uso de antimicrobianos apenas para cultivos celulares muito valiosos, e
recomendam o descarte da maioria de células contaminadas com

micoplasmas.



2.3 Micoplasmose nos animais

Aproximadamente 200 espécies pertencentes a classe Mollicutes,
principalmente espécies de micoplasmas, sdo reconhecidas como patégenos
de importancia em medicina veterinaria. As espécies de micoplasmas que
causam doengas em animais de producdo s&o as mais importantes
considerando as perdas econdémicas que acarretam (FREY, 2002).

Varias espécies sdo descritas em ruminantes, ocasionando diferentes
quadros de micoplasmose (JUNQUEIRA e LANGONI, 2016). A
pleuropneumonia contagiosa bovina € uma doenca severa causada por M.
mycoides subsp. mycoides e ocorre com frequéncia em paises da Africa. Em
decorréncia das grandes perdas econdmicas com queda na producéo,
tratamento e morte dos animais, estudos buscam elucidar fatores de viruléncia
associados ao agente (DI TEODORO et al., 2018). O principal mecanismo
causador de doenca nos animais é a capacidade de adesdo ao tecido do
hospedeiro, por lipoproteinas de superficie, como a LppA, por exemplo. A
presenca da proteina de membrana GIpO, resulta na producédo de perdxido de
hidrogénio, um composto altamente toxico para as células do hospedeiro,
desencadeando a morte celular por citotoxicidade (PILO et al., 2007).

O desenvolvimento de vacinas é uma ferramenta para o controle e
erradicacdo da pleuropneumonia contagiosa (MWIRIGI et al., 2016). Em
algumas regides do mundo, como EUA e alguns paises da Europa, a doenca ja
foi erradicada desde o século 19. Na China, ndo ha relatos de casos desde
1989 sendo considerada livre da doenca em 2008 por meio da vacinacao (XIN
et al., 2012).

M. bovis é um importante patégeno na etiologia das mastites, pneumonia e
artrite em bezerros. Seu principal fator de viruléncia estd associado a sua
capacidade de invadir o sistema imunoldgico do hospedeiro por um sistema de
variacdo de antigeno de superficie (vsp). Essas proteinas de superficie de
membrana proporcionam a essa espécie a capacidade de causar doencas
cronicas a partir da falha do sistema imunolégico em reconhecer esses
antigenos, bem como a adaptacdo em diferentes ambientes no hospedeiro
(BEHRENS et al., 1994).
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M. dispar esta relacionado com casos de broncopneumonia em bezerros
(FREY, 2002), assim como outras espécies, como, por exemplo, M. bovirhinis
(ANGEN et al., 2009). Em bovinos, M. mycoides subsp. mycoides, M. bovis, M.
bovigenitalium, M. leachii, M. bovirhinis, M. dispar, M. bovoculi sdo espécies
consideradas importantes que ocasionam quadros clinicos de
pleuropneumonia, pneumonia, mastites e conjuntivite.

M. gallisepticum é um importante patbgeno na avicultura, responsavel por
doencas respiratorias crénicas com grandes perdas econémicas. O sucesso na
colonizagdo do epitélio respiratério pelo micro-organismo se dé principalmente,
pela presenca de antigenos de variagdo de superficie responsaveis pela
invasdo do sistema imune do hospedeiro (PAPAZISI et al., 2003).

Na suinocultura, a pneumonia enzodtica dos suinos € uma grande
preocupacao devido a sua alta prevaléncia e perdas econémicas. Causada por
M. hyopneumoniae, sua presenca resulta em reducdo no crescimento
promovendo susceptibilidade a outras doencas bacterianas e virais, como o
circovirus suino (CHAE, 2016).

No Quadro 1, estdo relacionadas algumas das principais espécies de

Mollicutes causadoras de doencas nos animais.
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Quadro 1: Principais Mollicutes patogénicos em animais (FREY, 2002

adaptado).

ESPECIE ANIMAL / Espécie Mollicutes

DOENCA

BOVINOS

M. mycoides subsp. mycoides SC
Mycoplasma spp. bovino grupo 7
M. bovis

. dispar

. californicum

. canadense

. bovigenitalium

. bovoceculi
Ureaplasma diversum
Eperythrozoon wengonii

=TI L

Pleuropneumonia contagiosa bovina
Pneumonia e artrite

Mastite, pneumonia e poliartrite (bezerros),
metrite, aborto, esterilidade
Pneumonia (bezerros)

Mastite

Mastite

Mastite e doenca genital
Conjuntivite

Metrite, esterilidade, aborto

Anemia

CAPRINOS E OVINOS

. capricolum subsp. capripneumoniae
. capricolum subsp. capricolum

. mycoides subsp. capri

. mycoides subsp. mycoides LC

. agalactiae

. ovipneumoniae

. conjunctivae

=TI L

Pleuropneumonia contagiosa caprina

Mastite, artrite

Pneumonia, mastite, artrite, septicemia (caprino)
Pneumonia, mastite, artrite, septicemia (caprino)
Agalaxia infecciosa

Pneumonia (cordeiro)

Ceratoconjuntivite contagiosa (ovino)

AVES DOMESTICAS

M. gallisepticum

Doenca respiratoria crénica (galinha), sinusite,
aerossaculite infecciosa (peru)

Haemobartonella canis
Haemobartonella felis

M. synoviae Aerossaculite, artrite, tenossinovite
M. meleagridis Aerossaculite, sinusite, artrite (peru)
M. anseris Infecgdo do trato respiratério (ganso)
Acholeplasma axanthum Aerossaculite (ganso)

SUINOS |

M. hyopneumoniae Pneumonia enzootica

M. hyohinis Pneumonia, artrite

M. hyosynoviae Artrite

Eperythrozoon suis Anemia

EQUINOS |

M. felis Pleurite

M. equirinis

M. equipharyngis

CAES E GATOS |

M. cynos Pneumonia

M. felis Conjuntivite, pneumonia (gato)

Anemia (c&o)
Anemia (gato)

PEQUENOS ROEDORES

M. arthritidis
M. pulmonis

Artrite (rato)
Infeccbes no
(ratazana e rato)

trato respiratério e genital
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2.4 Mastite bovina causada por Mycoplasma spp.

As mastites causadas por espécies de micoplasmas sdo uma preocupacao
na indastria leiteira. Vacas com mastite clinica podem apresentar febre, edema
e endurecimento do Ubere com alteragbes no leite, como a presenca de
sedimento ou aspecto aquoso (HIGUCHI et al., 2013) com elevadas perdas
econdmicas.

De acordo com Nicholas et al. (2016), as caracteristicas das mastites por
micoplasmas diferem de outros patdégenos, como Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. pelos seguintes fatores: sdo altamente contagiosas; afetam
mais de um quarto mamario, o que resulta em significativa queda de producao;
sao refratarias a tratamentos com antimicrobianos; caracterizam-se por uma
mastite purulenta, sem odor, com secre¢fes descoloridas e, em alguns casos,
as vacas podem permanecer sem alteracdes clinicas evidentes, mesmo em
casos severos.

Mais de 25 espécies pertencentes a classe Mollicutes causam mastite e
outras manifestacgdes clinicas em novilhas e vacas. Sdo mais frequentes em
rebanhos leiteiros: M. californicum, M. alkalescens, M. arginini, M.
bovigenitalium, M. canadense, M. dispar, M. bovirhinis (HIGUCHI et al., 2013) e
M. bovis (NICHOLAS e AYLING, 2003). A presenca dessas espécies pode
variar de acordo com a regido geografica dos diferentes estudos.

M. bovis continua sendo a espécie mais frequentemente isolada nos
rebanhos leiteiros (AEBI et al., 2012; NICHOLAS et al., 2016; AL-FARHA et al.,
2017). Entretanto, outras espécies também séo isoladas. Em estudo realizado
em oito provincias da Argentina, em amostras de leite oriundas de mastite
bovina e também de tanque de expanséao, foram encontradas M. bovirhinis, M.
alkalescens e M. californicum (SOSA et al., 2017).

O primeiro relato de surto de mastite por M. agalactiae subsp. bovis foi
descrito por Hale et al. (1962) em uma propriedade leiteira nos EUA. No Brasil,
o primeiro relato da doenga em rebanho leiteiro foi de Mettifogo et al. (1996), na
regido de Londrina, Parana. Inumeros relatos tém sido feitos a respeito da
ocorréncia da presenca ou surtos de micoplasmose mamaria ao redor do
mundo, porém no Brasil, poucos estudos foram realizados a fim de se elucidar

a ocorréncia da micoplasmose mamaria. Estudos no Brasil tém reportado a
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presenca de M. bovis em rebanhos leiteiros, com prevaléncia de 1,4% em
tanques de expansao (MANZ| et al., 2018) e 3,03% em amostras de mastite
clinica (JUNQUEIRA et al., 2017).

Diferentes espécies de micoplasmas podem causar mastites, com
manifestagdes clinicas, subclinicas, ou ainda, casos cronicos com baixas taxas
de cura ao tratamento (GONZALEZ e WILSON, 2003). Trata-se de uma
infeccdo comum em paises da Europa e nos Estados Unidos, com ocorréncia
de surtos principalmente relacionados a presenca de M. bovis. Essa espécie é
responsavel por ocasionar problemas respiratorios, surtos de mastite clinica e
acentuada queda na producdo de leite em grandes rebanhos (AEBI et al.,
2012; POTHMANN et al., 2015), por outro lado, em rebanhos com menor
namero de animais, as manifestacdes decorrentes da presenca de M. bovis,
ocorrem principalmente na forma de artrite e pneumonia em bezerras e
novilhas (PFUTZNER e SACHSE, 1996).

A transmissdo de M. bovis se d& por contato direto com animais infectados.
Os principais riscos de infec¢do ocorrem na introducdo de novos animais no
rebanho, podendo se dar a partir de procedimentos de reproducdo, como
inseminacao artificial; ambiente de ordenha e equipamentos contaminados;
transmissao por via aerégena ou ainda pessoas contaminadas em contato com
0os animais. Propriedades leiteiras que adotam procedimentos de
biosseguranca estdo susceptiveis a entrada de M. bovis por meio da
inseminacao artificial com sémen contaminado. Vacas inseminadas a partir de
sémen contendo esse patdgeno correm o risco de desenvolverem mastite por
esse agente (HAAPALA et al., 2018).

A coinfec¢do por mais de uma espécie de micoplasma ou ainda, outros
micro-organismos pertencentes a classe Mollicutes, € comum em casos de
mastite. Em estudo realizado por Al-Farha et al. (2017) em rebanho leiteiro da
Australia, os autores identificaram 76,7% (221/288) de casos positivos para
espécies de micoplasmas, sendo 52,1% destes, coinfeccdo do género
Mycoplasma com duas ou mais espécies, seguido por infeccdo Unica de
Acholeplasma laidlawii (10,8%), M. bovis (6,2%), M. bovirhinis (5,6%), e M.
arginini (2%).
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2.5 Diagnostico

O diagnostico clinico da mastite por micoplasmas é semelhante ao
diagnéstico convencional, porém, quando relacionado com outros sinais
clinicos no rebanho, como artrite e pneumonia, sugere-se a presenca de M.
bovis no rebanho (NICHOLAS et al., 2016).

O monitoramento do patdgeno se torna dispendioso quando é realizado
individualmente, sendo recomendado o0 monitoramento microbiolégico do
tanque ou amostra de leite composta de varios animais. A eliminacdo de
micoplasmas no leite mastitico pode ocorrer em até 1x10° micoplasmas/mL de
leite, 0 que permite a deteccdo de um animal infectado entre pelo menos 1000
animais (NICHOLAS et al., 2016), porém quanto maior o niumero de vacas que
compdem a amostra de leite, menor sera a sensibilidade na deteccéo.

Quando os micoplasmas estao presentes em baixas concentracdes no leite
€ necessario concentrar a amostra de leite a partir da centrifugacdo e
ressuspensado em solucdo salina, 0 que pode aumentar em até quatro vezes a
deteccdo de uma amostra positiva (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2009).

A identificacdo de micoplasmas no leite se da por meio de cultivo
microbioldgico, considerado padrdo ouro para deteccdo de infecgdes por este
agente. De maneira geral, a técnica é simples, porém, sdo necessarios meios
de cultura com enriquecimento especifico para as diferentes espécies
envolvidas na etiologia das mastites, tornando o diagndstico laborioso. Como
exemplo, pode-se citar M. arginini que necessita da adicdo de arginina no meio
de cultura para o seu crescimento (BROWN et al., 2011).

Espécies de Ureaplasma spp. no entanto, necessitam de um meio de
cultura suplementado com ureia, ou ainda, meio de cultura especifico para o
isolamento (ROBERTSON e TAYLOR-ROBINSON, 2011).

Outro aspecto importante é a necessidade de um ambiente de
microaerofilia com uma atmosfera de ao redor de 5% de CO,. A maioria das
espécies sao anaerdbias facultativas, mas algumas sao anaerdbias
obrigatorias (BROWN et al., 2011).

Como citado anteriormente, um dos entraves no diagndéstico da mastite por
micoplasma é a dificuldade no isolamento do agente devido as necessidades

de crescimento de cada espécie. Outro fator limitante é o fato de apresentarem
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um crescimento lento (7 a 10 dias em média) no meio de cultura. Nos primeiros
dias de incubacdo pode ocorrer o crescimento de outros micro-organismos
menos fastidiosos, resultando em contaminacéo, tornando dificil ou até mesmo
impossivel a identificacdo de espécies de micoplasmas envolvidas no leite
mastitico. Deve-se considerar ainda, o fato de que o cultivo microbiol6gico nédo
permite a diferenciacéo de espécies, sendo necessarios testes adicionais para
a identificacdo destas (CLOTHIER et al., 2010).

A coinfeccdo com mais de uma espécie de micoplasma, também dificulta o
diagnostico, sendo recomendada a implementacdo de um método diagndstico
capaz de detectar de forma rapida e eficiente mais de uma espécie de
micoplasma simultaneamente (AL-FARHA et al., 2017).

O diagnéstico molecular permite a deteccdo de inUmeros genes e
espécies, na dependéncia da padronizacdo e uso de primers especificos para
cada espécie. A PCR ¢é a técnica mais utilizada em pesquisas moleculares,
pois permite um resultado rapido, quando comparado ao cultivo microbioldgico,
e a possibilidade da identificacao de diferentes espécies. Técnicas moleculares
sdo muito utilizadas na identificacdo de micoplasmas envolvidos nas mastites,
na busca de um diagnéstico rapido e preciso (BAIRD et al., 1999; AEBI et al.,
2012; HIGUCHI et al., 2013).

Um alvo utilizado na deteccdo de M. bovis € o gene uvrC. Presente em M.
bovis e M. agalactiae, é especifico e bem conversado em ambas as espécies e
nao apresenta reacao cruzada entre elas (FREY et al.,1999; CLOTHIER et al.,
2010). M. agalactiae e M. bovis causam doengas distintas, possuem
caracteristicas fenotipicas semelhantes e apresentam apenas 40% de
similaridade entre os seus DNASs; por outro lado, os seus 16S rRNA sdo muito
préoximos, com semelhanca de 99,8% (NICHOLAS e AYLING, 2003).

Outra ferramenta molecular amplamente utilizada nas pesquisas é a PCR
em tempo real. O procedimento € semelhante ao PCR convencional, mas ao
contrario desta ultima, a primeira permite a quantificacdo do DNA amplificado
em tempo real. O composto fluorescente adicionado a reacdo emite uma
fluorescéncia no momento em que o DNA é amplificado durante os ciclos,
podendo ser visualizado a medida que ocorre a reacao (OLIVEIRA, 2010).

O uso da PCR em tempo real para a detec¢do de M. bovis nos rebanhos é

uma ferramenta que permite o processamento de varias amostras em poucas
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horas. A especificidade da técnica pode ser aumentada com o uso de sondas
com sequéncias especificas de genes alvos altamente conservados dentro das
espécies, permitindo a quantificacdo do micro-organismo em baixas
concentracbes e em tempo real durante a amplificacdo (CLOTHIER et al.,
2010; SACHSE et al., 2010).

A pesquisa de M. bovis em amostras de leite, pela PCR em tempo real é
muito utilizada em pesquisas (CAl et al., 2005; ROSSETI et al., 2010; SACHSE
et al., 2010). A técnica apresenta resultados satisfatérios na identificacdo desse
micro-organismo com maior sensibilidade de deteccdo quando comparado ao
PCR convencional (BEHERA et al., 2018).

2.6 Prevencéo e controle

Devido as suas caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, uma
estratégia de controle e prevencao de doencgas por micoplasmas é a vacinacao.
Em estudo experimental realizado por Nicholas et al. (2002) os autores
observaram eficicia da vacinacdo na progressao de pneumonia em novilhas.
Os autores desafiaram novilhas com M. bovis e apds trés semanas observaram
gue os animais desafiados apresentavam menos sinais clinicos compativeis
com pneumonia do que os ndo vacinados. A vacinac¢do também diminuiu a
disseminacdo desse patdgeno para outros 6rgaos internos.

Bacterinas contendo M. bovis tém sido comercializadas nos EUA, para uso
em novilhas na prevencado de doencas respiratorias.

No caso da deteccdo de casos de mastite por micoplasma, a medida de
controle a ser tomada é a segregacdo ou descarte dos animais, evitando-se
assim a disseminacdo da doenca para animais sadios (NICHOLAS et al.,
2016). A vacinagdao profilatica de animais pode reduzir os casos de mastite por
M. bovis pelo aumento da resposta imune nos animais (BOOTHBY et al.,
1988). No Brasil ndo ha vacinas disponives no mercado.

A Nova Zelandia é o primeiro pais a tentar erradicar a doenca em bovinos
pela eliminagédo de mais de 100 mil vacas, sendo considerado o maior abate
em massa da historia do pais. M. bovis foi inicialmente detectado no pais em

julho de 2017, sob a forma de mastite em vacas e casos de pneumonia e
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conjuntivite, além de outras manifestagcbes. Desde que o problema foi
detectado, 26 mil vacas ja foram eliminadas em 37 propriedades (ROY, 2018).

2.7 Tratamento

As mastites causadas por M. bovis apresentam-se de maneira geral
cronicas, com quadros de debilidade e nao responsivas ao tratamento. M. bovis
é refratério ao grupo de antibiético mais utilizado, os pertencentes a classe dos
B-lactamicos e naturalmente resistentes a polimixinas, sulfonamidas, &cido
nalidixico, trimetoprim e rifampicina. Algumas cepas de M. bovis vém
apresentando resisténcia aos antimicrobianos utilizados para o tratamento de
infecgbes cronicas, como oxitetraciclinas, tilmicocina e espectinomicina
(AYLING et al., 2000).

Barberio et al. (2016) concluiram que o uso de antimicrobianos utilizados
no tratamento da mastite bovina resultou em maiores indices de resisténcia de
M. bovis in vitro. Por outro lado, concluiram que a resisténcia foi menor quando
foram testados antimicrobianos néo utilizados no tratamento de mastites.

Tem-se observado aumento na resisténcia de M. bovis aos antimicrobianos
como: tetraciclinas, macrolideos, lincosamidas, aminoglicosideos,
cloranfenicois e fluoroquinolonas. Uma variagdo nos valores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi observada por Lysnyansky et al. (2016) para os
diferentes isolados de M. bovis. Essa variagdo se deve principalmente aos
paises de origem dos isolados associado a administracdo de diferentes
farmacos nos animais, em funcdo dos protocolos de tratamento utilizados
nesses paises.

Uma opcdo para o direcionamento do tratamento € a determinacdo da
CIM. Métodos para determinacéo da susceptibilidade in vitro de micoplasmas
foram descritos pela primeira vez em 1967 (JAO, 1967). Verificou-se a
necessidade de padronizacdo de técnicas para ensaios antimicrobianos contra
esses micro-organismos o que levou o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) a desenvolver uma seérie de estudos para o teste de
susceptibilidade antimicrobiana de micoplasmas de origem humana.

Os testes in vitro utilizados para determinacdo da CIM sdo: o método de

diluicdo em agar, o método de diluicdo em caldo ou o E test ®. Como citado
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anteriormente, esses procedimentos sao aprovados apenas para patdégenos de
amostras clinicas de origem humana (M. hominis, M. pneumoniae e espécies
de Ureaplasma) (CLSI, 2011). Até o momento ndo h& padronizacdo dos testes
para espécies de micoplasmas de origem animal, somente um guia de
recomendacdes para o desenvolvimento da técnica (HANNAN, 2000).

Kits comerciais estdo disponiveis na Europa e Estados Unidos para
determinacdo rapida da CIM. Através do Mycofast®, cepas de origem
urogenital, como Ureaplasma urealyticum e M. hominis podem ser detectadas,
identificadas, enumeradas e sua sensibilidade aos antimicrobianos
determinada. O teste permite a identificacdo destas espécies apds 24 horas de
incubacdo, com mudanca na coloracdo de meio liquido, resultante da
metabolizacdo da ureia e arginina presentes no meio.

A variedade de espécies de origem veterinaria dificulta a padronizacao de
um meio de cultura que possa ser utilizado de maneira ampla, porém, agar ou
caldo Mycoplasma apresentam bons resultados no isolamento da maioria das
espécies. Acetato de talio, penicilina ou outro B-lactamico devem ser
adicionados ao meio de cultura para a inibicdo do crescimento de microbiota
contaminante. A utilizacdo desses impedientes pode ocasionar antagonismo ou
sinergismo com outros antimicrobianos, porém em estudo in vitro, ndo foi
demonstrada influencia com espiramicina, estreptomicina, tetraciclina, tiamulina
ou tilosina contra algumas espécies de micoplasmas de origem aviaria
(WHITHEAR et al., 1983).

Pelo exposto depreende-se a importancia das diferentes espécies de
micoplasmas tanto na patologia humana quanto na veterinaria, e nesse caso,
principalmente como patdgenos envolvidos na mastite bovina, objeto desse

estudo.
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2.8 Justificativa

Considerando-se o provavel subdiagnéstico da micoplasmose mamaria
bovina no Brasil, as dificuldades no diagndstico, de tratamento e os aspectos
de saude publica, prop6s-se o presente estudo com o intuito de identificar
espécies de micoplasmas isoladas a partir de amostras de leite de vacas com
mastite clinica, com énfase na detec¢édo de M. bovis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a participacdo de patdogenos do género Mycoplasma spp. em

amostras de leite de vacas com mastite clinica.

3.2 Especificos

Detectar a presenca do DNA de M. bovis em amostras de leite de casos
clinicos de mastite bovina, pelas técnicas de PCR convencional e PCR em
tempo real;

Obter isolados de micoplasmas por meio de cultivo microbiologico e
identificar a espécie isolada pelo sequenciamento e analise filogenética;

Comparar a taxa de isolamento de micoplasmas em dois meios de
culturas, Hayflick e SP4.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram avaliadas 1166 amostras de leite de vacas com mastite clinica,
provenientes de nove propriedades leiteiras da regiao da bacia leiteira ABCW —
Parana e de uma propriedade localizada na regido de S&o Pedro — S&o Paulo,
identificadas de ‘A’ a ‘J’.

As amostras de leite avaliadas foram enviadas ao Nucleo de Pesquisa
em Mastite (NUPEMAS), da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de
Botucatu para o diagnéstico de Mycoplasma spp. nos rebanhos, sendo portanto
consideradas amostras de conveniéncia.

Antes da ordenha, apds o pré-dipping, realizou-se em todas as vacas em
lactacdo o teste de Tamis (caneca de fundo preto), a fim de se identificar casos
de mastite clinica no rebanho com alteracdes no leite, como presenca de
grumos, pus, sangue ou leite em dessora. Apdés a confirmacdo dos casos
clinicos, realizou-se a desinfeccdo do 6stio do teto, com solugdo de alcool
iodado a 0,5%.

Em seguida, foram colhidas amostras de ao redor de 5 mL de leite, em
frascos estéreis, destinados especificamente para a realizacdo de exame
microbiolégico. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram congeladas a
-20°C e em seguida foram encaminhadas ao NUPEMAS por empresa de
transporte terrestre, acondicionadas em caixas isotérmicas contendo material

refrigerado reciclavel.
4.2 Anélises moleculares
4.2.1 Extragdo do DNA
Apoés o recebimento das amostras, aliquotas de 1 mL de leite foram
mantidas em microtubos livre de DNAse e RNAse para a extragdo do DNA

bacteriano. A extracdo do DNA foi procedida seguindo o método de termdlise

descrito por Fan et al. (1995), com algumas modificacbes que seguem:
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inicialmente, os microtubos foram centrifugados em microcentrifuga Eppendorf®
a 12000 RPM (rotacdes por minuto) por dez minutos; apds essa etapa, foi
descartado o sobrenadante, mantendo-se o pellet ao fundo. Posteriormente foi
retirada a gordura retida no microtubo, com auxilio de um swab estéril.
Adicionou-se 500uL de tampéo fosfato salino (150 mM PBS pH 7,2) ao pellet e
centrifugou-se novamente a 12000 RPM por dez minutos. Descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 50 yL de agua ultrapura. As amostras foram
mantidas em banho-maria a 100°C por dez minutos e apés esse periodo, foram
imediatamente submersas em gelo por cinco minutos. Em uma etapa final,
foram centrifugadas a 12000 RPM por dez minutos e o sobrenadante
armazenado em temperatura de 4°C por 24 horas para estabilizacdo do DNA e,
posteriormente congeladas a -20°C até o momento da amplificacéo.

Uma etapa adicional para purificagdo do DNA foi realizada
posteriormente. A purificacdo consistiu na adicdo de 10% do volume
recuperado de solucdo de acetato de sodio 3M. Em seguida adicionou-se 2,5x
do volume recuperado de etanol 100% gelado (4°C) e o material foi mantido a -
20°C por uma noite, para precipitagcdo. O volume recuperado foi centrifugado a
12000 RPM por 15 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir, o pellet foi
lavado com etanol 70% gelado e centrifugado a 12000 RPM por 15 minutos,
essa etapa foi realizada duas vezes. O pellet foi mantido em temperatura
ambiente por 15 minutos e em seguida adicionou-se 50 uL de agua ultrapura
para realizacdo da PCR em tempo real.

4.2.2 PCR para deteccao de Mollicutes e Mycoplasma bovis

A incubacdo foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf®). A reacédo foi preparada conforme segue: 12,5 pL de GoTag®
Green Master Mix (Promega), 1 puL de cada primer, 7,5 yuL de agua ultra-pura
(Gibco®) e 3 pL de DNA extraido, para um volume final de 25 pL.

A amplificacdo do DNA de Mollicutes foi realizada utilizando-se os primers
genéricos GPO-3 (5° GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATACCC T 3) e MGSO
(5" TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CT 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



23

segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao final a 72°C por 10 min.
Como controle positivo utilizou-se uma cepa de referéncia M. arginini (ATCC
23838 G230 — FIOCRUZ).

Uma vez positivas 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) e o seguinte perfil de ciclo: 3 minutos a 94°C, 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 60°C por um minuto, 72°C por um minuto e uma extenséo final a 72°C
por 3 minutos. Como controle positivo utilizou-se uma cepa de referéncia M.
bovis Donetta (ATCC 25523).

A visualizacdo do material amplificado foi avaliada pela corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,06pL/mL de Nancy
(Sigma-Aldrich®). A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal
contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM &acido boérico e 20 mM EDTA) em
voltagem de 100V por 25 minutos. ApOGs o término da corrida, o gel foi
visualizado em transluminador de luz UV (MANXATIS et al., 1982) e a imagem
capturada pelo sistema de documentagcédo digital. Foram utilizados 8uL do
material amplificado e como marcador de peso molecular 4 uL de 100pb ladder

(Invitrogen®).
4.2.3 Deteccao de Mycoplasma bovis por PCR em tempo real

A etapa de PCR em tempo real foi realizada no Laboratério de
Micoplasmas do ICB Il da Universidade de Sao Paulo — USP, campus Séo
Paulo.

Os primers e as sondas foram projetados para o gene uvrC de M. bovis.
Primers Mbov F2024: (5 TCT AAT TTT TTC ATC ATC GCT AAT GC 3’), Mbov
R2135: (5 TCA GGC CTT TGC TAC AAT GAA C 3’) e sonda Mbov uvrC: FAM
- AAC TGC ATC ATA TCA CAT ACT - MGB foram adquiridos de fontes
comerciais. Os primers amplificam um fragmento de gene uvrC com um
produto de 112 pares de base e mostram especificidade para M. bovis usando
GenBank (CLOTHIER et al., 2010).
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Tagman® PCR em tempo real foi realizada em equipamento Applied
Biosystems Step One © (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation). A
reacdo de PCR em tempo real foi realizada conforme segue: 12,5 yL TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 10 yM de cada primer, 10 yM
de sonda TagMan®, 20 ng ou 1 yL de DNA extraido, agua destilada ultra-pura
(Gibco®) para um volume final de 25 pL. O seguinte perfil de ciclos foi utilizado:
10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de denaturacdo a 95°C por 15 seg, e
anelamento e amplificacdo a 60°C por 1 min.

Para a determinacdo da sensibilidade da reacdo de PCR, foram
realizadas diluicdes seriadas da cultura pura de M. bovis Donetta. Preparou-se
50 mL de caldo SP4 inoculado com M. bovis Donetta, apés o crescimento a 37°
em estufa de CO, por cinco dias e o conteudo foi centrifugado por 30 min a
15000 RPM. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS e procedida e
extragdo com kit comercial (Macherey-Nagel®), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. ApGs a extracdo avaliou-se a concentracdo do
DNA, que foi de 857,805 ng/uL. Utilizou-se o endereco eletrdnico
<cels.uri.edu/gsc/cndna.html> para calcular o nimero de cépias do DNA e
proceder as diluigdes.

Todas as reacdes foram realizadas em duplicata, em placas de 96
pocos, seladas com filme de vedacdo otica. O calculo da linha limiar
(thereshold) foi fixado em 0,02. Amostras com valores inferiores a 0,02 com

menos de 35 ciclos foram consideradas positivas.

4.3 Isolamento em meio Hayflick e SP4 suplementado

Realizou-se o cultivo microbiolégico em meio de cultura Hayflick e SP4
de todas as amostras positivas a PCR convencional para a classe Mollicutes.

Para isolamento de Mycoplasma spp., foi realizado cultivo de 10uL de
cada amostra de leite, em placas de Petri contendo meio soélido Hayflick
suplementado, conforme descrito por Whitford (1994) e acrescido de acetato de
talio a 0,01% (GONZALEZ e WILSON, 2003). O mesmo procedimento foi
realizado utilizando-se o meio de cultura SP4 suplementado, de acordo com
Tully (1995).
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A incubagéo foi procedida em ambiente de microaerofilia a 5%, em
estufa de CO,, com posterior observacéo do isolamento microbiano 3, 5, 7 e 10
dias apos incubacéao.

O acompanhamento do crescimento microbiano foi realizado em lupa
estereoscopica (Modelo ZEISS SteREO Discovery.V8), em aumento de 4x,
considerando-se como positivas aquelas com presenca de colonias de aspecto
caracteristico de “ovo frito” (PRETTO et al., 2001).

Uma vez positivas no isolamento em meio sélido, foi realizado o
reisolamento a partir de uma colénia em caldo PPLO acrescido de arginina
0,1%. Na observacdo microscopica identificou-se a coldonia a ser isolada e
realizou-se marcacao com caneta do tipo permanente na superficie da placa de
Petri. Em seguida, a coldnia foi retirada, juntamente com o meio de cultura e
cultivada em caldo PPLO para promoc¢ao do crescimento.

Apbs cinco dias de incubacdo em estufa de CO,, realizou-se a extracdo
do DNA dos isolados para realizacdo da PCR convencional a fim de identificar

a espécie isolada.

4.4 Sequenciamento dos nucleotideos

Os isolados obtidos a partir do cultivo microbioldgico foram submetidos a
PCR e os produtos sequenciados para analise das espécies envolvidas.

Os primers MGSO e GPO-3 descritos anteriormente, foram utilizados
para amplificar a regido 16S rRNA de micro-organismos da classe Mollicutes.
Os produtos obtidos da PCR foram analisados em eletroforese de gel de
agarose a 1,5% para confirmar a presenca de apenas um fragmento/banda.

O produto foi purificado utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega) e quantificado em gel de agarose utilizando-se o Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen®).

Apés a purificacdo, as amostras foram enviadas ao Laboratorio de
Diagnostico Molecular e Sequenciamento do Instituto de Biotecnologia (IBTEC)
— UNESP/Botucatu e foram submetidas ao sequenciamento automatico de
DNA pelo método de Sanger (Applied Biosystems, ABI 3500®).
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4.5 Edicéo das sequéncias e andlise filogenética

As sequéncias sense e antisense obtidas na forma de eletroferograma
foram visualizadas no software Chromas versao 2.6.5 (Technelysium Pty Ltd
1998-20180©), sendo checadas manualmente para remocéo das extremidades
e identificacdo de erros ou discrepancias. A seguir, as sequéncias foram
submetidas ao BLASTn (nucleotide basic local alignment search tool,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), a fim de confirmar a identidade dos
produtos obtidos na PCR.

As sequéncias obtidas foram submetidas ao alinhamento mdultiplo pelo
meétodo ClustalW no programa MEGA X (KUMAR et al., 2018), juntamente com
outras 13 sequéncias de oito diferentes espécies de micoplasmas, incluindo
espécies cujo isolamento a partir de leite bovino é relatado em literatura (GIOIA
et al., 2016). Também foi inclusa a sequéncia da cepa de M. bovis utilizada
como controle positivo nos ensaios de PCR. O alinhamento foi editado
manualmente para correcao de erros 6bvios.

A reconstrucgédo filogenética também foi realizada no programa MEGA X
pelo método Maximum Likelihood, utilizando-se o modelo de substituicdo
Kimura 2-parameter, assumindo-se que alguns sitios fossem evolutivamente
invariaveis ([+1], 66,24%) (KIMURA, 1980). Este modelo de substituicdo foi
definido como o mais apropriado ao banco de dados, determinado pelo
procedimento de selecdo de modelo no MEGA X, sendo selecionado aquele
com menor score sob o critério de informacdo Bayesiano (BIC — Bayesian
information criterion).

A arvore consenso foi inferida a partir de 1000 replicatas de Bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985). As arvores iniciais para a busca heuristica foram
obtidas automaticamente, aplicando-se algoritmos de Neighbor-Join e BioNJ
em uma matriz de distancias entre pares estimadas usando a abordagem
Maximum Composite Likelihood (MCL), selecionando-se, entdo, a topologia

com valor superior de log likelihood.
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4.6 Determinacdo do numero de isolados do agente e analise estatistica

Para determinacdo do numero de cepas de Mycoplasma spp. a serem
utilizadas no estudo, utilizou-se um célculo de sensibilidade de 85% como uma
precisdo de mais ou menos 10% e Alfa 5%, sendo necessérias para o estudo
um total de 50 amostras (MACHIN et al., 2017).

O teste de McNemar foi utilizado para determinar a associacdo de duas
variaveis categoricas dependentes na comparacdo entre a taxa de isolamento
nos meios de cultura Hayflick e SP4. As andlises estatisticas foram realizadas
com SAS 9.2 (PROC FREQ); SAS Institute, 2011) com nivel de significancia

estatistica de 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados das analises moleculares

Das 1166 amostras de leite de casos de mastite clinica analisadas, 8,6%
(100/1166) foram positivas na detec¢cdo molecular para a classe Mollicutes.

Ao se pesquisar a presenca de M. bovis nas 100 amostras positivas para
Mollicutes, obteve-se 13% (13/100) de positividade a PCR convencional
enquanto a PCR em tempo real, obteve-se 11% (11/100). A positividade em
pelo menos uma das analises moleculares foi de 16%, em cinco das dez
propriedades avaliadas.

Trés amostras foram negativas a PCR convencional, entretanto, positivas
na PCR em tempo real. Oito amostras foram positivas em ambos os testes
moleculares. Cinco amostras foram negativas a PCR em tempo real e positivas

a PCR convencional (Tabela 1).
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Tabela 1: Resultados gerais das analises moleculares para Mycoplasma bovis

e cultivo microbioldgico de amostras de leite de casos de mastite clinica bovina.

Botucatu, 2018.

Identificacéo PCR PCR em

Propriedade Convencional Tempo Real Hayflick SP4
A Negativo Positivo Negativo Positivo
A Positivo Positivo Negativo Negativo
A Positivo Positivo Negativo Positivo
A Negativo Positivo Positivo Positivo
A Positivo Positivo Positivo Positivo
B Positivo Negativo Negativo Negativo
B Positivo Negativo Negativo Negativo
B Positivo Negativo Negativo Negativo
C Positivo Positivo Positivo Positivo
D Negativo Positivo Positivo Positivo
D Positivo Negativo Negativo Positivo
D Positivo Positivo Positivo Positivo
F Positivo Negativo Negativo Positivo
F Positivo Positivo Negativo Positivo
F Positivo Positivo Negativo Negativo
F Positivo Positivo Negativo Negativo
F Negativo Negativo Positivo Positivo

As propriedades classificadas como E, G, H, | e J ndo revelaram

amostras positivas na pesquisa de M. bovis, assim sendo, ndo foram incluidas

na Tabela 1.

Considerando-se que foram utilizadas amostras de conveniéncia de um

total de dez propriedades, com pelo menos uma amostra de leite positiva para

0 agente, tem-se que 50% (5/10 — A, B, C, D e F) das propriedades foram

positivas na pesquisa de M. bovis quando avaliadas pelas técnicas

moleculares.
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Pela andlise da Tabela 1 depreende-se que 16 amostras de leite foram

positivas em ao menos um dos testes moleculares realizados, ndo sendo

necessariamente positivas nos dois testes simultaneamente.

A Figura 2 representa o grafico de amplificacdo da curva padrdo para

deteccdo de M. bovis pela PCR em tempo real. Na imagem é possivel observar

a eficiéencia da reacéo por meio da anélise da regresséo linear (r?), em que o

valor obtido foi >0,99, ideal para que a reacéo seja validada.
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Figura 2: Gréfico de amplificacdo da curva padrédo a PCR em tempo real.
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5.2 Resultados das analises microbiolégicas

Todas as amostras de leite positivas a PCR para a classe Mollicutes
foram cultivadas em meio de cultura Hayflick modificado e em meio SP4
suplementado. Obteve-se 6% (6/100) de isolamento para 0 género
Mycoplasma no meio de Hayflick e 11% (11/100) no SP4, sendo que, todas as
amostras positivas no meio de Hayflick foram também positivas no meio SP4.

O meio de cultura SP4 se mostrou superior para o isolamento do género
Mycoplasma (P=0,0253), ou seja, a chance de isolamento de Mycoplasma spp.
no meio SP4 foi 18,8 vezes maior que no meio Hayflick (IC 95% = 8,01 -
44,05).

Uma amostra foi negativa nos dois testes moleculares para a detecc¢éo
de M. bovis a partir da amostra clinica do leite, e positiva no cultivo
microbiologico. Em seguida, realizou-se a PCR convencional do isolado obtido
no cultivo, e 0 mesmo foi positivo para M. bovis.

Trés amostras analisadas foram positivas em todos os testes realizados:
PCR convencional e tempo real; cultivo nos meios de cultura Hayflick e SP4.

No cultivo microbiolégico, verificou-se um padrdo de crescimento com
mais de uma colbnia diferente, sendo assim, realizaram-se sucessivos repiques
para reisolamento das colbnias a fim de se obter um padrdo Unico para a

realizagéo da PCR (Figura 3).



32

Figura 3: A: Cultivo microbiolégico evidenciando mais de um padrao de colbnia.
B: Cultivo microbiolégico apds sucessivos reisolamentos, evidenciando padréo
anico de coldnia. C: Controle positivo Mycoplasma bovis Donetta. NUPEMAS,
FMVZ, 2018.

A partir dos isolados obtidos, foi realizada a PCR convencional para
confirmagédo de M. bovis, e obteve-se 81,1% (9/11) de amostras positivas e
18,9% (2/11) negativas. Todas as amostras amplificadas com o primer
universal 16S rRNA resultaram em um produto de 270 pares de base. Na
Figura 4, observa-se a imagem obtida a partir da eletroforese em gel de

agarose demonstrando os produtos de M. bovis e Mollicutes.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% demonstrando os produtos
amplificados de Mycoplasma bovis e Mollicutes, obtidos de isolados em caldo
PPLO. Identificacdo pelo método de PCR convencional, com produto de 360
pares de base (pb) e 270 pb, para Mycoplasma bovis e Mollicutes,
respectivamente. Controle positivo: Mycoplasma bovis Donetta (ATCC 25523);

Controle Negativo: Agua ultra pura.

5.3 Analise do gene 16S rRNA dos isolados

A partir do produto amplificado e realizagdo do sequenciamento, 100%
dos isolados foram agrupados com similaridade para M. bovis (Figura 5),
confirmando os resultados obtidos na PCR, excetuando duas amostras que
ndo amplificaram a PCR para o agente. Os dois isolados negativos a PCR

convencional, também foram agrupados em M. bovis.
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Figura 5: Andlise filogenética de 11 isolados de Mycoplasma bovis obtidos de
casos de mastite clinica bovina, identificados na imagem com a palavra
“sample” seguida do numero de identificacdo de cada amostra. As sequéncias
de diferentes espécies de micoplasmas inclusas na analise estéo identificadas
com o nimero de acesso na base de dados do GenBank. Arvore condensada
obtida a partir de 1000 replicatas de Bootstrap pelo método Maximum
Likelihood. Ramificacbes correspondentes a particdes reproduzidas em menos
de 70% de réplicas de Bootstrap sdo colapsadas. A sequéncia de

Acholeplasma laidlawii foi utilizada como Outgroup.
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6 DISCUSSAO

6.1 Deteccdo molecular

A presenca de M. bovis em rebanhos leiteiros é relatada na literatura
(AEBI et al., 2012; HIGUCHI et al., 2013; NICHOLAS et al., 2016; AL-FARHA et
al., 2017). Os resultados do presente estudo reportam a ocorréncia de 11% de
positividade para M. bovis pela técnica de PCR em tempo real e 13% na PCR
convencional. Os resultados moleculares para deteccdo de M. bovis pelas
técnicas moleculares (11% e 13%) se mostraram proximos aos obtidos no
cultivo microbioldgico (11%), esse ultimo considerado como padréo ouro para
deteccdo em amostras clinicas.

A prevaléncia de M. bovis nos rebanhos varia de acordo com os
estudos. Al-Farha et al. (2017) obtiveram 76,7% de amostras de leite positivas
para Mycoplasma spp., sendo 6,2% delas, M. bovis. Em estudo realizado em
rebanhos do Japéo, a prevaléncia de M. bovis foi maior que de outras espécies
obtidas naquele estudo, representando 59,7% dos isolados (HIGUCHI et al.,
2013).

A pesquisa de M. bovis em amostras de leite bovino € amplamente
realizada devido a maior prevaléncia e importancia desse patdgeno na etiologia
das mastites. No presente estudo, obteve-se 16% (16/100) de amostras de leite
positivas em ao menos um dos testes moleculares realizados para a deteccéo
de M. bovis.

No Brasil ndo h& relatos sobre a ocorréncia de outras espécies de
micoplasmas na etiologia das mastites, somente de M. bovis. O objetivo do
presente estudo seria elucidar as espécies envolvidas a partir do
sequenciamento, porém, s6 se encontrou a espécie M. bovis. Frente a esse
resultado, ressalta-se a necessidade de utilizacdo de primers especificos para
a identificacdo de outras espécies de micoplasmas que foram positivas para a
classe Mollicutes e, negativas para M. bovis.

Sugere-se a presenca de algum inibidor da PCR presente no leite de
uma amostra avaliada. A referida amostra clinica foi positiva na deteccdo de
Mollicutes e negativa nas duas técnicas moleculares para deteccdo de M.

bovis, entretanto, foi positiva no cultivo microbiolégico para aquela espécie. Tal
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fato sugere um resultado falso-negativo para M. bovis a partir da analise do
leite. A possibilidade de baixa concentracdo do DNA de M. bovis na amostra
clinica pode ser a causa desse achado.

Os inibidores podem ser de origem da propria amostra ou, podem ser
introduzidos durante alguma etapa da reacdo. Amostras de leite possuem
naturalmente calcio e gordura em sua composicao, que podem inibir a PCR
dependendo das concentracbes presentes, interferindo na eficiéncia da
amplificacdo (SCHRADER et al., 2012). Powell et al. (1994) encontraram no
leite um inibidor natural da Taqg polimerase, a plasmina, que pode inibir a
amplificacdo do DNA.

A dificuldade na diferenciacdo das espécies M. agalactiae e M. bovis a
partir da sequéncia de seus 16s rRNA se deve a elevada similaridade
encontrada entre elas (KONIGSSON et al., 2002; BASHIRUDDIN et al., 2005).
Entre os isolados obtidos no presente estudo, duas amostras ndo amplificaram
na PCR convencional para M. bovis, porém, amplificaram a partir da amostra
clinica de leite para 0 mesmo agente. Na andlise do sequenciamento, as duas
amostras agruparam no cluster para M. bovis e M. agalactiae, pela similaridade
entre essas espécies. Frente aos resultados moleculares obtidos a partir das
amostras clinicas, sugere-se que se trata de M. bovis, mesmo sem a
amplificacdo do isolado.

A epidemiologia da ocorréncia dessas duas espécies (M. bovis e M.
agalactiae) nos animais é distinta. A primeira ocorre em bovinos, causando
principalmente mastite, pneumonia e artrite (P FUTZNER e SACHSE, 1996) e a
segunda, em pequenos ruminantes, responsavel pela agalaxia contagiosa
(GONZALEZ et al., 1995). Ha relato sobre a ocorréncia de M. agalactiae em
touros, com acometimento ocular, cerebral e auditivo (CATANIA et al., 2016)
porém em quadros de mastite, ndo ha relato até o momento.

A ocorréncia de M. bovis em pequenos ruminantes é incomum, embora
possa ocasionalmente ser isolado de pulmdes de caprinos. Um fator de risco
associado a presenca de M. bovis em caprinos € o fornecimento de leite bovino
a cabritos jovens como suplementacdo alimentar, podendo este micro-
organismo colonizar a cavidade oral, orofaringe, traqueia e pulmdes
(DAMASSA et al., 1992). As propriedades avaliadas no presente estudo sao

altamente tecnificadas para a producdo de leite bovino e néo criam
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concomitantemente caprinos ou ovinos, sendo, portanto pouco provavel a
ocorréncia de mastite bovina por M. agalactiae, fato que devera ser melhor
investigado em novos estudos.

Os primers utilizados no presente estudo para deteccdo de M. bovis pela
PCR convencional demonstra especificidade melhorada para essa espécie
(GONZALEZ et al., 1995). Na amplificacdo de M. bovis pela PCR em tempo
real, as duas amostras clinicas referentes aos isolados que ndo amplificaram
para M. bovis foram positivas. O primer utilizado para essa reagdo tem como
alvo o gene uvrC que é altamente conservado nessa espécie (THOMAS et al.,
2004; CLOTHIER et al., 2010), sendo assim, sua utilizacdo garante resultados
satisfatorios na amplificacdo desta espécie.

A analise molecular a partir de amostras de leite € uma ferramenta que
facilita a deteccéo de patégenos envolvidos nas mastites. A qualidade do DNA
extraido influencia diretamente nos resultados da PCR, podendo gerar
resultados falso-negativos em alguns casos. Diferentes métodos de extracao
de &cido nucleico a partir de amostras de leite tém sido descritos (VOLK et al.,
2014) a fim de proporcionar opgdes no momento da escolha de acordo com as
necessidades de cada pesquisador.

O método de extracdo por termdlise € uma opcdo simples e néo
onerosa, mas resulta em um DNA de qualidade inferior aos de kits comerciais,
com presenca de proteinas ou outros inibidores da PCR. No entanto, é uma
técnica totalmente exequivel para diagnéstico de Mycoplasma no leite, com
bons resultados obtidos e j4 padronizados no nosso laboratério. Optou-se por
realizar a extracdo por esse método, seguida de protocolo de purificacdo do
DNA para obtencdo de um material analitico de melhor qualidade,
considerando-se 0s custos e praticidade do método.

Estudos reportam a eficiéncia dos protocolos de extracdo por Kkits
comerciais em amostras de leite, sem interferéncia na qualidade do DNA
resultante na maioria deles (QUIGLEY et al., 2012; USMAN et al., 2014;
DIBBERN et al., 2015). Na realizagdo da PCR convencional, € possivel a
utilizacdo da extragdo por termolise com resultados satisfatorios na deteccéo
de M. canadense e M. californicum a partir de isolados de amostras de leite
(TAMIOZZO et al., 2014).
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No presente estudo nao foi avaliada a eficiéncia do DNA, e néo foram
comparados os protocolos de extracdo por termdlise com outros protocolos,
sendo assim ndo se pode afirmar a possibilidade de resultados falso-negativos
devido a baixa qualidade do DNA, considerando-se o protocolo de extracdo de
DNA utilizado.

A PCR em tempo real € capaz de amplificar regides especificas do
genoma bacteriano a partir de quantidades minimas de DNA (VALASEK e
REPA, 2005), sendo mais sensivel do que a PCR convencional. Porém, essa
sensibilidade depende diretamente da qualidade do DNA gendmico. Templeton
et al. (2003) compararam técnicas de diagnostico para a deteccdo de M.
pneumoniae e concluiram que a PCR em tempo real é mais sensivel,
especifica e claramente superior a PCR convencional na deteccédo do patdégeno
em amostras oriundas de pacientes adultos com infec¢do do trato respiratdrio
inferior.

A sensibilidade e especificidade das técnicas de PCR convencional e em
tempo real para M. bovis ndo foram avaliadas no presente estudo, porém,
resultados similares foram obtidos, com 13% e 11% de positividade.

Uma das limitagdes na realizacdo da PCR em tempo real € a técnica de
pipetagem, estando diretamente relacionada com os resultados. Erros de
pipetagem podem resultar em variacdes na quantidade de DNA ou reagente
adicionados a reacdo. Baixas concentracdes de DNA podem gerar resultados
falso-negativos, diminuindo a sensibilidade da técnica (DIBBERN et al., 2015).
Essa consideracdo pode ser uma das justificativas frente aos resultados
negativos a PCR, entretanto, positivos no cultivo microbiologico.

No presente estudo utilizou-se o protocolo de purificacdo do DNA
extraido para a realizacdo da PCR em tempo real, para reduzir a presenca de
inibidores. Foram obtidas trés amostras positivas na PCR em tempo real, mas
negativas na PCR convencional. Esse resultado pode ser justificado pela
presenca de inibidores naturais do leite, como a plasmina ou ions de calcio
(SCHRADER et al., 2012) ou ainda pela maior sensibilidade da PCR em tempo
real como relatada por Templeton et al. (2013).

No Brasil, ndo ha estudos que definam a etiologia da micoplasmose
mamaria, o que torna dificil a comparacdo da ocorréncia das espécies

prevalentes no pais. A literatura disponibiliza dados apenas relacionados a
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ocorréncia de M. bovis nos rebanhos leiteiros. Em tanques de expansdo de
leite, Manzi et al. (2018) obtiveram 1,4% de prevaléncia de M. bovis, em 67
amostras de tanques analisadas. Junqueira et al. (2017) analisaram amostras
de leite de casos de mastite clinica, e encontraram a ocorréncia de 3% de M.
bovis utilizando a técnica de PCR convencional.

Em outros paises, a ocorréncia de outras espécies de micoplasmas é
avaliada. Em estudo no Japéo, Higuchi et al. (2013) isolaram 89% (184/208) de
guartos mamarios infectados com apenas uma espécie de micoplasma, sendo
elas: M. bovis, M. alkalescense, M. californicum, M. arginini, M. canadense, M.
bovigenitalium e M. adleri. O restante dos quartos apresentaram coinfeccao
com mais de uma espécie de micoplasma. A espécie mais frequente foi M.
bovis.

No estado de Nova lorque - EUA, a prevaléncia de M. bovis € maior
entre outras espécies de micoplasmas. Gioia et al. (2016) relatam a prevaléncia
das seguintes espécies da classe Mollicutes, causando mastite: 1% de M.
bovirhinis, 2% de A. oculi, 2% de M. arginini, 3% de M. californicum, 10% de M.
canadense, 10% de M. bovigenitalium, 11% de A. laidlawii, 17% de M.

alkalescens e 78% de M. bovis.

6.2 Cultivo microbioldgico

No cultivo microbiolégico pode ocorrer o isolamento de uma ou mais
colénias morfologicamente distintas, indicando a possibilidade de coinfeccéo
por mais de uma espécie de Mycoplasma. Para a caracterizacdo do agente,
recomenda-se, a realizacdo de clonagem, por sucessivos reisolamentos até
gue se obtenha apenas um padrao de colonia. Higuchi et al. (2013) obtiveram
12% de quartos mamarios infectados com duas ou mais espécies de
micoplasmas ocorrendo simultaneamente.

No presente estudo, uma amostra de leite apresentou dois padrdes de
crescimento em meio de cultura solido. Apos o isolamento de duas colbnias
com morfologia distintas, observou-se pela PCR, que ambas eram M. bovis,
descartando-se a suspeita de coinfec¢do com mais de uma espécie, nesse

caso.
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Foram obtidas col6nias de M. bovis em 11% das amostras de leite no
meio de SP4 e 6% no de Hayflick, confirmadas pela PCR convencional. Sabe-
se da dificuldade do isolamento de Mycoplasma spp. em meios de cultura pelas
caracteristicas relacionadas as diferentes espécies. Para aumentar a
possibilidade de deteccdo de outras espécies, no presente estudo foram
utilizados dois meios de cultura distintos, mas n&do houve o isolamento de
outras espécies de micoplasma, e tdo somente de M. bovis.

O meio de Hayflick modificado € recomendado para o isolamento de M.
bovis em amostras de leite (PFUTZNER et al., 1996), e tem sido utilizado por
varios autores com sucesso (PRETTO et al., 2001; CAIl et al.,, 2005;
RIEKERINK et al., 2006). A utilizacdo de mais de um meio de cultura pode
aumentar a taxa de isolamento de micoplasmas, como observado por Lai et al.
(1986) ao compararem os meios de Chalquest e de Hayflick na deteccéo de M.
pulmonis, com 92% e 66% de isolamento, respectivamente.

O presente estudo revelou positividade para M. bovis de 16% em pelo
menos um dos testes moleculares, enquanto ao cultivo microbiologico, a
positividade foi 11%. Mesmo com a utilizacdo de dois meios de cultura, obteve-
se um elevado percentual de amostras negativas no cultivo microbiolégico, total
de 89%, sugerindo a possibilidade de inviablidade celular, considerando que
sdo amostras previamente positivas para a classe Mollicutes.

As amostras utilizadas neste estudo foram de conveniéncia, ou seja,
encaminhadas para diagnéstico de Mycoplasma spp. em diferentes rebanhos.
Todas as amostras foram recebidas congeladas e foram mantidas em
temperatura de congelamento por periodo de até um més, para serem
processadas. A menor taxa de isolamento pode estar associada além do
requerimento nutricional das diferentes espécies envolvidas nas mastites,
também ao congelamento, com consequente reducdo da carga microbiana
viavel, redundando em resultados falso-negativos no cultivo microbiolégico.

O meio de cultura SP4 é mais rico em sua composi¢cdo quando
comparado ao Hayflick e foi capaz de detectar 18,8 vezes mais o0 agente que
este Ultimo. Sendo assim, seria possivel a deteccdo de outras espécies com
necessidades nutricionais superiores a do M. bovis, a Unica espécie com

crescimento no meio SP4.
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O congelamento do leite pode reduzir a concentracédo bacteriana em 1-2
logip unidades formadoras de colbnia no leite. As amostras utilizadas no
presente estudo foram provenientes de casos de mastite clinica e espera-se
gue possuam uma maior carga microbiana do agente que nas amostras de leite
de tanques de expansao, por exemplo. O congelamento e descongelamento
repetidamente causa uma diminuicdo no nimero de micro-organismos viaveis,
com impossibilidade de recuperacdo (PARKER et al., 2018), a partir do cultivo
microbiolégico.

Tortorelli et al. (2017) obtiveram apenas um resultado positivo no
isolamento em meio de Hayflick em 32 secrecdes provenientes de doenca
respiratoria bovina, salientando um baixo percentual de isolamento quando
comparado a outros estudos. Os autores observaram também que
frequentemente o resultado do isolamento bacteriano ndo estd associado a
positividade a PCR, com resultados de culturas negativas e moleculares
positivos, fato também observado no presente estudo.

A ocorréncia de resultados negativos ao cultivo microbiolégico
concomitante com resultado positvo a PCR é relatada na literatura
(FERANDON et al., 2011). A positividade no cultivo microbioldgico € variavel de
acordo com a literatura. A utilizacdo de mais de um tipo de meio de cultura
pode influenciar na positividade dos resultados, pois, sabe-se que as espécies
de micoplasmas apresentam diferencas quanto as exigéncias para o seu
desenvolvimento. Férandon et al. (2011) obtiveram 29,4% (45/153) de
positividade no cultivo microbioldgico, superior ao obtido no presente estudo,
que foi de 11%, e pode estar relacionado a qualidade e viabilidade celular das
amostras analisadas.

Justice-Allen et al. (2011) realizaram a comparacao entre a detecgcao de
espécies de micoplasmas de tanques de expansao por meio de cultivo
microbiolégico e por PCR em tempo real. Dentre os resultados positivos no
cultivo microbioldgico, 17,7% (11/62) foram negativos na PCR. No presente
estudo, uma amostra foi positiva no cultivo e negativa na PCR convencional e
tempo real para M. bovis. No entanto, foi positiva ha PCR convencional para M.
bovis, de colbnia isolada do leite. Nesse caso, a ocorréncia de inibidores da

Taqg polimerase no leite em casos de mastite clinica, pode revelar resultados
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negativos a PCR, ou ainda, no momento da coleta da amostra a concentracéo
de DNA de M. bovis no leite, pode ndo ter sido suficiente para deteccéo.

Posteriormente, a concentracdo de DNA foi aumentada com a realizacao
do repique de uma colonia para caldo PPLO, possibilitando a sua deteccéao.
Esse fato também foi relatado por Baird et al. (1999), que obtiveram quatro
amostras positivas no cultivo entretanto, negativas na PCR, mas como no
presente estudo, ndo se investigou o motivo desse resultado.

E de se esperar que os resultados da PCR superem a positividade do
cultivo microbiolégico, considerando que o primeiro detecta DNA degradado de
micoplasmas néo viaveis, ou ainda, culturas negativas podem conter uma baixa
concentracdo de DNA ndo sendo detectaveis na PCR. Essa positividade
superior foi observada no presente estudo, com 89% de amostras negativas no
cultivo microbiolégico.

O elevado percentual de amostras negativas no cultivo pode se dar
principalmente pela possibilidade de inviabilidade celular ou ao meio de cultura
nao ser especifico para todas as espécies do agente, considerando que s6 se
identificou M. bovis na PCR. Além desses aspectos, deve-se considerar a
possibilidade da existéncia de outros patdgenos presentes nas amostras,
podendo ocorrer competitividade e dificultar o isolamento de Mycoplasma spp.,

considerando-se o tempo mais longo, necessario para o isolamento.
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7 CONCLUSOES

N&ao foi possivel a identificacdo de outras espécies de micoplasmas, de
outras espécies de micoplasmas envolvidas em casos de mastite clinica bovina
pelo sequenciamento genético, exceto Mycoplasma bovis;

Conclui-se que a utilizacdo de diferentes primers para a identificacdo de
outras espécies envolvidas pode elucidar aspectos epidemiolégicos da mastite
bovina por micoplasma,;

A utilizacdo do meio de cultura SP4 aumentou a possibilidade de deteccao
de micoplasmas a partir do diagnostico microbiolégico, sendo assim, conclui-se
sobre a importancia da sua utilizacdo para deteccdo de micoplasmas viaveis
em amostras de leite de casos de mastite;

A PCR permite a deteccdo de micoplasmas em um periodo de tempo
menor que o cultivo microbiolégico, havendo a necessidade de utilizacdo de
primers especificos para essa finalidade;

Para o controle da mastite por micoplasmas o diagnéstico molecular
garante éxito na segregagao de animais positivos, procedimento recomendado
para o0 controle desse micro-organismo no rebanho, como medida de

biosseguranca.
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The Mycoplasma genus includes more than 200 species responsible for causing diseases in
animals. It presents cells of reduced size and in variable shapes. It can cause bovine mastitis and
may also be related to other manifestations such as arthritis and pneumonia in calves and heifers.
The present study aimed at the detection of Mycoplasma bovis isolates from clinical bovine mastitis
milk samples, as well as the comparison of the isolation rate in two culture media: Hayflick and SP4.
In order to do so, 1166 milk samples were evaluated by conventional PCR technique from dairy
farms from the ABCW - Parana dairy region and from a property located in the region of Sdo Pedro -
Sao Paulo. From this total, in 100 milk samples that were PCR positive for the Mollicutes class, PCR
was performed for the detection of Mycoplasma bovis, obtaining 13% positivity (13/100). Real-time
PCR analysis yielded 11% (11/100) of positive samples for Mycoplasma bovis. In the
microbiological culture, 6% (6/100) of growth was obtained by using the Hayflick medium and
11% (11/100) growth when using the SP4 medium (including the positive ones). From these
isolates in PPLO broth, nine of them were positive to conventional PCR for Mycoplasma bovis and
two, negative. In the phylogenetic analysis of the isolates, from the results of the sequencing, 100%
of Mycoplasm bovis was obtained for all the isolates. In view of the results obtained, it is emphasized
that the importance of further studies for the elucidation of other species of mycoplasmas involved
in bovine mastitis, and reinforces the participation of Mycoplasma bovis in their etiology.

INDEX TERMS: Mycoplasmosis, PCR, bovine mastitis, Mollicutes, milk.

RESUMO.- O género Mycoplasma inclui mais de 200 espécies responsaveis por causar doengas nos
animais. Apresenta células de tamanho reduzido e em formatos variaveis. E responsavel por
quadros de mastite em bovinos, podendo também, estar relacionado a outras manifestagdes como
artrite e pneumonia em bezerros e novilhas. O presente estudo objetivou a deteccdo de M. bovis
isolados a partir de amostras de leite de mastite clinica bovina, bem como, a comparacao da taxa de
isolamento em dois meios de cultura: Hayflick e SP4. Para tanto, foram avaliadas 1166 amostras de
leite casos de mastite clinica pela técnica de PCR convencional, provenientes de propriedades
leiteiras da regido da bacia leiteira ABCW - Parana e de uma propriedade situada na regido de Sao
Pedro - Sao Paulo. Desse total, em 100 amostras de leite que foram positivas a PCR para a classe
Mollicutes, realizou-se a PCR para deteccdo de M. bovis obtendo-se positividade de 13% (13/100).
Na andlise pela PCR em tempo real obteve-se 11% (11/100) de amostras positivas para M. bovis. No
cultivo microbiolégico, obteve-se 6% (6/100) de crescimento ao se utilizar o meio Hayflick e, 11%
(11/100) de crescimento ao se utilizar o meio SP4 (incluindo as positivas ao primeiro). A partir
desses isolados em caldo PPLO, nove deles foram positivos a PCR convencional para M. bovis e dois,
negativos. Na analise filogenética dos isolados, a partir dos resultados do sequenciamento, obteve-
se 100% de M. bovis para todos os isolados. Frente aos resultados obtidos, ressalta-se a importancia
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de estudos mais aprofundados para a elucidagdo de outras espécies de micoplasmas envolvidas na
mastite bovina, e reforca a participacdo de M. bovis na sua etiologia.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Micoplasmose, PCR, mastite bovina, Mollicutes, leite.

INTRODUCAO
Mycoplasma bovis € um dos agentes mais importantes relacionados a surtos de mastite clinica em
grandes rebanhos leiteiros. Responsavel por ocasionar problemas respiratoérios, surtos de mastite
clinica e acentuada queda na producdo de leite, principalmente em grandes rebanhos (Aebi et al
2012). Por outro lado, em rebanhos com menor niimero de animais, as manifestacdes decorrentes
da presenca de M. bovis, ocorrem principalmente na forma de artrite e pneumonia em bezerras e
novilhas (Pfiitzner & Sachse 1996).

Mais de 25 espécies pertencentes a classe Mollicutes causam mastite e outras manifestacées
clinicas em vacas e novilhas, sendo mais frequentes em rebanhos leiteiros: M. californicum, M.
alkalescens, M. arginini, M. bovigenitalium, M. canadense, M. dispar, M. bovirhinis (Higuchi et al 2013)
e M. bovis (Aebi et al 2012, Nicholas et al 2016, Al-Farha et al 2017). No Brasil, o primeiro relato da
doenga em rebanho leiteiro foi de Mettifogo et al. (1996). Até o momento, no Brasil, poucos estudos
tém sido realizados a fim de se elucidar a ocorréncia da micoplasmose mamaria. Junqueira et al
(2017), reportaram a ocorréncia de 3% de M. bovis em amostras de mastite clinica bovina. Manzi et
al (2018) em estudo da ocorréncia de M. bovis em tanques de expansido, obtiveram 1,4% para a
mesma espécie.

A identificacdo de micoplasmas no leite se da por meio de cultivo microbiolégico, considerado
padrido ouro para detec¢do de infeccdes por este agente. De maneira geral, a técnica é simples,
porém, sdo necessarios meios de cultura com enriquecimento especifico para as diferentes espécies
envolvidas na etiologia das mastites, tornando o diagndstico trabalhoso. Como exemplo, pode-se
citar M. arginini que necessita da adicdo de arginina no meio de cultura para o seu crescimento
(Brown etal 2011).

Técnicas moleculares sio muito utilizadas na identificacdo de espécies de micoplasmas
envolvidas nas mastites (Baird et al 1999, Aebi et al 2012, Higuchi et al 2013). Dentre elas,a PCR é a
técnica mais utilizada em pesquisas moleculares, pois permite um resultado rapido, quando
comparado ao cultivo microbiolégico, e a possibilidade da identificagdo de diferentes espécies.

Considerando-se a importancia das mastites, seu impacto negativo na cadeia produtiva do
leite e a prevaléncia de mastites por M. bovis relatada na literatura internacional, propusemos o
presente estudo a fim de detectar esse patégeno e comparar a detec¢do do mesmo em dois meios
de cultura, Hayflick e SP4.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram avaliadas 1166 amostras de leite de mastite clinica bovina, provenientes de
nove propriedades leiteiras da regido da bacia leiteira ABCW - Parana e de uma propriedade
situada na regido de Sao Pedro - Sao Paulo, identificadas de ‘A’ a ‘]’. As propriedades sdo altamente
tecnificadas para a producdo de leite bovino e apresentam apenas esse tipo de produgdo. As
amostras de leite avaliadas foram enviadas ao NUPEMAS (Nucleo de Pesquisa em Mastites, UNESP,
Botucatu) para o diagnéstico de Mycoplasma spp. nos rebanhos, consideradas portanto, amostras
de conveniéncia.

Extracido do DNA. Apds o recebimento das amostras de leite, aliquotas de 1 mL foram
mantidas em microtubos livre de DNAse e RNAse, para a extragdo do DNA bacteriano. Para efeito de
triagem amostral, a extracdo do DNA foi procedida seguindo o método de termolise descrito por
Fan et al (1995). Uma etapa adicional de purificagio do DNA foi realizada posteriormente, com
adicdo de acetato de sé6dio e etanol.

PCR convencional para Mollicutes e M. bovis. A incubagio foi realizada em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf®). A reagdo foi preparada conforme segue: 12,5 pL. de GoTaq®
Green Master Mix (Promega), 1 pL de cada primer, 7,5 pL de agua ultra-pura (Gibco®) e 3 pL de
DNA extraido, para um volume final de 25 pL. Inicialmente realizou-se amplificagio do DNA da
classe Mollicutes, e uma vez positivas, foi realizada a amplificacdo do DNA de M. bovis com o uso dos
primers especificos relacionados na Tabela 1. A visualizacdo do material amplificado foi avaliada
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pela corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,06pL/mL de Nancy (Sigma-
Aldrich®). O gel foi visualizado em transluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema de
documentacao digital.

PCR em tempo real para detec¢ido de M. bovis. Tagman® PCR em tempo real foi realizada
em equipamento Applied Biosystems Step One ™ (Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation). A reacdo de PCR em tempo real foi preparada conforme segue: 12,5 pL. TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 10 uM de cada primer, 10 uM de sonda TagMan®,
20 ng ou 1 pL. de DNA extraido, 4gua destilada ultra-pura (Gibco®) para um volume final de 25 pL.
Os primers amplificam um fragmento de gene uvrC com um produto de 112 pares de base e
mostram especificidade para M. bovis usando GenBank (Clothier et al 2010) e estdo descritos na
Tabela 1. Para a determinacdo da sensibilidade da reagdo de PCR, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas da cultura pura de M. bovis Donetta. Todas as rea¢des foram realizadas em duplicata, em
placas de 96 pocos, seladas com filme de vedagdo 6tica.

Isolamento em Hayflick modificado e SP4. Para isolamento de espécies de micoplasmas, foi
realizado cultivo de 10pL de cada amostra de leite positiva a PCR, em meio sélido Hayflick
suplementado, conforme descrito por Whitford (1994) e acrescido de acetato de talio a 0,01%
(Gonzalez & Wilson 2003), bem como em meio SP4, de acordo com Tully (1995). A incubagio foi
procedida em ambiente de microaerofilia a 5%, em estufa de CO2, com observacao do isolamento
microbiano 3, 5, 7 e 10 dias apés incubagdo. O acompanhamento do crescimento microbiano foi
realizado em lupa estereoscépica (Modelo ZEISS SteREO Discovery.V8), em aumento de 3x,
considerando-se positivas aquelas com presenca de colonias de aspecto caracteristico de “ovo-
frito” (Pretto et al 2001). Uma vez positivas, retirou-se uma col6nia, juntamente com o meio de
cultura e a mesma foi inoculada em caldo PPLO (pleuropneumonia like organisms) acrescido de
arginina 1%, para promoc¢ao de crescimento. Em seguida realizou-se a PCR dos isolados para
identificacdo de M. bovis.

Sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados. As sequéncias sense e antisense obtidas na
forma de eletroferograma foram visualizadas no software Chromas versdo 2.6.5 (Technelysium Pty
Ltd 1998-2018©), e checadas manualmente para remoc¢do das extremidades e identificacdo de
erros ou discrepancias. A seguir, as sequéncias foram submetidas ao BLASTn (nucleotide basic local
alignment search tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), a fim de confirmar a identidade dos
produtos obtidos na PCR. Em seguida, foram submetidas ao alinhamento multiplo pelo método
ClustalW no programa MEGA X (Kumar et al 2018), juntamente com outras 13 sequéncias de oito
diferentes espécies de micoplasmas, incluindo espécies cujo isolamento a partir de leite bovino é
relatado em literatura (Gioia et al 2016). Também foi inclusa a sequéncia da cepa de M. bovis
utilizada como controle positivo nos ensaios de PCR.

A reconstrucdo filogenética também foi realizada no programa MEGA X pelo método
Maximum Likelihood, utilizando-se o modelo de substituicdo Kimura 2-parameter, assumindo-se
que alguns sitios fossem evolutivamente invariaveis ([+I], 66,24%) (Kimura 1980). Este modelo de
substituicdo foi definido como o mais apropriado ao banco de dados, determinado pelo
procedimento de selecdo de modelo no MEGA X, sendo selecionado aquele com menor score sob o
critério de informacdo Bayesiano (BIC - Bayesian information criterion). A arvore consenso foi
inferida a partir de 1000 replicatas de Bootstrap (Felsenstein 1985). As arvores iniciais para a
busca heuristica foram obtidas automaticamente, aplicando-se algoritmos de Neighbor-Join e BioN]
em uma matriz de distancias entre pares estimadas usando a abordagem Maximum Composite
Likelihood (MCL), selecionando-se, entdo, a topologia com valor superior de log likelihood.

RESULTADOS

Analises moleculares
Das 1166 amostras de leite de casos de mastite clinica analisadas, 8,6% (100/1166) foram positivas
na deteccdo molecular para a classe Mollicutes. Ao se pesquisar a presenca de M. bovis nas 100
amostras positivas para Mollicutes, obteve-se 13% (13/100) de positividade a PCR convencional
enquanto a PCR em tempo real, obteve-se 11% (11/100). A positividade em pelo menos uma das
analises moleculares foi de 16%, em cinco das dez propriedades avaliadas. Trés amostras foram
negativas a PCR convencional, entretanto, positivas na PCR em tempo real. Oito amostras foram
positivas em ambos os testes moleculares. Cinco amostras foram negativas a PCR em tempo real e
positivas a PCR convencional (Tabela 2).

Ainda pela andlise da Tabela 2, tem-se que as propriedades classificadas como E, G, H, I e ] ndo
revelaram amostras positivas na pesquisa de M. bovis, assim sendo, nao foram incluidas na tabela.
Considerando-se que foram utilizadas amostras de conveniéncia de um total de dez propriedades,
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com pelo menos uma amostra de leite positiva para o agente, tem-se que 50% (5/10 - A, B,C,D e F)
das propriedades foram positivas na pesquisa de M. bovis quando avaliadas pelas técnicas
moleculares.

Andlise do sequenciamento

A partir do produto amplificado dos isolados e sequenciamento, 100% dos isolados foram
agrupados com similaridade para M. bovis, confirmando os resultados obtidos na PCR, excetuando
duas amostras que ndo amplificaram a PCR para o agente. Os dois isolados que foram negativos a
PCR convencional para M. bovis, também foram agrupados com similaridade ao agente na analise
filogenética dos isolados.

Analise microbiolégica
Todas as amostras de leite positivas a PCR para a classe Mollicutes foram cultivadas em meio
Hayflick modificado e em meio SP4 suplementado. Obteve-se 6% (6/100) de isolamento para o
género Mycoplasma ao Hayflick e 11% (11/100) ao SP4, sendo que, todas as amostras positivas ao
Hayflick também foram positivas ao SP4. O meio de cultura SP4 se mostrou 18,8 vezes superior
para o isolamento do género Mycoplasma (P=0,0253), quando comparada a chance de isolamento
de Mycoplasma no meio Hayflick (IC 95% = 8,01 - 44,05).

Uma amostra foi negativa em ambos os testes para detec¢do de M. bovis nos testes moleculares
a partir da amostra clinica do leite, e positiva no cultivo microbiolégico. O isolado obtido apés o
cultivo foi detectado como positivo para M. bovis na técnica da PCR convencional. Trés amostras
analisadas foram positivas para todos os testes realizados: PCR convencional e tempo real; cultivo
em meio de Hayflick e SP4.

DISCUSSAO
A pesquisa de M. bovis em amostras de leite bovino é amplamente realizada devido a maior
prevaléncia e importancia desse patégeno na etiologia das mastites, reportada em estudos
anteriores (Aebi et al 2012, Higuchi et al 2013, Gioia et al 2016). A deteccdo de 16% desta espécie
no presente estudo é inferior a reportada por outros autores (Higuchi et al 2013, Lysnyansky et al
2016)

Até o momento, ndo ha estudos que se refiram a etiologia da micoplasmose mamaria no Brasil,
o que dificulta a comparagdo da ocorréncia das espécies mais prevalentes no pais. A literatura
disponibiliza dados relacionados a ocorréncia de M. bovis nos rebanhos leiteiros. Em tanques de
expansao de leite, Manzi et al (2018) obtiveram 1,4% de prevaléncia de M. bovis, em 67 amostras de
tanques analisadas. Junqueira et al (2017) analisaram amostras de leite de mastite clinica, e
reportam a ocorréncia de 3% de M. bovis a PCR convencional.

Por outro lado, em outros paises, a ocorréncia de outras espécies de micoplasmas é muito
estudada. Em estudo realizado no Japao, Higuchi et al (2013) obtiveram 89% (184/208) de quartos
mamarios infectados com apenas uma espécie de micoplasma, sendo: M. bovis a mais prevalente, M.
alkalescense, M. californicum, M. arginini, M. canadense, M. bovigenitalium e M. adleri. O restante dos
quartos apresentaram coinfec¢do com mais de uma espécie de micoplasma.

No estado de Nova lorque, nos EUA, a prevaléncia de M. bovis é reportada como a maior dentre
outras espécies de micoplasmas. Gioia et al (2016) descrevem a ocorréncia das seguintes espécies
da classe Mollicutes, causando mastite: 78% de M. bovis, 17% de M. alkalescens, 11% de
Acholeplasma laidlawii, 10% de M. bovigenitalium, 10% de M. canadense, 3% de M. californicum, 2%
de M. arginini, 2% de Acholeplasma oculi e 1% de M. bovirhinis.

A PCR é uma ferramenta molecular muito utilizada em pesquisas envolvendo uma variedade
de amostras, incluindo as de leite. A presenca de inibidores da Taq polimerase na amostra pode
desencadear reagdes falso-negativas, podendo ser de origem da prépria amostra ou introduzidos
durante alguma etapa da reacdo. Amostras de leite possuem naturalmente calcio e gordura em sua
composicdo, que podem inibir a PCR dependendo das concentragdes presentes (Schrader et al
2012). Powell et al (1994) encontraram no leite um inibidor natural da Taq polimerase, a plasmina,
componente capaz de inibir a reagdo de PCR.

Sugere-se a presenca de algum inibidor da PCR presente no leite de uma amostra avaliada. A
referida amostra clinica foi positiva na deteccdo de Mollicutes e negativa nas duas técnicas
moleculares para detec¢do de M. bovis, entretanto, foi positiva no cultivo microbiolégico para
aquela espécie. Tal fato sugere um resultado falso-negativo para M. bovis a partir da andlise do leite.
A possibilidade de baixa concentragdo do DNA de M. bovis na amostra clinica pode ser a causa desse
achado.
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A PCR em tempo real amplifica regides especificas do genoma bacteriano a partir de
quantidades minimas de DNA (Valasek & Repa 2005), sendo mais sensivel do que a PCR
convencional. Porém, essa sensibilidade depende diretamente da qualidade do DNA gendmico.
Templeton et al (2003) compararam técnicas de diagndstico para a detec¢do de M. pneumoniae e
concluiram que a PCR em tempo real é mais sensivel, especifica e claramente superior a PCR
convencional na detec¢do do patégeno em amostras oriundas de pacientes adultos com infeccdo do
trato respiratério inferior.

0 método de extracdo por termolise é uma op¢do simples e ndo onerosa, mas resulta em um
DNA de qualidade inferior aos de kits comerciais, com presenca de proteinas ou outros inibidores
da PCR. No entanto, é uma técnica totalmente exequivel para diagndstico de Mycoplasma no leite,
com bons resultados obtidos e ja padronizados no nosso laboratério. Optou-se por realizar a
extracdo por esse método, seguida de protocolo de purificagio do DNA para obtencdo de um
material analitico de melhor qualidade, considerando-se os custos e praticidade do método. Para a
realizacdo da PCR convencional, é possivel a utilizacdo da extracdo por termolise com resultados
satisfatorios na detec¢do de M. canadense e M. californicum a partir de isolados de amostras de leite
(Tamiozzo et al 2014).

No presente estudo nido foi avaliada a eficiéncia do DNA, e ndo foram comparados os
protocolos de extragdo por termolise com outros protocolos, sendo assim nio se pode afirmar se
houveram resultados falso-negativos resultantes da baixa qualidade do DNA, considerando o
protocolo de extracdo de DNA utilizado.

A dificuldade em se identificar as espécies M. agalactiae e M. bovis a partir da sequéncia de
seus 16s rRNA ¢ dificil devido a elevada similaridade encontrada entre os 16s RNA dessas espécies
(Konigsson et al 2002, Bashiruddin et al 2005). Entre os isolados obtidos no presente estudo, duas
amostras nio amplificaram a PCR convencional para M. bovis, porém, amplificaram a partir da
amostra clinica do leite para o mesmo agente. Na analise do sequenciamento, as duas amostras
agruparam no cluster para M. bovis e M. agalactiae, devido a elevada similaridade entre elas. Frente
aos resultados moleculares obtidos anteriormente, a partir das amostras clinicas, sugere-se que sdo
M. bovis, mesmo sem a amplificacdo do isolado.

A epidemiologia da ocorréncia das duas espécies, M. bovis e M. agalactiae nos animais, sdo
distintas. A primeira ocorre em bovinos, causando principalmente mastite, pneumonia e artrite
(Pfiitzner & Sachse 1996) e a segunda, em pequenos ruminantes, responsavel pela agalaxia
contagiosa (Gonzalez et al 1995). Ha relatos sobre a ocorréncia de M. agalactiae em touros, com
acometimento ocular, cerebral e no conduto auditivo (Catania et al 2016) porém em quadros de
mastite, ndo ha relatos até o momento.

A ocorréncia de M. bovis em pequenos ruminantes é incomum, embora possa ocasionalmente
ser isolado dos pulmdes de caprinos. Um fator de risco associado a presenca de M. bovis em
caprinos é o fornecimento de leite bovino a cabritos jovens como suplementacdo alimentar,
podendo este micro-organismo colonizar a cavidade oral, orofaringe, traqueia e pulmdes (DaMassa
et al 1992). As propriedades avaliadas no presente estudo sdo altamente tecnificadas para a
producdo de leite bovino e nao dispde de criagdo de caprinos ou ovinos, sendo, portanto pouco
provavel a ocorréncia de mastite bovina por M. agalactiae.

Sabe-se da dificuldade no isolamento de Mycoplasma em meios de cultura devido as
caracteristicas relacionadas as diferentes espécies. Para aumentar a possibilidade da deteccao de
outras espécies, utilizaram-se no presente estudo dois meios de cultura, mas ndo houve
crescimento de espécies diferentes de M. bovis.

0 meio de Hayflick modificado é recomendado para o isolamento de M. bovis em amostras de
leite (Pfiitzner et al 1996), e tem sido utilizado por varios autores com sucesso (Pretto et al 2001,
Cai et al 2005, Riekerink et al 2006). A utilizagdo de mais de um meio de cultura pode aumentar a
taxa de isolamento de espécies de micoplasmas, como observado por Lai et al (1986) ao
compararem os meios de Chalquest e Hayflick na deteccao de M. pulmonis, com 92% e 66% de
isolamento, respectivamente.

Tortorelli et al (2017) obtiveram apenas um resultado positivo no isolamento em meio de
Hayflick em 32 secrec¢des provenientes de doenga respiratéria bovina, salientando um baixo
percentual de isolamento quando comparado a outros estudos. Os autores observaram também que
frequentemente o resultado do isolamento bacteriano nao esta associado a positividade a PCR, com
resultados de culturas negativas e moleculares positivos, fato também observado no presente
estudo.

As amostras utilizadas neste estudo foram de conveniéncia, ou seja, encaminhadas para
diagnostico de Mycoplasma spp. em diferentes rebanhos. Todas as amostras foram recebidas
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congeladas e foram mantidas em temperatura de congelamento por periodo de até um més, para
serem processadas. A baixa taxa de isolamento pode estar associada ao congelamento e
descongelamento das amostras de leite, com consequente redugdo da carga microbiana viavel e
possibilidade de resultados falso-negativos no cultivo microbiolégico.

A ocorréncia de resultados negativos ao cultivo microbiolégico concomitante com resultado
positivo a PCR é relatada na literatura (Férandon et al 2011). A positividade no cultivo
microbiolégico pode variar entre os diferentes estudos. A utilizagdo de mais de um tipo de meio de
cultura pode influenciar na positividade dos resultados, pois, sabe-se que as espécies de
micoplasmas apresentam diferengas quanto as exigéncias para o seu desenvolvimento. Férandon et
al (2011) obtiveram 29,4% (45/153) de positividade no cultivo microbiolégico, superior ao obtido
no presente estudo, que foi de 11%, e pode estar relacionado a qualidade e viabilidade celular das
amostras analisadas.

O elevado percentual de amostras negativas no cultivo pode se dar principalmente pela
possibilidade de inviabilidade celular ou ao meio de cultura ndo ser especifico para todas as
espécies do agente, considerando que sé se identificou M. bovis na PCR. Além desses aspectos, deve-
se considerar a possibilidade da existéncia de outros patdgenos presentes nas amostras, podendo
ocorrer competitividade e dificultar o isolamento de Mycoplasma spp., considerando-se o tempo
mais longo, necessario para o isolamento.

E de se esperar que os resultados da PCR superem a positividade do cultivo microbiolégico,
considerando que o primeiro detecta DNA degradado de micoplasmas ndo viaveis, ou ainda,
culturas negativas podem conter uma baixa concentracdo de DNA nio sendo detectaveis na PCR.
Essa constatacdo foi observada no presente estudo, com 89% de amostras negativas no cultivo
microbiolégico.

CONCLUSOES

Nao foi possivel a identificacdo de espécies de micoplasmas envolvidas em casos de mastite
clinica bovina, pelo sequenciamento genético, exceto Mycoplasma bovis;

Conclui-se que a utilizagdo de diferentes primers para a identificagio de outras espécies
envolvidas pode elucidar aspectos epidemioldgicos da mastite bovina por micoplasma;

A utilizacdo do meio de cultura SP4 aumentou a possibilidade de deteccdo de micoplasmas a
partir do diagnéstico microbiolégico, sendo assim, conclui-se sobre a importancia da sua utilizacdo
para detec¢do de micoplasmas vidveis em amostras de leite de casos de mastite;

Para o controle da mastite por micoplasmas, o diagndstico molecular garante éxito na
segregacdo de animais positivos, procedimento recomendado para o controle desse micro-
organismo no rebanho, como medida de biosseguranca.
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Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de PCR convencional e em tempo

real.
Sequéncia Tamanho Referéncia
do produto
MGSO 5" TGC ACC ATC Tc(?rTg(':AC TCT GTT AAC VAN KUPPEVELD et al
270pb (1992)
GPO-3 5" GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC
T3
MBOf 5 CCT TTT AGA TTG GGA TAG CGG ATG
3 3600b GONZALEZ et al (1995)
5’ CCG TCA AGG TAG CAT CAT TTC CTA p
MBOr T3
Mbov 5" TCT AAT TTT TTC ATC ATC GCT AAT
F2024 GC3 112pb CLOTHIER et al (2010)
Mbov ) )
R2135 5" TCA GGC CTT TGC TAC AAT GAAC 3
FAM - AAC TGC ATC ATA TCA CAT ACT -
Mbov uvrC
MGB
Tabela 2. : Resultados gerais das andlises moleculares para Mycoplasma bovis e cultivo

microbiolégico de amostras de leite de casos de mastite clinica bovina.

Identificacao PCR PCR em Tempo

Propriedade Convencional Real Hayflick SP4
A Negativo Positivo Negativo Positivo
A Positivo Positivo Negativo Negativo
A Positivo Positivo Negativo Positivo
A Negativo Positivo Positivo Positivo
A Positivo Positivo Positivo Positivo
B Positivo Negativo Negativo Negativo
B Positivo Negativo Negativo Negativo
B Positivo Negativo Negativo Negativo
C Positivo Positivo Positivo Positivo
D Negativo Positivo Positivo Positivo
D Positivo Negativo Negativo Positivo
D Positivo Positivo Positivo Positivo
F Positivo Negativo Negativo Positivo
F Positivo Positivo Negativo Positivo
F Positivo Positivo Negativo Negativo
F Positivo Positivo Negativo Negativo
F Negativo Negativo Positivo Positivo




