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RESUMO

A mastite é a principal afeccdo do gado destinado a producéo leiteira, que onera o produtor e
a industria de laticinios. No primeiro caso pela perda quanto a producédo, e no segundo pelo
menor rendimento industrial dos derivados lacteos. E uma enfermidade multifatorial, de
multipla etiologia, incluindo micro-organismos como bactérias, virus, fungos, leveduras e
algas. Entre os micro-organismos bacterianos ganham destaque os estafilococos coagulase-
positivas (SCP) e negativa (SCN), sendo o principal Staphylococcus aureus e varias espécies
de SCN, todas caracterizadas como contagiosos, além de Corynebacterium bovis. Com
elevada contagiosidade tem-se Mycoplasma spp., com destaque para M. bovis importante
patdgeno em outros paises, entretanto, menos estudado no Brasil. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a presenca de bactérias da classe Mollicutes, em amostras de leite bovino
com mastite clinica, a partir de técnicas moleculares. Das 170 amostras de leite avaliadas,
procedentes de quatro propriedades leiteiras de pequeno porte da regido de Botucatu, ndo foi
possivel detectar a presenca de Mollicutes.
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ETIOLOGY OF MASTITIS: PARTICIPATION OF MOCROORGANISMS OF THE
CLASS Mollicutes

ABSTRACT

Mastitis is the main disease of livestock destined for dairy production, which affects the dairy
producer and the dairy industry. In the first case the loss of production, and the second
because of the lower industrial yield of dairy products. It is a multifactorial, multiple etiology,
including microorganisms such as bacteria, viruses, fungi, yeasts and algae. Staphylococcus
aureus and several species of SCN, all characterized as contagious, in addition to
Corynebacterium bovis, are prominent among bacterial microorganisms (SCP) and negative
(SCN) staphylococci. Mycoplasma spp. Is highly contagious, with M. bovis being an
important pathogen in other countries, but less studied in Brazil. The objective of the present
study was to evaluate the presence of bacteria of the class Mollicutes in samples of bovine
milk with clinical mastitis, based on molecular techniques. Of the 170 milk samples
evaluated, from four small dairy farms in the Botucatu region, it was not possible to detect the
presence of Mollicutes.
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ETIOLIGIA DE LAS MASTITIS: PARTICIPACION DE MICROORGANISMOS DE
LA CLASE Mollicutes

RESUMEN

La mastitis es la principal afeccion del ganado destinado a la produccién lechera, que pesa el
productor y la industria lactea. En el primer caso por la pérdida en cuanto a la produccién, y
en el segundo por el menor rendimiento industrial de los derivados lacteos. Es una
enfermedad multifactorial, de maltiple etiologia, incluyendo microorganismos como
bacterias, virus, hongos, levaduras y algas. Entre los microorganismos bacterianos se destacan
los estafilococos coagulosa-positivos (SCP) y la negativa (SCN), siendo el principal
Staphylococcus aureus y varias especies de SCN, todas caracterizadas como contagiosas,
ademas de Corynebacterium bovis. Con una elevada contagiosidad se tiene Mycoplasma spp.,
Con destaque para M. bovis importante patégeno en otros paises, sin embargo, menos
estudiado en Brasil. El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia de bacterias de la
clase Mollicutes, en muestras de leche bovina con mastitis clinica, a partir de técnicas
moleculares. De las 170 muestras de leche evaluadas, procedentes de cuatro propiedades
lecheras de pequefio porte de la region de Botucatu, no fue posible detectar la presencia de
Mollicutes.

Palabras clave: bovina mastitis, Mollicutes, PCR
INTRODUCAO

A mastite é um dos principais obstaculos enfrentados na bovinocultura leiteira, pelos
prejuizos econémicos levando a queda na producao de leite, e de sua qualidade, aumento do
custo com tratamentos, e pelo descarte precoce de vacas que apresentam mastite cronica,
Trata-se de um processo inflamatorio da glandula mamaéria de origem fisiologica, traumatica,
alérgica, metabdlica e principalmente infecciosa E uma doenca complexa, e multifatorial
causada por fatores, que envolvem o ambiente, diversos patdgenos e também fatores
relacionados ao proprio animal (1).

Além das perdas econdmicas, na producdo e qualidade e do leite, € importante ressaltar
a importancia na saude puablica, principalmente no caso de patdgenos que sdo fatores de risco
para a infeccdo de humanos, tanto pela sua eliminacdo, bem como pela producdo de toxinas
pelo leite (2,3).

Além das alteracdes fisico-quimicas do leite, a mastite também altera o parénquima da
glandula mamaria. A inflamacdo apresenta-se sob duas formas: clinica e subclinica. No
primeiro caso € possivel observar alteracdes da glandula mamaria, como edema, aumento de
temperatura local, hiperemia, sensibilidade e enrijecimento da glandula mamaria (fibrose),
bem como o aparecimento de grumos, pus, sangue ou qualquer outra alteracdo nas
caracteristicas do leite. A mastite clinica ocasiona perdas elevadas pelo descarte do leite,
gastos com medicamentos, perda funcional de glandulas até por morte do animal. Seu
diagnostico é possivel pela avaliacdo das caracteristicas do leite, pela prova do Tamis (4).

A mastite subclinica caracteriza-se por alteracdes na composicdo do leite, pois, este tem
suas caracteristicas normais. Por outro lado ocorrem alteracdes relacionadas ao aumento no
namero de células somaticas e dos teores de cloro e sddio, além da diminui¢do nos teores de
caseina, lactose e gordura (5).

Entre os Mollicutes estdo os micoplasmas que sdo as formas mais simples de
organismos auto replicantes. Eles ndo tém a tipica parede celular bacteriana e atacam
diretamente a célula hospedeira para obter nutrientes essenciais (6). Hale et al. (7) relataram o
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primeiro caso de mastite bovina por Mycoplasma agalactiae subsp. bovis, posteriormente
denominado por Aska e Erno (8) de Mycoplasma bovis. No Brasil, a primeira citacdo de
mastite por Mollicutes, especificamente M. bovis foi de Mettifogo et al. (9) na regido de
Londrina, Estado do Parana.

A partir do cultivo microbiolégico em meio de Hayflick suplementado e adicionado de
acetato de talio a 0,01% de acordo com Whitford (10) , como fator seletivo (11), Junqueira
(12) trabalhando com 561 amostras de leite provenientes de casos de mastite clinica oriundas
de sete estados, bem como por biologia molecular pela técnica de PCR, encontram 17
(3,03%) amostras positivas para Mollicutes na PCR.Com a utilizacdo de primers especificos
para Mycoplasma bovis todas as amostras foram positivas sendo 35,2% (n=6) provenientes do
estado do Pard, 29,4% (n=5) do estado de S&o Paulo, 17,6% (n=3) e 17,69% (n=3) dos
estados de Minas Gerais e Goias, respectivamente. Das 17 amostras, 11 delas foram positivas
no exame microbioldgico.

Salina et al. (13) examinaram 337 amostras de leite provenientes de tetos com mastite
subclinica da regido de Castro — PR, por PCR utilizando o método de fervura para extracdo do
DNA de acordo com Fan et al. (14), obtiveram 130 (38,6%) de positividade para Mollicutes.
Esses resultados tanto de casos de mastite clinica como subclinica afirmam a dispersdo de
micro-organismos da classe Mollicutes, incluindo-se Mycoplasma bovis na etiologia das
mastites bovinas no pais.

A mastite por micoplasmas caracteriza-se por aparecimento subito, formacdo de
secrecdo purulenta nos quartos afetados, rapida transmissdo para o rebanho, reducdo
significativa na producéo de leite e resisténcia ao tratamento com antibidticos convencionais.
Embora existam numerosas espécies desta classe, a mais frequente € Mycoplasma bovis (15),
responsavel por surtos esporadicos de alta contagiosidade (16). M. bovis pode ser introduzido
em rebanhos livres da doenca pela aquisicdo de animais portadores. No rebanho o micro-
organismo dissemina-se durante a ordenha por aerossois e secre¢fes de animais com
disturbios respiratorios e genitais. As vias hematdgena e linfatica sdo responsaveis pela
disseminacéo do agente de um érgéo afetado para outro (17).

M. bovis é bem adaptado para a colonizacao de superficies mucosas, onde pode persistir
sem causar doenca clinica. A mucosa do trato respiratorio superior é o principal local de
colonizacdo do agente (17). Relatorio de custos estimados nos EUA indicaram perdas de 108
milhdes de dodlares por ano para a industria de laticinios (18).

A principal medida de controle das mastites por M. bovis é a deteccdo de animais
infectados e o seu descarte precoce. Paralelamente, sdo recomendadas as medidas preventivas
para as mastites contagiosas como a higiene de ordenha, imersdo dos tetos em solucédo
antisseptica antes e apds a ordenha, desinfec¢do e manutencdo dos equipamentos de ordenha
(19), além da manutencdo do ambiente de ordenha, e locais onde o0s animais sdo estabulados
sempre limpos e higienizados, com retirada manual de fezes, lavagem e desinfeccéo (4).

Considerando-se a relevancia desses micro-organismos na etiologia das mastites,
investigou-se a presenca de bacterias da classe Mollicutes em amostras de leite de vacas com
mastite clinica, enviadas para analise microbioldgica no Nucleo de Pesquisas em Mastites —
NUPEMAS, no Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, UNESP— Campus de
Botucatu (SP), por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

MATERIAIS E METODOS

As amostras de leite foram coletadas, de quatro propriedades de pequeno porte (menos
de 100 animais) da regido de Botucatu/SP, apds o processo de limpeza e desinfec¢do dos tetos
(20) e encaminhadas ao laboratorio do Nucleo de Pesquisas em Mastites — NUPEMAS, no
Departamento de Higiene Veterinaria e Satde Publica, UNESP— Campus de Botucatu (SP),
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mantidas em temperatura de refrigeracdo. Foram aliquotadas em microtubos de 1,5 mL e
mantidas congeladas a -20°C até o momento da extracdo do DNA sendo descongeladas em
temperatura ambiente, até atingirem aproximadamente 20°C. Foram examinadas 170
amostras de leite provenientes de casos de mastite clinica, utilizando-se o kit comercial de
extragdo Blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), de acordo com as
recomendacdes do fabricante, e o0 material foi mantido congelado a -20°C até o momento da
realizacdo da PCR.

A amplificacdo do DNA para a classe Mollicutes foi feita utilizando-se os Primers
MGSO (5" TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC 3’) e GPO-3 (5" GGG AGC
AAA CAG GAT TAG ATA CCC 3"), com 270 pares de base (21) com perfil de ciclagem:
cinco minutos a 94°C, trinta e cinco ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos e uma extensdo final a 72°C por 10 min.

A visualizacdo do material amplificado foi avaliada pela corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,5% adicionado de 0,025uL/mL de Brometo de Etideo. A corrida eletroforética foi
realizada em cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM &cido bdrico e 20
mM EDTA) e a voltagem empregada foi de 65V. Apé6s o término da corrida o gel foi
visualizado em transluminador de luz UV (22) e a imagem capturada pelo sistema de
documentacéo digital.

Foram utilizados 8uL do material amplificado e como marcador de peso molecular 4 pL
de 100pb ladder (invitrogen). Para todas as amostras foram acrescidos 2 pL do tampéo de
corrida (0,25% azul de bromophenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 70% agua Milli-Q).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizada triagem para a deteccdo de micro-organismos pertencentes a
classe Mollicutes, entretanto, todas as amostras foram negativas. Em caso de positividade
seria pesquisada a participacdo de Mycoplasma bovis com a utilizacdo de primers especificos.

Nos E.U.A., a partir da cultura do leite do tanque, estima-se que 8-10% das exploracdes
tenham pelo menos um animal com mastite causada por micoplasma (6,23,24). Esses
resultados devem estar relacionados ao numero de animais dos rebanhos avaliados, pois sabe-
se que a ocorréncia de mastite por micoplasma é 15 vezes maior em rebanhos maiores, de alta
producdo (25), diferente do presente estudo, que analisou amostras de leite de casos clinicos
de mastite em animais de rebanhos de pequeno porte.

Apesar dos surtos de mastite por Mycoplasma spp. serem provocados principalmente
pela introducdo de novos animais infectados nas exploracdes (11,24,26,27,28), alguns autores
referem a possibilidade de outras vias de transmissdo a partir de outros animais da
propriedade, inclusive assintomaticos ou a partir de outros locais de infeccdo no mesmo
animal, como vias respiratorias, articulacdes ou ouvido médio (24,29,30).

Os surtos de mastite por Mycoplasma spp. € Mycoplasma bovis, sdo iniciados por
animais com glandulas mamarias infectadas, recém introduzidos, pertencentes ao proprio
rebanho, assintomaticos. A infeccdo da glandula mamaria poderd entdo ter origem na
transmissdo interna do agente, por via linfohematogénica ou na transmissdo durante a ordenha
(31). Neste sentido, o controle de Mycoplasma spp. como agente contagioso de mastite por
meio de medidas de biosseguranca nao é tdo eficiente como para outros agentes patogénicos,
existindo dados indicadores do aumento da sua incidéncia, preferivelmente em grandes
rebanhos bovinos, com mais de 350 animais (25).

Trabalhando com amostras de leite provenientes de rebanhos de alta produgdo, com
numero maior de animais, Junqueira (12) e Salina et al. (13) obtiveram resultados expressivos
da participacdo de Mollicutes como M. bovis, fato que chama a atencéo para a importancia do
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diagnostico quer seja microbiologico ou molecular, para melhorar a sensibilidade do
diagndstico de mastite.

CONCLUSOES

Apesar dos resultados negativos com relacdo a participacdo de Mollicutes nas amostras de
leite avaliadas, provavelmente por tratar-se de amostras de leite de casos de mastite clinica de
propriedades leiteiras de pequeno porte, novos estudos devem ser realizados considerando-se
a importancia desse grupo de micro-organismos, especificamente do género Mycoplasma.
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