
665

Pesq. Vet. Bras. 38(4):665-669, abril 2018
DOI: 10.1590/1678-5150-PVB-5192

﻿

RESUMO.- Mycoplasma é um patógeno altamente 
contagioso, podendo causar mastite, pneumonia, artrite, 
entre outras enfermidades. Seu isolamento requer meios e 
condições específicas devido ao seu crescimento fastidioso. 
Devido à complexidade do seu diagnóstico, acredita-se que 
a real prevalência de casos de mastite por micoplasma seja 
subestimada. O objetivo do presente estudo foi identificar 
a prevalência de Mycoplasma bovis em diferentes rebanhos 
de bovinos leiteiros no estado de São Paulo. O estudo foi 
dividido em fase de triagem, na qual colheram-se amostras 
de 67 tanques de expansão e a coleta individual, na qual 
propriedades positivas para M. bovis foram visitadas e colhidas 
amostras de leite de todos os animais com mastite clínica e 
subclínica. O diagnóstico laboratorial foi feito por meio da PCR 

e cultivo microbiológico específico. A prevalência de M. bovis 
encontrada na fase de triagem foi de 1,4%. Na fase individual, 
todas as amostras de leite, procedentes de propriedade 
positiva para M. bovis no tanque de expansão, foram negativas, 
o que permite concluir pela baixa prevalência do agente nas 
condições do presente estudo.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Mycoplasma bovis, rebanho, vacas leiteiras, 
mastite, qualidade do leite, bovinos, bacterioses.

INTRODUÇÃO
Mycoplasma spp. são as menores células procariontes 
capazes de autorreplicação. Não possuem parede celular 
rígida, apresentando membranas externas flexíveis com três 
extratos, susceptíveis à dessecação, calor, detergentes e aos 
desinfetantes (Quinn et al. 2005) e resistentes aos principais 
antimicrobianos disponíveis (Owens & Nipper 2008).

É um patógeno altamente contagioso, podendo causar 
mastites, pneumonias, artrite, otite e menos frequentemente 
abortamentos e meningites (Nicholas & Ayling 2003). As duas 
espécies de micoplamas mais comuns nas mastites bovinas 
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são Mycoplasma bovis e Mycoplasma californicum, sendo a 
primeira considerada como principal espécie em surtos de 
mastites, em diversas partes do mundo (Nicholas et al. 2008).

O isolamento de micoplasma requer meios de cultura e tempo 
de incubação especiais, além de condições de microaerofilia, 
fato que muitas vezes pode redundar em culturas de amostras 
de leite de casos de mastite, apresentarem-se negativas a 
partir de métodos microbiológicos padrões (Langoni 2013). 
O isolamento de micoplasmas pode ser prejudicado também 
mesmo quando se utilizam condições ideais, pois o tipo de 
amostra clínica, o método de coleta e o transporte, a exigência 
nutricional e o número de micoplasmas viáveis na amostra 
podem interferir no resultado (Buzinhani et al. 2007).

Pelo fato do Mycoplasma bovis necessitar de métodos 
complexos para o seu isolamento e identificação, acredita-se 
que a sua real prevalência seja, provavelmente, subestimada 
(Kampa et al. 2009), sendo casos de mastites causadas por 
Mycoplasma sub diagnosticados (Fox et al. 2005).

De acordo com a literatura, verifica-se prevalência de 
0,5 a 35% de mastite causadas por Mycoplasma bovis em 
diversos países (González & Wilson 2003). No Brasil, a pesquisa 
desse agente, assim como de outras espécies de micoplasmas, 
tanto nas mastites como em outras patologias dos sistemas 
respiratório, urogenital, articulações, sistema nervoso e 
conjuntiva ocular são pouco frequentes (Buzinhani  et  al. 
2007), considerando-se as dificuldades já assinaladas.

No Brasil, os únicos estudos sobre o assunto estão restritos 
a surtos nos estados do Paraná (Mettifogo et al. 1996) e Minas 

Gerais (Mettifogo & Tamaso 2013), além de um estudo de 
Pretto et al. (2001) também no Paraná e outro em São Paulo, 
relatando baixa prevalência de Mycoplasma bovis (1,12%). 
Dessa maneira, estudos da prevalência de micoplasmas e 
os reflexos desse agente como causador de mastites são 
necessários, visando subsidiar pesquisadores, orientar os 
produtores, informar órgãos competentes na fiscalização da 
qualidade do leite e consultores.

Atualmente, as principais medidas de controle das mastites 
por M. bovis são a detecção e segregação de animais infectados, 
seguido do descarte. Para isso, é necessário conhecer a real 
prevalência do agente nos rebanhos, delineando assim medidas 
estratégicas eficazes.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizadas no estudo amostras de leite bovino de diferentes 
rebanhos localizados no interior do estado de São Paulo, nos 
seguintes municípios: Botucatu, Bofete, Porangaba, Itatinga, São 
Pedro e Piracicaba (Fig.1). Dispostos na região central do estado, 
estes municípios apresentam altitudes entre 525 e 845m, clima 
predominantemente subtropical úmido (Botucatu, Bofete e Porangaba) 
e tropical (Piracicaba, São Pedro e Itatinga).

Para determinação do n amostral necessário para realização do 
estudo, utilizou-se prevalência estimada de 5% de Mycoplasma bovis 
no leite, com base em outros estudos (Fox et al. 2005), com intervalo 
de confiança de 95% e margem de erro de 5%, baseado em uma 
população estimada de 800 rebanhos, existentes no estado de São 
Paulo, obtendo-se um número de 67 propriedades.

Fig.1. Mapa com a distribuição geográfica das cidades envolvidas no estudo, localizadas no interior do estado de São Paulo.
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O estudo foi dividido em duas etapas: a primeira de triagem e a 
segunda com coleta individual. Dessa forma, foi possível verificar 
a prevalência dos rebanhos na região em estudo e, posteriormente, 
a prevalência dentro dos rebanhos positivos, verificando quais e 
quantos animais estavam infectados.

Na fase de triagem, foram utilizadas as 67 propriedades 
localizadas no interior do estado de São Paulo, com a realização 
de três coletas em cada uma delas, e intervalo de 15±7 dias entre 
as coletas, para aumentar a sensibilidade do estudo. As amostras 
de leite foram colhidas diretamente dos tanques de expansão após 
homogeneização, com auxílio de concha de alumínio previamente 
esterilizada, acondicionadas em frascos coletores universais estéreis e 
transportadas sob refrigeração (4-8°C), em caixas isotérmicas contendo 
gelo reciclável. No caso de propriedades que não possuíam tanques 
de refrigeração e, portanto, faziam uso de tanques comunitários, a 
coleta foi realizada diretamente do recipiente no qual o leite chegava, 
latão ou tambor, após homogeneização. Em todos os casos, foram 
coletadas amostras de leite de aproximadamente 25mL, destinadas 
às análises laboratoriais.

Para coleta individual, as propriedades positivas para 
Mycoplasma bovis, foram visitadas para obtenção de amostras de 
leite dos animais. Para tanto realizou-se a prova de Tamis e CMT em 
todos os tetos de todas as vacas em lactação para o diagnóstico de 
mastite. Amostras de leite de quartos com mastite clínica ou subclínica 
(reação a partir de uma cruz (+) no exame de CMT) foram coletadas 
para análise laboratorial, após a lavagem com água e desinfecção do 
óstio do teto com solução de álcool iodado a 0,25%. Foram colhidas 
amostras de 5mL de leite em duplicata, em frascos estéreis, para 
a realização de exame microbiológico bem como para o estudo 
molecular da presença de Mycoplasma bovis. As amostras foram 
transportadas para o laboratório sob temperatura de refrigeração, 
em caixa de material isotérmico contendo gelo reciclável.

Exames laboratoriais. As amostras de leite obtidas na fase 
de triagem foram submetidas a contagem de células somáticas e a 
detecção molecular de Mycoplasma sp. e Mycoplasma bovis.

Amostras de leite dos quartos positivos ao CMT ou de casos de 
mastite clínica, na coleta individual, foram submetidas a provas 
moleculares para detecção de Mycoplasma sp.e Mycoplasma bovis, 
cultivando-se ainda em meio de caldo SP4 para tentativa de isolamento 
de Mycoplasma bovis.

Detecção molecular. A extração do DNA foi realizada a partir 
de 200μL de leite, utilizando-se o kit comercial blood genomicPrep 
Mini Spin Kit (GE Healthcare), com adaptações padronizadas 
previamente, tais como a retirada da gordura do leite, e adição de 
lisozima e tampão de lisozima. A quantificação foi realizada pela 
corrida eletroforética em gel de agarose 1,5% com marcadores low 
mass DNA (invitrogen).

Para a detecção molecular de Mollicutes e Mycoplasma bovis, foram 
utilizados iniciadores que amplificam regiões espécie-específicas do 
DNA codificadoras das regiões 16S e 23S rRNA, baseado nas sequências 
do banco de dados do GenBank. As reações de PCR foram realizadas 
com um volume total de 25μL contendo tampão de reação 10mM 
Tris HCl pH 8,0, 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 0,2mM de dNTP, 10ρ M 
de cada primer, 0,5 unidades de Taq Platinium (Invitrogen) e 10ng 
de DNA. A incubação foi realizada em termociclador Mastercycler 
gradient (Eppendorf).

A amplificação do DNA de Mollicutes foi realizada utilizando os 
primers MGSO (5 ́ TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC 3 ́) e 
GPO-3 (5 ́ GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC 3 ́), comum produto 
de 270 pares de base (Van Kuppeveld et al. 1992) e perfil de ciclos 
como segue: cinco minutos a 94°C, trinta e cinco ciclos de 94°C por 

30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma 
extensão final a 72°C por 10min.

Uma vez positivas para a PCR com primers genéricos, foi realizada 
a amplificação do DNA de Mycoplasma bovis com o uso dos primers 
específicos MBOr (5 ́ CCG TCA AGG TAG CAT CAT TTC CTA T 3 ́) e 
MBOf (5 ́CCT TTT AGA TTG GGA TAG CGG ATG 3 ́), com produto de 
360 pares de bases (González et al. 1995) e o seguinte perfil de ciclo: 
um ciclo de 94°C por três minutos, trinta e cinco ciclos de 94°C por 
um minuto, 60°C por um minuto, 72°C por um minuto e uma etapa 
final de 72°C por três minutos.

A visualização do material amplificado foi avaliada pela corrida 
eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,025μL/mL 
de brometo de etídeo. A corrida eletroforética foi realizada em 
cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCl, 89 mM ácido 
bórico e 20 mM EDTA) e a voltagem empregada foi de 65V. Após o 
término da corrida, o gel foi visualizado em transluminador de luz 
UV (Maniatis et al. 1982) e a imagem capturada pelo sistema de 
documentação digital.

Exame microbiológico para isolamento de Mycoplasma spp. 
Para isolamento de Mycoplasma spp. foi realizado previamente 
a padronização de técnicas de cultivo a partir de amostras de 
leite bovino, provenientes dos tanques, na fase de triagem e dos 
quartos positivos na fase individual, estabelecendo-se o seguinte 
protocolo: Cultivo de 0,2mL de cada amostra diretamente em meio 
SP4 (triptona, peptona e caldo base) líquido, suplementado com 
soro fetal bovino, meio 199, extrato de levedura, glicose, arginina, 
bacto TC yeastolate, vermelho fenol, acetato de thalium e penicilina, 
polimixina B (Tully 1995). Simultaneamente, foram cultivados 0,05mL 
de cada amostra em placas de Petri (Pleion A-24) em meio sólido SP4 
(triptona, peptona, caldo base e ágar noble) suplementado, conforme 
descrito anteriormente. A incubação foi procedida em ambiente 
de microaerofilia, em estufa de CO2, com posterior observação do 
isolamento microbiano a cada 3 dias por até 15 dias de incubação.

A avaliação do isolamento de micoplasmas foi realizada pela 
visualização em microscópio invertido e estereomicroscópio pelo 
exame das placas de cultivo, de colônias apresentando aspecto 
característico de “ovo-frito” e com formação de filmes e manchas 
conforme descrito por Pretto et al. (2001).

Para confirmação do gênero Mycoplasma, as amostras inoculadas 
em caldo SP4 foram submetidas a três filtrações sucessivas em 
membrana 0,22μM e incubação a 37°C em ambiente de microaerofilia, 
descartando desta maneira possíveis casos de contaminação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na fase de triagem das 67 propriedades, 11 foram positivas 
na PCR para classe Mollicutes, com uma prevalência de 
16,4%. Dessas amostras apenas uma foi positiva na PCR para 
Mycoplasma bovis com uma prevalência de 1,4% do agente 
na região em estudo. Prevalências igualmente baixas foram 
encontradas em estudos de amostras de leite de tanques em 
outros países como 5,4% na Grécia (Filioussis et al. 2007), 
1 a 8% nos Estados Unidos (Fox et al. 2003), 1,8% na Thailândia 
(Kampa et al. 2009) e 1,5% na Bélgica (Passchyn et al. 2012) 
não tendo sido isolado em estudo realizado na Nova Zelândia 
(McDonald et al. 2009).

As demais amostras positivas para Mollicutes podem ser 
positivas para outras espécies de micoplasmas causadoras 
de mastites, como Mycoplasma alkalenses, M. arginini, 
M. bovigenitalium, M. bovirhinis, M. californicum, M. canadense, 
M. dispar, assim como patógenos de outro gênero já 
relatados em casos de infecção da glândula mamária como 
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Acholeaplasma spp. (principalmente A. laidlawii e A. axanthum) 
(González & Wilson 2003).

Importante salientar que a amostra positiva para M. bovis 
foi obtida em apenas uma, das três coletas realizadas na 
mesma propriedade, ou seja, no mesmo local apenas em um 
dos momentos detectou-se o patógeno. Tal fato se deve a 
excreção intermitente do agente ou pela sua eliminação em 
quantidades muito baixas, dificultando a sua detecção nos 
exames realizados.

Estudo similar realizado com amostras de leite de tanques, 
em Quebec (Francoz et al. 2012) revelou da mesma forma, 
que os mesmos tanques com a presença do agente em um 
mês, não mais o apresentavam no mês subsequente. Tal fato 
pode ser justificado pela baixa concentração do agente 
excretada no leite de tetos infectados, podendo ser menor que 
10UFC/mL, valor mínimo no limiar de detecção da técnica de 
PCR e muito menor que o limiar do cultivo, de 100 UFC/mL 
(Biddle et al. 2003).

Todas as amostras foram negativas no cultivo microbiológico 
em meio seletivo para mycoplasma, o que demonstra baixa 
sensibilidade da técnica. Sabe-se das dificuldades do isolamento 
desse patógeno considerando-se as exigências quanto aos 
meios de cultivo e entre outras características, bem como 
a carga microbiana presente na amostra, além do aspecto 
de crescimento fastidioso nos meios de cultivo (Junqueira 
& Langoni 2016).

No caso de coleta individual, foram examinados 152 animais 
em lactação, totalizando 608 tetos (592 funcionais e 16 perdidos), 
provenientes da propriedade positiva para M. bovis. Na prova 
de Tamis 6 (1%) dos animais apresentavam mastite clínica. 
No CMT, 423 tetos (71,4%) foram negativos, 10 (1,7) reação 
de uma cruz (+), 58 (9,8%) duas cruzes (++) e 95 (16%) três 
cruzes (+++). Dos 152 animais, 101 (66,4%) apresentaram 
mastite em pelo menos um dos quartos mamários.

Dentre as 169 amostras (6 de mastite clínica e 163 mastite 
subclínica), 13% foram positivas na PCR para Mollicutes e 
nenhuma amplificou para M. bovis, tal fato pode ser explicado, 
pois durante o estudo, houve um período de tempo entre as 
coletas dos tanques das propriedades e a coleta individual de 
leite dos animais, da propriedade onde havia sido detectado 
M. bovis. Os animais infectados, que poderiam estar eliminando 
M. bovis, detectado no tanque, podem ter sido descartados, 
ou entrado no período seco.

Ressalta-se ainda a possibilidade da forma autolimitante 
da doença, como sugerido por Roy et al. (2008). É possível a 
ocorrência de cura espontânea nas mastites subclínicas, além 
da intermitência na eliminação de patógenos nas infecções 
intramamárias (Santos & Fonseca 2007).

Quanto a tentativa de isolamento microbiano nos meios 
seletivos utilizados, os resultados também foram negativos 
tanto nos casos de mastite clínica como subclínica.

CONCLUSÃO
Pode-se concluir uma baixa prevalência de Mycoplasma bovis 
nas condições do presente estudo, mas enfatiza-se a necessidade 
de estudos com abrangência de outros estados brasileiros 
para determinação da sua prevalência em âmbito nacional.
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