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RESUMO

A Micoplasmose caprina representa um fator limitante para a caprinocultura
brasileira principalmente pela queda ou parada da producéo de leite e elevada morte
de crias. Caprinos acometidos por espécies patogénicas de micoplasmas podem
desencadear sintomatologia clinica variada: artrite ou poliartrite, conjuntivite,
linfadenite, peritonite, pericardite, mastite, septicemia, pneumonia e febre. O
diagnostico pela PCR apresenta vantagens em relacdo ao cultivo e isolamento,
como o menor tempo para a obtencdo de resultados, a sensibilidade e a
especificidade na deteccdo de diferentes espécies de micoplasmas. O presente
estudo objetivou a deteccdo de Mycoplasma spp. pela PCR genérica, utilizando o
par de primers MGSO (TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC) e GPO-3
(GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC T) com amplicon de 270 pb; detecgao de
Mycoplasma agalactiae (Ma) com a utilizacdo dos primers MAGF (CCT TTT AGA
TTG GGA TAG CGG ATG) e MAGR (CCG TCA AGG TAG CGT CAT TTC CTA QC),
amplicon de 360 pb; e deteccdo de Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc)
utilizando-se os primers MMMLC2-L (CAA TCC AGA TCA TAA AAA ACC T) e
MMMLC1-R (CTC CTC ATA TTC CCC TAG AA), com amplicon de 1049 pb. As
amostras clinicas analisadas no Laboratério de Epidemiologia Molecular da
Faculdade de Veterinéria - UFF, 17 suabes de orofaringe e seis amostras de leite,
foram provenientes de cabras durante um surto de pneumonia e agalaxia no Estado
de Minas Gerais, Brasil. O DNA foi extraido pelo método fenol-cloroformio e
submetido a PCR genérica e a PCR espécie-especifica com a utilizacdo de
diferentes pares de primers e ciclos. Na PCR genérica houve visualizacdo de
amplicons de 270pb em todas as amostras testadas, enquanto na PCR especifica os
resultados foram negativos para Ma e Mmc. A deteccdo do agente a partir de
espécimes clinicos permitiu maior rapidez no diagnostico dessa doenca,
fundamental para a ado¢ao de medidas de controle e profilaxia. Concluiu-se, entéo,
gue a agalaxia nao foi ocasionada por Ma, mas por outra espécie de micoplasma,
nao testada nesse estudo.
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DROP IN MILK PRODUCTION BY GOAT MYCOPLASMOSIS OUTBR EAK

ABSTRACT

Goat Mycoplasmosis is a limiting factor for dairy goats, mainly by decrease or stop in
milk production, besides high death rate of offsprings. Goats affected by pathogenic
species of mycoplasma may develop clinical manifestations of arthritis or
polyarthritis, conjunctivitis, lymphadenitis, peritonitis, pericarditis, mastitis, septicemia,
pneumonia and fever. The diagnosis by PCR has advantages over isolation, as
the shortest time to obtain results and higher sensitivity and specificity in detecting
different species of mycoplasmas. The present study had the objective to carry out
generic PCR to detect Mycoplasma spp., primers used and amplicon (MGSO: TGC
ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC and GPO3: GGG AGC AAA CAG GAT
TAG ATA CCC T for 270 bp) and specific PCR to detect
Mycoplasma agalactiae (Ma) (MAGF: CCT TTT AGA TTG GGA TAG CGG ATG and
MAGR: CCG TCA AGG TAG CGT CAT TTC CTA C for 360 bp) and Mycoplasma
mycoides subsp. capri (Mmc) (MMMLC2-L: CAA TCC AGA TCA TAA AAA ACC T
and MMMLC1-R: CTC CTC ATA TTC CCC TAG AA for 1049 bp). For diagnosis,
there were used 17 oropharynx swabs and six milk samples from goats during an
outbreak of pneumonia and agalactiain a herd of Minas Gerais state, Brazil. DNA
was extracted by phenol-chloroform method and subjected to generic and species-
specific PCR using different pairs of primers and cycles. As results, generic PCR
yielded amplicons of 270 bpin all samples tested, while the specific PCR were
negative for Ma and Mmc. Rapid detection of mycoplasma from clinical specimens
prompt adoption of treatment, control measures and prophylaxis. It is concluded that
the Agalactia was not due to Ma, but other mycoplasma species, different from those
tested in this study.

KEYWORDS: Mycoplasma, goat milk, agalactia, goat.

INTRODUCAO

As micoplasmoses sao enfermidades infecciosas de distribuicdo mundial,
causadas por microrganismos da Classe Mollicutes e dos géneros Mycoplasma e
Ureaplasma, que acometem diversas espécies de animais domésticos (COTTEW,
1979). Os micoplasmas diferenciam-se fenotipicamente de outras bactérias pelo
pequeno tamanho (0,3-0,8 um) e pela auséncia de parede celular.
Taxonomicamente esta Ultima caracteristica é usada para a separacdo destes
microrganismos na classe Mollicutes (mollis, mole, cutis, pele, em latim) (RAZIN et
al., 1998; SANTOS, 2009).

A micoplasmose caprina representa um fator limitante para a caprinocultura
brasileira. Os caprinos acometidos por espécies patogénicas de micoplasmas
podem desencadear sintomatologia clinica variada: artrite ou poliartrite, conjuntivite,
linfadenite, peritonite, pericardite, mastite, septicemia, pneumonia e febre
(AZEVEDO et al., 2006; ALMEIDA, 2009).

A Pleuropneumonia Contagiosa Caprina (PPCC) causada pelo M. capricolum
subsp. capripneumoniae, e a Agalaxia Contagiosa dos Caprinos e Ovinos (ACCO),
pelo M. agalactiae, sdo doencas de notificacdo obrigatdria conforme estabelecido
pela “World Organization for Animal Health” — OIE (2008), que ao lado de outras
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micoplasmoses sao reconhecidas mundialmente como causadoras de perdas
econdmicas vultosas, representadas principalmente pela morte de crias e pela
reducdo ou parada da producéao de leite (ALMEIDA, 2009).

O grupo Mycoplasma mycoides (GMM) agrupa espécies e subespécies que
sdo conhecidas por provocar uma série de enfermidades em bovinos, caprinos e
ovinos (OIE, 2008). O GMM constitui-se de seis espécies de micoplasmas
estreitamente relacionadas em suas caracteristicas bioquimicas e soroldgicas e na
filogenia do gene 16S r-RNA. As espécies e subespécies que constituem esse grupo
sao M. mycoides subsp. mycoides tipo SC (MmmSC), M. mycoides subsp. capri
(Mmc), M. capricolum subsp. capricolum (Mcc), M. capricolum subsp.
capripneumoniae (Mccp) e M. bovine Sorogrupo 7 (Msp7-PG50) (SANTOS, 2009).
Contudo, M. mycoides subsp. mycoides tipo LC (MmmLC) e M. mycoides subsp.
capri j& haviam sido incluidos na mesma subespécie (VILEI et al., 2006).

Para o diagnostico das micoplasmoses utiliza-se o isolamento e a
identificacdo dos agentes infecciosos, realizados pelo cultivo em meios especificos
contendo soro animal. Técnicas mais precisas, sensiveis e especificas, como a
PCR, apresentam vantagens em relacdo ao cultivo e isolamento, como o0 menor
tempo para a obtencao de resultados, aumentando a possibilidade de deteccéo de
diferentes espécies de micoplasmas (CAMPOS, 2008).

O presente estudo objetivou a deteccdo de Mycoplasma spp. pela PCR
genérica, além de M. agalactiae (Ma) e M. mycoides subsp. capri pela PCR espécie-
especifica de suabes de orofaringe e leite caprino.

MATERIAL E METODOS

As amostras clinicas analisadas no Laboratério de Epidemiologia Molecular
da Faculdade de Veterinaria - UFF, 17 suabes de orofaringe e seis amostras de
leite, foram provenientes de cabras durante um surto de pneumonia e agalaxia no
Estado de Minas Gerais, Brasil. O DNA foi extraido pelo método fenol-cloroférmio
(SAMBROOK, 1989) e submetido a PCR genérica e a PCR espécie-especifica com
a utilizac&o de diferentes pares de primers e ciclos.

A reacéo de amplificacédo do DNA foi realizada em termociclador Px2 Thermal
Cycler. Para Mycoplasma spp. utilizou-se a seguinte programacao: 94T por 5
minutos; 40 ciclos com desnaturacéo a 94<C por 1 minuto, pareamento a 55T por 1
minuto e extensdo a 72T por 1 minuto; extensao final a 72 T por 10 minutos e
término a 4 . Para Mycoplasma agalactiae: 94 T por 5 minutos; 40 ciclos com
desnaturacdo a 94 C por 1 minuto, pareamento a 57 T por 1 minuto e extensao a
68 T por 1 minuto; extensao final a 70 € por 10 m inutos e término a 4 . Para
Mycoplasma mycoides subsp. capri foi utilizado o ciclo: 96 T por 3 minutos; 30
ciclos com desnaturacdo a 94 T por 30 segundos, anelamento a 49 € por 30
segundos e extensdo a 72 T por 30 segundos; extens &o final a 72 T por 5 minutos
e término a 4 .

Cada tubo de reacéo continha: 61,5 pL de agua para PCR, 10uL de Tampéao
PCR 10X, 4uL de MgCI2, 5uL de dNTPmix, 2U de Tag DNA polimerase e 2uL de
cada primer (Prodimol Biotecnologia S/A). Para Mycoplasma spp. foram usados dois
pares de primers: GPO-3 (5- GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATACCC T -3) e
MGSO (TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC) para a reproducao de
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amplicon de 270 pb (KUPPEVELD et al.,, 1992). Para M. agalactiae se utilizou os
primers MAGF (CCT TTT AGA TTG GGA TAG CGG ATG) e MAGR (CCG TCA AGG
TAG CGT CAT TTC CTA C) com a geracdo de amplicon de 360 pb (CHAVEZ-
GONZALEZ, 1995). Para M. mycoides subsp. capri foram utilizados os primers
MMMLC2-L (CAA TCC AGA TCA TAA AAA ACC T) e MMMLC1-R (CTC CTC ATA
TTC CCC TAG AA), com amplicon de 1049 pb (MONNERAT et al., 1999).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
e a visualizacdo dos amplicons foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na PCR genérica houve visualizacdo de amplicons de 270pb em todas as
amostras testadas (Figura 1), enquanto na PCR especifica os resultados foram
negativos para Ma e Mmc.

De acordo com a literatura, a agalaxia pode ser ocasionada por outros
micoplasmas, além do M. agalactiae (OIE, 2008). Em caprinos, Ma é o agente
classico causador dessa enfermidade, embora M. mycoides subsp. capri (Mmc), M.
capricolum subsp. capricolum (Mcc) e M. putrefaciens (Mp) também possam estar
presentes (AZEVEDO et al., 2006; AMORES et al., 2011).

Por outro lado ndo € comum a visualizacdo de problemas respiratorios em
surtos ocasionados por Ma, sendo mais frequente, portanto, o aparecimento de
agalaxia, mastite e poliartrite. Dessa forma, ndo € raro caprinos infectados por Mmc
apresentarem pneumonia (GRECO et al., 2001; AZEVEDO et al., 2006).

Estudos adicionais estdo em curso, a fim de elucidar a etiologia micoplasmica
do presente surto.

Figura 1 Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de
etidio e visualizado sobre luz UV. PCR de
swab de orofaringe (1-17) e leite (18-23),
sendo L: marcador DNA Ladder; 1 a 23:
amostras positivas com bandas de 270 pb;
C+: controle positivo; C-: controle negativo.

CONCLUSOES

O diagnéstico de micoplasmose por meio da PCR permitiu o controle imediato
do surto em questdo. Nao houve confirmacédo de que a agalaxia foi devida ao M.
agalactiae. Apesar de manifestacfes respiratérias presentes no rebanho afetado,
nao houve deteccao de M. mycoides subsp. capri.
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Outras espécies de micoplasmas, diferentes das testadas nesse estudo,
podem causar as manifestacdes clinicas descritas e dessa forma, serem a causa
etiologica desse surto.
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