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Mycoplasma mycoides cluster (MMC) was diagnosed by polimerase chain reaction-
restriction endonuclease analysis (PCR-REA) and indirect immunoperoxidase (IPI), both,
carried out in flushing from external ear canal, collected from bovine at slaughter time in the
State of Rio de Janeiro, southeastern, Brazil. A total of 60 bovines were randomly selected.
Sterile syringes (60mL) loaded with buffer solution (PBS, pH 7.2) were used for the ear canal
flushing. The obtained samples were stored in glycerol (1:2) and frozen at -20°C until use.
These specimens were diluted up to 105, inoculated in liquid and solid modified Hayflick's
media and incubated at 37°C for 2-3 days. The plates were kept in a microaerophilia condition
and examined every two days under a stereomicroscope for the presence of typical colonies
“fried-egg”. In this study, 35 strains selected in agreement with their biochemistry and
physiologic proprieties, were used. From the 60 cultivated samples, 48 (80.00%) were positive
for Mycoplasma spp. Under IPI the prevalence obtained for MMC was 20.0% (12/60) while
by PCR-REA it was 41.7% (25/60). The IPI typing of these isolates resulted in 58.3% (7/12)
for M.mycoides mycoides LC and 41.7% (5/12) for M. capricolum. PCR-REA for MMC was
confirmed by the amplicon size of 785bp, compatible with this group. The Kappa value for
the association between these two tests was 0.14 (p>0.05). After restriction analysis with
Alul in all MMC strains the fragments size obtained were of 81, 98, 186 and 236bp, but not
of 370bp that is compatible with Mycoides mycoides mycoides SC of bovine type. The
presence of mycoplasmas species in the ear canal of asymptomatic bovines represent a
risk of subsequent propagation of Mycoplasma spp. among bovine herds in Brazil.
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RESUMO.- O Grupo Mycoplasma mycoides (GMM) foi di-
agnosticado por PCR-REA e imunoperoxidase indireta (IPI)
em amostras de lavados de conduto auditivo de bovinos
no Estado do Rio de Janeiro, Brasil. 60 bovinos foram se-
lecionados aleatoriamente. As lavagens foram feitas com
uso de seringas estéreis contendo um volume de 60 mL
de solugéo salina tamponada (PBS pH 7.2). As amostras
obtidas foram estocadas em glicerol (1:2) e congeladas a -
20°C até uso. Estas amostras foram diluidas até 10° e
repicadas em meio Hayflick modificado, sélido e liquido,
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sendo incubados a 37°C por 48-72 horas. As placas foram
mantidas em microaerofilia e observadas diariamente, para
visualizagao das coldnias tipicas em “ovo-frito”. Das 60
amostras cultivadas, 48 (80,00%) foram positivas para
Mycoplasma spp. A prevaléncia obtida para o GMM na IPI
foi de 20,0% (12/60) enquanto na PCR-REA foi de 41,7%
(25/60). Das cepas tipificadas pela IP1 58,3% (7/12) foram
M. mycoides subsp. mycoides LC e 41,7% (5/12) foram
M. capricolum. Na PCR-REA o grupo M. mycoides foi con-
firmado pela visualizagcao de um amplicon de 785bp, com-
pativel com este grupo. O valor encontrado no teste Kappa
para associacdo entre estes testes foi de 0,14 (P>0,05.
Na clivagem do produto da PCR com a enzima de restri-
¢ao Alul, de cepas de referéncias e dos isolados de ouvi-
do os fragmentos obtidos foram de 81, 98, 186 e 236pb,
mas nao de 370pb, que é especifica para o agente da Pleu-
ropneumonia Contagiosa Bovina. A presenca de espécies
de micoplasmas no conduto auditivo de bovinos assinto-
maticos representa um risco para propagacao de Myco-
plasma spp. entre rebanhos bovinos no Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Grupo Mycoplasma mycoides, |a-
vados de conduto auditivo, bovinos, diagndstico por PCR-REA.

INTRODUCAO

Micoplasmas sao bactérias pertencentes a Classe
Mollicutes, cuja caracteristica fenotipica mais importante
€ a auséncia de parede celular. E apresentam estreita re-
lacdo com bactérias Gram positivas (Pettersson et al.
19962,b, Razin et al. 1998). O Grupo Mycoplasma mycoides
(GMM) constitui-se de seis espécies de micoplasmas es-
treitamente relacionadas em suas caracteristicas bioqui-
micas e soroldgicas e na filogenia do gene 16SrRNA. Es-
tas semelhancas genéticas e fenotipicas do grupo cau-
sam problemas taxonémicos que dificultam o diagndstico
laboratorial, principalmente quando nao se dispde de téc-
nicas moleculares (OIE 2008). As espécies agrupadas no
GMM sé&o conhecidas por provocar uma série de doencas
em bovinos, caprinos e ovinos (OIE 2008). As espécies e
subespécies que constituem o GMM sdao M. mycoides
subsp. mycoides tipo SC (MmmSC), M. mycoides subsp.
mycoides tipo LC (MmmLC), M. mycoides subsp. capri
(Mmc), M. capricolum subsp. capricolum (Mcc), M. capri-
colum subsp. capripneumoniae (Mccp) e M. bovine Soro-
grupo 7 (Msp7-PG50). As subespécies do Grupo da Pleu-
ropneumonia Contagiosa Bovina (CBPP) e do Grupo da
Pleuropneumonia Caprina (CCPP) sdo as mais estudadas
neste grupo, devido a sua importancia econémica em di-
versos paises da Africa, da Asia e da Europa.

A CBPP é uma das mais sérias doengas bacterianas de
bovinos, tem como agente etioldgico M. mycoides subsp.
mycoidestipo SC (MmmSC). Na Africa, a CBPP causa gran-
des perdas econémicas para bovinocultura, e estd ampla-
mente difundida nas areas tropicais e nas regides leste e
sudeste, com mortalidades que variam em torno de 10-70%.
Na Europa a doenca se difundiu no Século XIX, sendo logo
erradicada. No ano de 1999 ocorreram surtos em alguns
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paises do continente, mas atualmente a doenca esta con-
trolada (OIE 2008). Em condi¢des naturais a CBPP afeta
somente ruminantes do género Bos, entretanto, a cepa
MmmSC, biotipo bovino, tenha sido notificada em bufalos
(Bubalus bubalus) na Italia (Santini et al. 1992), bem como
em ovinos e caprinos na Africa, Portugal e India (Srivastava
etal. 2000). Em se tratando da CCPP, causada pela espé-
cie M. capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp), sabe-se
que a situacéo epidemioldgica da doenca é incerta, devido
as dificuldades de isolamento e tipificag@o do agente, uma
vez que a doenga pode ser confundida com outras infec-
¢Oes respiratdrias (OIE 2008). Ambas as doencgas, CBPP e
CCPP, pertencem a lista de notificagao obrigatdria da OIE,
€ sao uma constante preocupacéo na producao de ruminan-
tes. As outras espécies do GMM, Mcc, MmmLC e Mmc
acometem caprinos e ovinos, causando mastite, artrite e
conjuntivite em animais adultos. Em cordeiros e cabritos,
estas espécies causam principalmente artrite, pleuropneu-
monia e septicemia, a Sindrome MAKePS (Egwu et al.
1996). Em relacéo a espécie Msp7 (PG50) esta relacionada
a surtos de mastites, artrites e abortos em rebanhos caprinos
leiteiros na Australia (Gil et al. 1999).

O Brasil é considerado livre da CBPP e da CCPP, no
entanto membros do GMM, j& foram diagnosticados no Pais,
tanto por isolamento quanto por técnicas moleculares e
soroldgicas (Nascimento et al. 1986, Ribeiro et al. 1995,
Pereira et al. 2003). Em Nova Friburgo-RJ, Pereira et al.
(2003) detectaram DNA de M. mycoides mycoides SC em
uma amostra de lavado de conduto auditivo de caprinos
assintomaticos para Micoplasmosee. Outras espécies do
GMM também tipificadas no Pais foram M. mycoides
mycoidesLC (antigo agente da CCPP) e M. capricolum, em
lavados de conduto auditivo de bovinos assintomaticos (San-
tos et al. 2009). As espécies M. mycoides mycoides LC e
M. mycoides subsp. capri ja tinham sido relatadas em sur-
tos de micoplasmose em caprinos no Brasil (Nascimento et
al. 1986). Embora sejam alvos de numerosos estudos pela
comunidade cientifica, micoplasmas do GMM ainda nao tem
uma taxonomia bem estabelecida. Isto se deve em parte a
falta de consenso entre pesquisadores, causada principal-
mente pelo amplo repertério de cepas que circulam em dife-
rentes regides. Esta dificuldade taxondmica também é atri-
buida as variagcdes nas propriedades bioquimicas,
soroldgicas e morfolégica das coldnias, na especificidade
ao hospedeiro e patogenicidade dos membros do GMM (Cos-
tas et al. 1987, Weisburg et al. 1989, Razin et al. 1998).
Tendo em vista a importancia econdmico-sanitaria da CBPP
e a presenga de membros do GMM em pequenos ruminan-
tes no Brasil, objetivou-se neste trabalho caracterizar mem-
bros deste grupo em cultivos de lavados de conduto auditi-
vo externo de bovinos, tipificando-os pelas técnicas de imu-
noperoxidase indireta (IPI) e PCR-REA.

MATERIAL E METODOS

Animais, amostras e regiao geografica. No periodo de
margo a abril de 2006 foram realizadas lavagens em 60
condutos auditivos de bovinos de abate, animais escolhidos
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de forma aleatdria, de ambos os sexos, com idades e ragas
variadas, procedentes de varios municipios localizados na
regido sudeste do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Esta Regido
é caracterizada por clima tropical umido com precipitacdo anual
de 1200mms3, com umidades relativas do ar variando de 70-
90%, temperaturas de 24-30°C e altitudes de 26-407m. E
caracterizada pela exploracéo agrosilvopastoril, com destaque
para a pecuaria de corte, predominando ragas zebuinas.

Para a lavagem dos condutos auditivos utilizou-se uma
solucdo salina tamponada (PBS, pH 7,2) disposta em serin-
gas estéreis de 60ml com sonda plastica (10cm) acoplada.
Apods a coleta, as amostras foram transportadas em caixa
isotérmica com gelo para o laboratério, onde foram armaze-
nadas em glicerol (1:2) e congeladas a -20°C até uso. Para o
isolamento de Mycoplasma spp., as amostras foram diluidas
até 10°°, sendo entéo repicadas em meio Hayflick modificado
liquido e sdlido (Whitford et al. 1994). As placas foram incu-
badas a 37°C por 72-96 horas em dessecador sob microae-
rofilia e examinadas diariamente para visualizagcdo de col6-
nias tipicas em “ovo-frito” sob microscopio estereoscopico
(40x). A confirmacao de Mycoplasma spp. nas amostras ba-
seou-se nas provas de Dienes, digitonina, fermentacdo de
glicose e hidrdlise de arginina (Whitford et al. 1994). As col6-
nias obtidas foram clonadas de acordo com Whitford et al.
(1994) e tipificadas pela técnica de IPl segundo Imada et al.
(1987). Cepas padrao de membros do GMM pertencentes a
colecado Prof. Elmiro R. do Nascimento (Universidade Fede-
ral Fluminense, Niter6i-RJ), foram utilizadas como controle
positivo nas reacdes de IPl e PCR-REA (Quadro 1).

Quadro 1. Relagao das amostras padrao do Grupo
Mycoplasma mycoides utilizadas na padronizacao das
reacoes de PCR

Espécie Cepa Hospedeiro Origem
M. mycoides Y-goat Caprino/ovino  Europa
mycoides LC
M. mycoides PG1 Bovino Europa
mycoides SC
M. mycoides GM12 Caprino/ovino USA
mycoides LC

M. capricolum

Subsp. capricolum
M. mycoides PG3
Subsp. capri

California Kid  Caprino/ovino USA

Caprino/ovino  Europa

Processamento de amostras para PCR-REA . Para
extracdo de DNA utilizou-se 1 mL de cultivo de Mycoplasma
que foi centrifugado a 13.500 rpm por 20min a 4°C. Um volume
de 40pL do sedimento foi resuspenso em 460pL de tampao de
lise (400uL de TE-dextrose [pH 8,4], 30uL proteinase K [240ug/
mL], 30uL de SDS a 10%), com posterior incubagao por 30min a
55°C e banho de gelo por cinco minutos. O DNA foi extraido
pelo método fenol:cloroférmio:alcool isoamilico em partes iguais
(Sambrook et al. 1989), sendo entdo (re)suspenso em alcool
etilico [PA] e mantido -20°C overnight. Os pellets foram obtidos
apods centrifugacado a 13.500rpm por 20 minutos a 4°C, em
seguida foram mantidos em 100uL de tampéo TE (10mM Tris-
HCI, 1mM EDTA, pH 8.0). Para reagdo de amplificagédo do DNA
foram utilizados primers especificos para o GMM, os quais
amplificam os segmentos rmA e rmBoperons do gene 16SrRNA,
com os primers F-REAP (5-GAAACGAAAGATAATA
CCGCATGTAG-3’) e R-REAP (5’-CCACTTGTGCGGGTCC

CCGTC-3) (Pettersson et al. 1996a, Persson et al. 1999). A
reacéo da PCR constou de KCL 50mM, MgCL, 4mM, Tris-HCL
10mM pH 8,3; dNTPmix 0,8mM, 5pmol de cada primer, 0,5U de
AmpliTaq, 15uL do DNA extraido e 57uL de agua de PCR,
totalizando um volume de 100pL. Para controle negativo nas
reagOes foi utilizado agua de PCR, em substituicdo ao DNA. A
amplificacéo foi realizada em 33 ciclos de desnaturacéo a 96°C
por 30seg, anelamento a 60°C por 30seg e extensado a 72°C por
1min. A reacao foi pré-aquecida a 96°C por 3min com extensao
final a 72°C por 5min. Para diferencar M. mycoides mycoides
SC de outros membros do GMM o produto da PCR foi digerido
com enzima de restricao Alul (Fermentas Life Science, Sao Paulo-
SP) de acordo com protocolo do fabricante. A reagdo em volume
final de 20pL constou de 1x tampao Tango (Tris-acetato 33mM
pH 7.9, acetato de magnésio 10mM, acetato de potassio 66mM,
BSA 0,1g/mL, DTT 1mM, glicerol 50%), 5U de enzima. A digestao
foi realizada a 37°C por duas horas com inativagéo a 65°C por
20 min. As amostras foram analisadas em gel de agarose a
3,2% corado em brometo de etidio (5%) e os fragmentos obtidos
foram visualizados sob luz ultravioleta. Foi utilizado o marcador
de peso molecular 100pb (Ladder®, Rio Grande do Sul).

Analise estatistica. Para analise de concordancia entre
os resultados obtidos na IPI e PCR-REA foi utilizado o teste
Kappa (Pereira 2003).

RESULTADOS

Isolamento e identificacao

Dos 60 condutos auditivos de bovinos pesquisados,
Mycoplasma spp. foram isolados em 48 (80,00%), destes 35
(72,92%) produziram caracteristicas bioquimicas e fisiol6gi-
cas indicativas do GMM. Na tipificagao pela IPI obteve-se
uma prevaléncia para o GMM de 20,0% (12/60), enquanto
que pela PCR-REA a prevaléncia foi de 41,7% (25/60). Dos
12 isolados tipificados pela IPI 58,3% (7/12) tiveram reagéo
positiva intensa para a espécie MmmLC (Y-goat) (Fig.1) e
41,7% (5/12) para M. capricolum. No teste Kappa a concor-
dancia entre IPl e PCR foi considerada fraca, indicando nao
haver associacao significativa entre as técnicas (K=0,14,
p>0,05) (Quadro 2). Na PCR dos cultivos de lavados de ouvi-
do de bovinos, foi possivel visualizar uma banda especifica

Fig.1. Colbnias de M. mycoides mycoides LC (MmmLC), isola-
das de conduto auditivo de bovinos, positivas na imunope-
roxidase indireta.
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Quadro 2. Isolados do Grupo Mycoplasma mycoides
detectados por imunoperoxidase indireta (IPI) e PCR-REA em
conduto auditivo de bovinos do Estado do Rio de Janeiro

Diagnéstico para PCR-REA Total
Grupo GMM por (IPI) Positivo Negativo

Positivo 10 2 12

Negativo 15 8 23

Total 25 10 35

+—— 785 pb
500 pb ——>

500pb

236 Pb
186 Pb

98 Pb
81 Pb

Fig.2. (A) PCR positiva para Mycoplasma mycoides nos isola-
dos de ouvido de bovinos, Rio de Janeiro, Brasil. M:
marcador de peso molecular (Ladder 100®); 1, 2, 4 e 5:
M.mycoides subsp. mycoides tipo LC; 3: M.capricolum subsp.
Capricolum). (B) Resultados dos amplicons obtidos para o
Grupo Mycoplasma mycoides apds digestdo com enzima
de restricao de endonuclease com Alul. M: Ladder100pb; 1-
5: amostras de lavados de conduto auditivo de bovinos.

de 785pb, compativel com o GMM (Fig.2A e 2B), 0 mesmo
foi verificado nas cepas de referéncia utilizadas como contro-
le positivo. Na clivagem dos amplicons de 785pb das cepas
de referéncias e dos isolados de ouvido, foram visualizadas
em gel de agarose, fragmentos com os tamanhos de 81, 98,
186 e 236pb. Nos isolados de ouvido de bovinos nenhum
fragmento com tamanho de 370pb, compativel com MmmSC,
foi detectado, sendo este fragmento observado apenas na
cepa MmmSC (PG1) utilizada como controle positivo.

DISCUSSAO

A prevaléncia de Mycoplasma spp. no conduto auditivo de
bovinos foi elevada, indicando que o agente encontra-se
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amplamente difundido na area estudada. Os resultados
encontrados para PCR-REA e IPI em lavados de ouvido
de bovinos, no Brasil, demonstram que neste sitio sdo
encontradas varias espécies de micoplasmas com possi-
vel potencial patogénico e que bovinos assintomaticos al-
bergam cepas do GMM. Destacou-se neste estudo a pre-
senca das cepas M. mycoides mycoides LC e M. caprico-
lum, espécies encontradas em caprinos e ovinos que po-
dem eventualmente serem isoladas de bovinos (OIE 2008).
Mycoplasmas spp. em conduto auditivo de bovinos po-
dem ocorrer como saprofitas (Whitcomb & Bové 1983,
Barber et al. 1986, Woldehiwet et al. 1990) ou como pato-
génicos em surtos de micoplasmoses (Adegboye et al.
1995, Rodriguez et al. 1996, Alberti et al. 2006). Os ani-
mais utilizados nesta pesquisa foram procedentes de uma
regiao de exploracéo extensiva de bovinos de corte, onde,
possivelmente, a coabitagéo de bovinos com caprinos e/
ou ovinos pode ter contribuido para a circulagao de cepas
do GMM entre estes animais.

Quanto a técnica empregada observou-se que a PCR-
REA detectou cerca do dobro das tipificacoes pela IPI, o
que indica uma maior sensibilidade da PCR em relacéo a
IPI. Além disso, a PCR-REA é considerada especifica para
detectar este grupo em amostras de campo, contudo, a
PCR-REA nao se presta a diferenciagao de subespécies
do grupo, exceto a cepa MmmSC, sendo um método de
escolha para o diagndéstico da CBPP e triagem do GMM,
em areas com suspeita. Estes achados estao de acordo
com estudos prévios de Pettersson et al. (1996a) e Le
Grand et al. (2004), que relataram problemas para separar
cepas do GMM, uma vez que as espécies MmmLC, Mmc,
Mcce, Mccp e Msp7 apresentam um mesmo padrao de ban-
das na PCR-REA, néo sendo possivel distingui-las. Con-
tudo a espécie MmmSC quando submetida a analise por
PCR-REA apresenta uma banda extra de 370pb que a di-
ferencia das demais do GMM, devido a um polimorfismo
na posicao 426 do gene 16SrRNA. A PCR-REA tem sido
relatada como uma técnica muito especifica para o GMM,
nao amplificando outras espécies comuns a bovinos, como
M. bovigenitalium, M. bovirhinis, M. bovis, M. bovoculi e
M. canis (Le Grand et al. 2004). Persson et al. (1999a)
ressaltaram que a detec¢do de M.mycoides SC apds res-
tricao de amplicons possui uma sensibilidade técnica esti-
mada em 30 cépias de DNA por reagéo de amplificacao.
Em se tratando de tipificacdo de cepas do GMM pela téc-
nica de IPI, séo frequentes a presenca de reagdes cruza-
das entre as subespécies, o que dificulta a caracteriza-
¢c&0, embora esta possa ser utilizada como ferramenta para
tipificagéao diagndstica para triagem, necessitando de uma
caracterizagao molecular complementar. Quando néo se
dispde da ferramenta molecular para diagndstico
laboratorial, a IPI pode ser utilizada na separacéo dos dois
principais subgrupos do GMM (Mycoides e Capricolum). A
dificuldade em tipificar isolados de campo é frequiente de-
vido as semelhancgas antigénicas das cepas e também
pela presenca de cepas intermediarias entre alguns
sorotipos ou sorogrupos. Isto se deve principalmente a sua
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alta plasticidade genotipica (Dybvig & Voelker 1996, Rottem
2003, Razin et al. 2008), assim com frequencia estas ce-
pas podem se adaptar a diferentes hospedeiros, tornando
mais dificil o diagndstico em amostras de campo em ani-
mais assintomaticos.
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