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RESUMO

A Artrite Encefalite Caprina (CAE), infeccdes por micro-organismos do género
Mycoplasma e as mastites bacterianas causam impacto econdmico consideravel
sobre a caprinocultura leiteira. Por esta razdo, o presente estudo teve por objetivo
determinar a prevaléncia destas trés infeccdes em rebanhos caprinos leiteiros do
Estado do Rio de Janeiro e avaliar a influéncia do Virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV) sobre a qualidade microbiolégica do leite, através da contagem de células
somaticas (CCS), contagem total de bactérias (CTB) e isolamento bacteriano. Foram
coletadas amostras de sangue e leite de cento e trinta e oito (138) cabras das racas
Saanen e Parda Alpina de nove rebanhos distintos. Para o diagnéstico da CAE,
diferentes métodos foram comparados: imunodifusdo em gel de agarose (IDGA),
"nested"-PCR do sangue e "nested"-PCR do leite. Ja a presenca de micoplasmose
foi avaliada através de PCR e isolamento de amostras de leite e ELISA a partir do
soro sanguineo. Das cabras analisadas, 47,83% (66/138) apresentaram resultado
positivo para CAE. A IDGA mostrou-se o teste mais sensivel (P<0,05), com 43,48%
(60/138) de positividade, seguido da "nested"-PCR do sangue, 26,81% (37/138) e
"nested"-PCR do leite, 10,87% (15/138). Nao houve diferenca (P>0,05) entre a CCS
média de animais negativos e positivos para CAE, de 2.311 mil e 2.242 mil
células/mL de leite, respectivamente. Nao foi observada correlacdo (P>0,05) entre a
positividade para CAE e o isolamento bacteriano, positivo em 50% das amostras
(69/138). Nao houve diferenca (P>0,05) entre a CCS média de animais negativos e
positivos no isolamento, de 1.942 mil e 2.389 mil células/mL de leite,
respectivamente. Em uma amostragem de cinco rebanhos, a média da CTB foi
947.000 UFC/mL de leite, havendo forte correlacdo entre CTB e CCS, sendo
Staphylococcus Coagulase Negativa a bactéria mais isolada (53,49%). Foram
evidenciados animais positivos para Mycoplasma agalactiae em um dos rebanhos
analisados, com 10% (2/20) de positividade no isolamento, 20% (5/20) na PCR e
85% (17/20) no ELISA indireto, sendo o primeiro relato da ocorréncia de M.
agalactiae no Estado do Rio de Janeiro e fora da regido nordeste brasileira.
A avaliacao destes resultados permite que se afirme que a CAE estd amplamente
disseminada no Estado do Rio de Janeiro e que a CCS néo serve de critério para
avaliar mastite subclinica em cabras, devendo ser associada a CTB.

Palavras-chave: Leite de cabra. Mastite. Artrite Encefalite Caprina. Micoplasmas.
IDGA. PCR. CCS. CTB.



ABSTRACT

Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), Mycoplasma spp. infections and bacterial
mastitis cause considerable economy impact on dairy caprinoculture. The present
experiment studied prevalence of these infections from dairy herds in Rio de Janeiro
state, Brazil, evaluating how CAE can influence milk microbiologic quality through
Somatic Cell Count (SCC), Total Bacterial Count (TBC) and bacterial isolation. Blood
and milk was obtained from 138 Saanen and Alpine healthy goats in different stages
of lactation, from nine dairy herds. Three different CAE diagnostic methods were
compared: AGID, nested-PCR on blood and on milk. The presence of mycoplasma
was evaluated through blood serum ELISA and milk PCR plus bacterial isolation.
From all animals analyzed, 47.83% (66/138) tested positive for CAE. AGID was more
sensitive (P<0.05), with 43.48% (60/138) of positivity, followed by blood nested-PCR,
26.81% (37/138) and milk nested-PCR, 10.87% (15/138). CAE infection did not
influence SCC (P>0.05); negative and positive animals showed 2,311,000 and
2,224,200 cells/mL of milk, respectively. From all samples submitted to bacterial
isolation, half were positive (50%; 69/138). No correlation (P>0.05) was found
between CAE infection and bacterial isolation. Animals testing positive and negative
for bacterial isolation had similar mean SSC (P>0.05), of 1,942,000 and 2,389,000
cells/mL of milk, respectively. Mean TBC was 947,000 CUF/mL of milk. TBC and
CCS showed high association (P<0.05). Coagulase Negative Staphylococci was
more prevalent (53.49%). Mycoplasma agalactiae infection was detected in a single
herd with twenty animals: 10% (2/20) were positive by isolation, followed by indirect
immunoperoxidase, 20% (5/20) in PCR and 85% (17/20) by ELISA. To our
knowledge, this is the first description of M. agalactiae infecting goats in Rio de
Janeiro and outside the northeastern region of Brazil. Obtained results show that
CAE is a highly spread infectious disease in Rio de Janeiro and that SCC should be
associated with TBC for caprine mastitis diagnosis, for SCC alone does not serve as
criteria to detect subclinical mastitis in goats.

Key-words: Goat milk. Mastitis. Caprine Arthritis Encephalitis. Mycoplasma. AGID.
PCR. SCC. TBC.
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1 INTRODUCAO

Os caprinos estdo distribuidos mundialmente, face a grande capacidade de
adaptacéo as diversas condi¢des climaticas, geograficas e de manejo. Sendo assim,
a caprinocultura é uma atividade explorada em todos os continentes, com expressao
econbmica em alguns paises, sobretudo nos Uultimos anos, quando vem
apresentando crescimento em relacdo a quantidade e a qualidade dos rebanhos
(SAMPELAYO et al., 2007).

O leite de cabra apresenta uma composicdo quimica constituida de
proteinas de alto valor biolégico e acidos graxos essenciais, 0 que o qualifica como
um alimento de elevada qualidade nutricional. Representa grande importancia na
alimentacdo infantii pelas suas caracteristicas de hipoalergenicidade e
digestibilidade devido aos globulos de gordura de tamanhos diminuidos (HAENLEIN,
2004). No Brasil, a Instrucdo Normativa n°® 37 (BRASIL, 2000) regulamenta as
condi¢cBes de producéo e identidade, além de requisitos relacionados a qualidade do
leite de cabra destinado ao consumo humano.

A sanidade da glandula mamaria pode interferir na qualidade do leite
produzido tanto do ponto de vista da seguranca alimentar quanto no beneficiamento.
A infeccéo da glandula mamaria, ou mastite, provoca transtornos na secrecao lactea
e em diversos parametros associados com a qualidade do leite. As principais
bactérias envolvidas na mastite caprina s&o: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN), Streptococcus spp., bastonetes Gram
negativos, Corynebacterium spp. e Mycoplasma spp. (BERGONIER et al., 2003).

Para o diagnoéstico da mastite, emprega-se rotineiramente o “California
Mastitis Test” (CMT) e a Contagem de Células Sométicas (CCS), sobretudo na
infeccdo de carater subclinico, sendo o cultivo de leite utilizado na identificacdo do
agente etioldgico (PEIXOTO et al., 2010). No Brasil, ndo ha limites maximos oficiais
exigidos para a CCS no leite caprino, sugerindo-se que valores de CCS acima de
1.000.000 células/mL de leite sirvam de critério para a realizacdo de exames
microbiolégicos (PAES et al., 2003). No entanto, também podem ser utilizadas
outras técnicas para a avaliacdo da contaminacdo do leite caprino, tal qual a
Contagem Total de Bactérias (CTB), expressa em unidades formadoras de colbnia
por mililitro de leite (UFC/mL), com valor maximo de 500.000 UFC/mL para o leite de

cabra cru (BRASIL, 2000). Muito embora a cultura bacteriolégica do leite seja
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considerada o teste padrdo ouro para o diagnéstico das infec¢cbes maméarias, o CTB
poderia avaliar de maneira mais fidedigna a presenca ou auséncia de mastite, uma
vez que a mera existéncia de bactérias no leite ndo significa obrigatoriamente que o
Ubere esté infectado.

Outra enfermidade de relevante importancia para o setor € a Artrite
Encefalite Caprina (CAE), virose debilitante e progressiva, sem tratamento
especifico, responsavel por causar consideravel perda econémica ao criador
(MOREIRA et al., 2007). Caracteriza-se clinicamente por artrite, encefalite, mastite,
emagrecimento e pneumonia, embora em grande parte das infec¢des, nenhum sinal
clinico esteja presente. Ao ocasionar emaciacdo progressiva, artrite, pneumonia e
mastite, esta infeccdo parece interferir negativamente sobre a produtividade do
rebanho leiteiro. Por isto, nos casos especificos em que a glandula mamaria esta
acometida, de forma clinica ou subclinica, é importante realizar o diagnéstico
diferencial com infec¢des bacterianas. A Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) é
o exame diagnéstico recomendado pela Organizagcdo Mundial de Saude Animal
(OIE), sendo o teste mais utilizado em varios paises nos programas de controle da
doenca (MOOJEN, 2001). Por outro lado, métodos moleculares de diagndstico,
principalmente a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tém sido utilizados para
identificar a susceptibilidade de diferentes tipos celulares frente a infeccéo pelo virus
da artrite encefalite caprina (CAEV), bem como o0 seu papel na persisténcia da
enfermidade no organismo animal. A PCR é considerada uma técnica bastante
sensivel e especifica, capaz de detectar animais com infeccéo recente ou que ainda
nao soroconverteram (ANDRIOLI et al., 2006).

Em pequenos ruminantes, os micoplasmas sdo associados a infeccbes
respiratérias, mastites, artrites, doencas da esfera reprodutiva e lesGes oculares.
Destacam-se entre estas enfermidades a Pleuropneumonia Contagiosa Caprina
(PPCC) e a Agalaxia Contagiosa, designadas pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) como doencas de notificacdo compulséria, devido ao impacto
econdmico que ocasionam nos rebanhos (ALMEIDA, 2009). Para o diagndstico das
micoplasmoses utiliza-se o isolamento e a identificacdo dos agentes infecciosos,
realizado pelo cultivo em meios especificos contendo soro animal. Técnicas mais
precisas, sensiveis e especificas, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
apresentam vantagens em relagdo ao cultivo e isolamento, como 0 menor tempo

para a obtencdo de resultados, aumentando a possibilidade de deteccdo de
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diferentes espécies de micoplasmas. Estudos recentes com pesquisas de anticorpos
indicam que testes soroldgicos, como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), tém sido
amplamente utilizados pela consisténcia de seus resultados (CAMPOS, 2008).
Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo determinar a
prevaléncia da CAE, micoplasmoses e mastite em rebanhos caprinos leiteiros do
Estado do Rio de Janeiro e avaliar a influéncia do Virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV) sobre a qualidade microbioldgica do leite através da contagem de células
somaticas (CCS), contagem total de bactérias (CTB) e isolamento bacteriano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE CAPRINOS

A origem da cabra €, provavelmente, europeia, partindo da Asia e Pérsia, e,
sem relatos exatamente precisos, estima-se que surgiu h4 mais de 10.000 anos. A
Capra hircus, que seria a primeira espécie domesticada, acompanhou os humanos,
fornecendo leite, carne e couro, e, inclusive na Biblia, aparece como animal
domesticado que servia ao homem (MONTINGELLI, 2005).

Os caprinos estdo distribuidos mundialmente, face a grande capacidade de
adaptacao as diversas condi¢cdes climaticas, geograficas e de manejo. Sendo assim,
a caprinocultura € uma atividade explorada em todos 0s continentes, com expressao
econdmica em alguns paises, sobretudo nos dltimos anos, quando vem
apresentando crescimento em relacdo a quantidade e a qualidade dos rebanhos. A
populacdo de pequenos ruminantes é vista como uma fonte sustentavel com
excelente possibilidade de rentabilidade econémica e estabilidade demografica, o
gue a torna de especial importancia para as regides aridas e semi-aridas, nas quais
as racas nativas sdo exploradas em regimes extensivos ou semi-extensivos (SANZ
SAMPELAYO et al., 2007).

Atualmente, a China € o pais com o maior rebanho caprino mundial, seguido
de india, Bangladesh e Paquistdo. Em 2010, o continente asiatico foi responsavel
por 58,7% da producdo mundial de leite de cabra, o que representou mais de nove
milhdes de toneladas. Nas Américas, esse valor ndo passou de 362 mil toneladas,
sendo o Brasil responsavel por apenas 0,9% da producdo mundial (FAO, 2012).

No Brasil, o rebanho caprino soma mais de nove milhdes de cabecas, sendo
0 mais expressivo no continente americano. A regido Nordeste é a detentora da
maior parte do rebanho nacional, sendo Bahia, Pernambuco e Piaui os estados com
0s maiores plantéis (IBGE, 2011). Apesar de a regido sudeste dispor de apenas 4%
do efetivo caprino no Brasil, destaca-se pela representatividade de seus estados no
agronegaocio caprino leiteiro, sendo responsavel por aproximadamente 55% do total
de leite de cabra produzido no pais com uma cadeia produtiva bastante organizada.
Caracteriza-se pelo uso de sistemas de producéo intensivos confinados, dispostos
nas proximidades de centros urbanos. As racas leiteiras adotadas séao

especializadas, principalmente Saanen, Alpina e Toggenburg, ou mesticas destas
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racas, mantidas em galpdes e com alimentacéo fornecida no cocho (ALMEIDA et al.,
2013; BORGES, 2006). Todavia, independente do sistema de exploracdo, ainda é
incipiente a adocdo de programas sanitarios, o que tem favorecido a introducéo e
disseminacdo de agentes infecciosos, tais como o virus da Artrite-Encefalite Caprina
(CAEV), as clostridioses e as infec¢des por Mycoplasma spp, que podem ocasionar
impacto econémico significativo nos rebanhos leiteiros (ALCANTARA, 2010).

E inquestionavel que a producdo de caprinos representa uma alternativa na
oferta de carne, leite e derivados, exercendo influéncia na alimentacao,
especialmente da populagao rural. A producdo de peles, de aceitacdo nacional e
internacional, tem correspondido a cerca de 20% do valor atribuido ao animal
abatido, constituindo receita para o criador, além de gerar recursos para os estados
e para o pais. Consequentemente, 0 negoécio envolvendo esta espécie atua como
mais um atrativo para ocupar um grande contingente de pessoas, contribuindo de
forma significativa para a fixagdo do homem no campo (MARINHO, 2008).

A importancia econdémica da caprinocultura, como um dos pilares de
subsisténcia de familias que vivem da exploracdo dessa atividade, advém do
melhoramento genético das racas naturalizadas para aptiddes especificas (leite,
carne ou pele), associado ao aumento expressivo de consumo de produtos do setor.
Em contrapartida, problemas sanitarios e de ordem zootécnica sdo comuns nas
criacbes de pequenos ruminantes. Perdas por morte de animais, deficiéncias na
higiene dos apriscos e no manejo nutricional, doencgas infecciosas e parasitarias,
constituem o0s principais entraves para o aumento dos indices de produtividade
(CAMPOQOS, 2008).

Embora a caprinocultura no Brasil esteja em expansdo, conte com o
incentivo de acbes conjuntas de governos estaduais, instituicbes de pesquisa e
criadores, a producado ainda € baixa quando comparada a de outros paises, o que
esta relacionado a precariedade da tecnologia aplicada, aliada a néo utilizacdo de

padrdes de qualidade para os produtos caprinos (AMARAL et al., 2011).
2.2 CONSIDERACOES SOBRE O LEITE DE CABRA
O leite de cabra constitui um liquido branco, puro, de odor e sabor especiais

e agradaveis. A cor se deve ao fato de ndo apresentar caroteno e sim a pro-vitamina

A. Possui um gosto tipico que, dependendo de onde os animais estao instalados e
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da alimentacdo que recebem, pode se apresentar mais forte, muitas vezes
indesejavel. Ndo possui nenhum cheiro tipico ou desagradavel, mas se o apresentar
€ devido as mas condi¢cdes de higiene. O mau cheiro, denominado hircino, é
transmitido pelo bode quando este se encontra perto das cabras em lactacéo,
impregnando-as, além de poder transmiti-lo diretamente ao leite (QUADROS, 2008).

O fato de o leite caprino apresentar uma composi¢do quimica constituida de
proteinas de alto valor biolégico e acidos graxos essenciais, o qualifica como um
alimento de elevado teor nutricional. E naturalmente rico nos acidos graxos volateis
caproico, caprilico e caprico, comumente utilizados em tratamentos de pessoas com
problemas de ma absorcédo, pela habilidade de fornecer energia, além de inibir e
limitar a deposicdo de colesterol nos tecidos. Representa grande importancia na
alimentacdo infantii pelas suas caracteristicas de hipoalergenicidade e
digestibilidade devido aos globulos de gordura de tamanhos diminuidos (HAENLEIN,
2004).

O leite de cabra é similar ao leite de vaca em sua composicao basica, mas
difere deste em determinadas concentracdes de nutrientes. Algumas propriedades
fisico-quimicas fazem do leite de cabra um alimento com menores glébulos de
gordura, maior porcentagem de acidos gordurosos de pequena e média cadeia e
com formacé&o de coalho mais macio. Suas proteinas possuem maior digestibilidade
guando comparadas ao leite de vaca, além de apresentar maior biodisponibilidade
de ferro (AMARAL et al., 2011).

Diversos estudos a respeito da composicdo do leite caprino vém sendo
realizados com o intuito de se obter informacdes sobre a qualidade e a aceitacao do
produto pelos consumidores. Entretanto, existem lacunas de informacdes sobre a
composicao quimica desse alimento em regifes tropicais e em suas microrregioes,
sobretudo em relacdo a influéncia de mudltiplos fatores, como raca, mesticagem,
ambiente, alimentacéo e periodo de lactacdo. Nesse contexto, sabe-se que fatores
genéticos, fisioldgicos, climaticos e principalmente de origem alimentar, podem
afetar as caracteristicas quimicas, fisicas e as propriedades do leite caprino (COSTA
et al., 2009).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n°® 37 (BRASIL, 2000) regulamenta as
condicdes de producéo e identidade, além de requisitos relacionados a qualidade do

leite de cabra destinado ao consumo humano. Tal legislacéo fixa alguns padrdes
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fisico-quimicos minimos, a saber: 2,8% de proteina bruta, 4,3% de lactose, 8,2% de
sélidos ndo gordurosos e 0,7% de cinzas.

A demanda por produtos de origem animal de qualidade torna-se cada vez
mais visada pelo mercado consumidor gerando a busca pela produgcéo e
processamento de alimentos mais elaborados e com certificacdo de qualidade
garantida. Tal fato ndo € diferente para o leite caprino, o qual necessita da aplicacdo
de métodos de producéao e beneficiamento diferenciados para que sejam oferecidos
produtos melhorados ao consumidor (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2008),
desmistificando o leite de cabra como alimento pouco palatavel, propiciando a sua

expansao em ambito nacional.

2.3 QUALIDADE DO LEITE DE CABRA VERSUS MASTITE CAPRINA

A qualidade do leite de cabra € definida por seus parametros fisico-quimicos
e microbiologicos e constitui uma exigéncia de mercado e da industria beneficiadora.
Préaticas adequadas de higiene, manipulacdo e manejo, desde a obtencdo do leite
até sua comercializacdo, sao de fundamental importancia para garantir qualidade e
seguranca alimentar ao consumidor (MAGALHAES, 2005).

A microbiota presente no leite influencia sua qualidade e de produtos
derivados, e a deterioracdo dos mesmos é determinada pelo tipo e pela quantidade
dos micro-organismos. Pesquisas sobre o tema indicaram uma grande variedade de
micro-organismos, relacionada com as condicfes higiénico-sanitarias da ordenha,
conservacdo do leite, tipo de processamento, tempo e temperatura de
armazenamento, qualidade microbiolégica da agua, dentre outros fatores
(GOTTARDI et al., 2008).

A sanidade da glandula mamaria pode interferir na qualidade do leite
produzido tanto do ponto de vista da seguranca alimentar quanto no beneficiamento.
A infeccdo da glandula mamaria provoca transtornos na secrecédo lactea e, quanto
mais grave, mais a composicdo do leite se aproxima da composicdo sanguinea,
caracterizando-se por diminui¢cdo de alguns componentes fisico-quimicos (CORREA
et al., 2010). A resposta inflamatéria que se desenvolve no interior do Ubere tem a
finalidade de destruir ou neutralizar os agentes infecciosos e suas toxinas e permitir

qgue a glandula mamaria retome a sua producdo normal. Pode ocorrer destruicdo de
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células epiteliais, responsaveis pela sintese de constituintes do leite, com diminui¢do
da capacidade produtiva do animal (ALMEIDA, 2009).

Desse modo, a redugcdo da producdo e da qualidade do leite devido a
infecgBes intramamarias, as repercussdes sobre 0os animais adultos e lactantes e a
saude do consumidor, justificam a grande necessidade em se estudar e desenvolver
estratégias de controle (MOTA, 2008).

2.3.1 Etiologia da mastite caprina

Mastite é a denominacdo do processo inflamatorio da glandula mamaria.
Pode apresentar origem toxica, traumatica, alérgica, metabdlica e infecciosa, sendo
esta Ultima a principal, destacando-se as de origem bacteriana. Sua etiologia é
complexa e multivariada, o que torna necessaria a identificacdo dos micro-
organismos que causam a infeccdo da glandula mamaria, tanto para o controle e a
prevencao, quanto para o monitoramento dos rebanhos (RIBEIRO et al., 2003).

Dentre os micro-organismos causadores de mastite em rebanhos caprinos,
Staphylococcus aureus é o mais importante. A importancia do S. aureus sob o ponto
de vista de saude publica tem sido evidenciada por levantamentos epidemiolégicos
0s quais o relacionam a toxinfec¢des alimentares em diversos paises. Pesquisas no
Brasil indicam o agente como um dos principais micro-organismos contaminantes do
leite cru (CAMARA, 2002). O agente que ocasiona a intoxicagcdo ndo é o micro-
organismo em si, mas a enterotoxina termorresistente produzida e liberada no
alimento. A intoxicacao estafilocdcica constitui a causa mais frequente de surtos de
doencas transmitidas por alimentos (DTA) em muitos paises, e 0s sintomas estéo
associados a nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia, além de dor de cabeca e
gueda da presséo arterial (BORGES et al., 2008).

Além de S. aureus, diferentes agentes podem estar envolvidos na mastite
caprina como: Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN), Streptococcus spp.,
bastonetes Gram negativos, Mycoplasma spp. e o virus da artrite encefalite caprina
(CAEV).

Dentre as espécies de SCN mais prevalentes em caprinos, destaca-se
Staphylococcus caprae e Staphylococcus epidermidis, este ultimo associado, na
maioria dos casos, com elevadas contagens de células somaticas (BERGONIER et
al., 2003).
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Outros micro-organismos que também podem ser isolados de glandulas
mamarias caprinas sdo Corynebacterium spp. e outros bacilos gram positivos, além
de algumas espécies de fungos, porém com menor frequéncia (CONTRERAS et al.,
2007; PEIXOTO et al., 2010).

2.3.2 Diagndstico da mastite caprina

Nas formas agudas e crbnicas, o diagnoéstico € realizado considerando-se 0s
sinais clinicos, como o aparecimento subito de febre, perda de apetite, apatia,
dispneia e relutancia em se locomover, além das alteragfes visiveis no Ubere, como
vermelhiddo e sensibilidade ao toque. Contudo, o exame clinico ndo pode ser
utilizado como unica ferramenta de diagnéstico, devendo estar associada a
lactocultura (NUNES et al., 2008), principalmente pelo fato de que, em criacdes
leiteiras de caprinos e ovinos, a frequéncia de mastite subclinica oscilar entre 22 e
75% (LIMA JUNIOR et al., 1995; PEIXOTO et al., 2010).

A cultura bacteriologica do leite é considerada o teste padrdo ouro para o
diagnostico das infec¢des intramamarias, no entanto, a contagem de células
somaticas (CCS) constitui a base das técnicas de diagnostico indireto das mastites
em todas as espécies de ruminantes leiteiros (MOTA, 2008). Desse modo, a CCS é
amplamente utilizada para a avaliacdo do "status" sanitario da glandula mamaria.

Entende-se por células somaticas aquelas encontradas no leite e que se
originam do sangue e da glandula mamaria dos animais. As células somaticas
presentes no leite compreendem as células epiteliais dos alvéolos (2 a 20% do total),
sendo as demais (80 a 98%) conhecidas como células de defesa (leucécitos,
principalmente neutrofilos, linfocitos e macrofagos). As células de defesa estédo
geralmente presentes em pequeno numero, mas em presenca de inflamacéo podem
alcancar contagens que alcancam, em alguns casos, milhdes por mililitro de leite. A
taxa de mastite dos rebanhos pode ser estimada com base na contagem de células
somaticas (CCS), de acordo com estudos realizados em varios paises (BRITO et al.,
2002).

Entre os métodos utilizados para avaliar a contagem celular, pode-se citar o
“California Mastitis Test” (CMT), a contagem microscopica direta e a contagem
eletrénica. A prova do CMT mede indiretamente a concentracdo de leucécitos no

leite, sendo que, em caprinos, o CMT negativo é um bom indicador da inexisténcia
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de infecgBes, enquanto que ndo é incomum a ocorréncia de resultados falso-
positivos. Tal teste é considerado a prova eleita para a avaliagdo de mastites
subclinicas pela facilidade de execuc¢do, baixo custo e por permitir um resultado
satisfatorio acerca da situagdo da mastite em rebanhos leiteiros (MOTA, 2008).

J& a contagem eletrdnica de células soméaticas pode ser realizada tanto por
contadores de particulas, quanto através de contadores baseados em citometria de
fluxo, como o “Somacount” ou o “Fossomatic” (GOMES et al., 2004).

Assim, a CCS é utilizada como indicador de qualidade do leite, tanto para
vacas como para cabras e, normalmente, a CCS no leite de cabras ndo infectadas é
maior do que aquela presente no leite de vacas nessas mesmas condi¢cées. A CCS
no leite de vacas livres de infecgdo intramamaria €, em geral, inferior a 200.000
células/mL de leite e no leite de cabras néo infectadas, inferior a 400.000 células/mL
(ARCURI et al., 2004; NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1999;).

Essas diferencas quanto aos valores de CCS ocorrem principalmente pela
grande quantidade de componente apocrino na secrecao do leite de cabras. Varios
trabalhos tém sido realizados na tentativa de estabelecer a CCS de cabras néo
infectadas, mas a interpretacdo dos resultados se torna complicado em virtude da
guantidade de fatores biologicos e instrumentais que podem interferir nesse
parametro, como: numero de lactacdes, estagio de lactacdo, época do ano, manejo
e tipo de ordenha (ANDRADE, 2001). Estudos indicam que a contagem de células
somaticas aumenta com o avancar da lactacdo (GOMES et al., 2004). Park e
Humphrey (1986) verificaram maiores niveis celulares nas primeiras semanas pos-
parto, os quais diminuiram durante o periodo de maxima producéo de leite, voltando
a aumentar até o final da lactacdo (MADUREIRA et al., 2010).

Trabalhos realizados por Ryan et al. (1993), Nord e Adnoy (1997), Sanchez
et al. (2001) e Gomes et al. (2011) demonstraram que o numero de células
somaticas no leite de cabras reagentes ao antigeno do Virus da Artrite Encefalite
Caprina (CAEV) era maior do que o numero de células observadas no leite de
animais nao reagentes. Birgel Junior et al. (2007) relataram, também, que a CCS é
maior nos caprinos infectados pelo CAEV, independentemente deles apresentarem
ou ndo mastite indurativa.

Segundo Corrales et al. (2004), outra importante causa de mastite em
cabras é a infec¢do por Mycoplasma spp., a qual ocasiona uma reducao abrupta da

producéo de leite, além de desencadear um aumento significativo da contagem de
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células somaticas (CCS). Em contrapartida, De La Fe et al. (2009) ndo observaram
diferenca significativa da CCS entre rebanhos infectados e livres do micro-
organismo.

No Brasil ndo ha limites maximos oficiais exigidos para a CCS no leite de
cabra e a globalizacdo dos mercados indica que sdo necessarias medidas
regulamentares nesse sentido. Porém, para que essas medidas sejam adequadas e
justas com o setor de caprinocultura leiteira, é fundamental que estudos sobre o
comportamento deste parametro em relacdo aos rebanhos nacionais sejam
realizados, de modo a se determinar limites que estimulem o setor a produzir matéria
prima de boa qualidade (MAGALHAES, 2005).

Sendo assim, a CCS ainda nao esta bem estabelecida no diagnostico da
mastite caprina. Sugere-se que valores de CCS acima de 1,0x10° células/mL de leite

sirvam de critério para a realizagcdo de exames microbioldgicos (PAES et al., 2003).

2.4 MICOPLASMAS

Micoplasmas séo organismos difundidos na natureza e acometem o homem,
mamiferos, répteis, peixes, artropodes e plantas. Distinguem-se de outras bactérias
por seu pequeno tamanho e pela auséncia de parede celular, 0 que possibilita a sua
inclusdo na classe Mollicutes (do latim mollis, delicado e cutis, parede) (RAZIN et al.,
1998). Um grande numero de espécies de micoplasmas tem sido isolado de animais,
sendo muitas delas consideradas comensais apatogénicas que vivem nas
superficies mucosas, sobretudo nas do trato respiratorio e urogenital, embora
também possam acometer olhos, tubo digestivo, glandula mamaria e articulagdes.
As espécies patogénicas do género Mycoplasma foram descritas como responsaveis
pelo aparecimento de diversas doencas, tais como: pleuropneumonia, pneumonia,
agalaxia, vulvovaginite, mastite, artrite e poliartrite, conjuntivite e ceratoconjuntivite
(DAMASSA et al., 1992).

Economicamente, as espécies mais importantes relatadas em pequenos
ruminantes estdo inseridas no grupo Mycoplasma mycoides (GMM), do qual fazem
parte: M. mycoides subsp. mycoides SC (MmmSC), M. mycoides subsp. mycoides
LC (MmmLC), M. mycoides subsp. capri (Mmc), M. capricolum subsp. capricolum
(Mcc), M. capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp) e M. bovine sorogrupo bovino
7 (Msp7-PG50) (SANTOS, 2009; SANTOS et al.,, 2012). Em 2006, Vilei et al.
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propuseram a jungdo de M. mycoides subsp. mycoides LC e M. mycoides subsp.
capri em uma unica subespécie por sua similaridade genética. Além dessas
espécies, outras como M. agalactiae (Ma), M. conjuctivae, M. arginini e M.
ovipneumoniae, também possuem grande importancia dentre 0s agentes que
acometem caprinos e ovinos.

Nocard e Roux, em 1898, foram o0s primeiros a cultivar o agente da
pleuropneumonia, utilizando a técnica desenvolvida por Pasteur no final do século
XIX, em meios acrescidos de uma parte de soro bovino ou de coelho para vinte
partes de caldo. Em 1910, Borrel et al. foram os primeiros a cultivarem os agentes
em meio sélido, descrevendo sua morfologia colonial em “ovo frito”, e confirmando
gue esses microrganismos sO se desenvolviam na presenca de soro animal
(MARINHO, 2008).

No Brasil, o primeiro diagnodstico de micoplasmose foi realizado por Penha e
D’apice em 1942. Posteriormente, diferentes espécies de micoplasmas foram
isoladas e identificadas em nossos rebanhos caprinos, como M. ovipneumoniae, no
Estado do Rio de Janeiro (NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1982); Mmc, MmmLC
(NASCIMENTO et al.,1986) e M. arginini, nos Estados do Rio Grande do Sul
(NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1982) e Rio de Janeiro (GOMES et al.,1994); Ma
no Estado da Paraiba (NASCIMENTO et al., 2002) e M. conjunctivae no Estado de
Sao Paulo (GREGORY et al., 2003).

Em pequenos ruminantes, os micoplasmas sdo associados a infeccbes
respiratérias, mastites, artrites, doencas da esfera reprodutiva e lesdes oculares.
Destacam-se entre estas enfermidades a Pleuropneumonia Contagiosa Caprina
(PPCC) e a Agalaxia Contagiosa, designadas pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) como doencas de notificacdo compulséria, devido ao impacto
econdmico que ocasionam nos rebanhos (ALMEIDA, 2009).

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
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), apresentam vantagens em relacdo ao
cultivo e isolamento, como o menor tempo para a obtencdo de resultados,
aumentando a possibilidade de deteccédo de diferentes espécies de micoplasmas.

Estudos recentes com pesquisas de anticorpos indicam que testes soroldgicos,
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como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), tém sido amplamente utilizados pela
consisténcia de seus resultados (CAMPOS, 2008).

2.5 AGALAXIA CONTAGIOSA

2.5.1 Etiopatogenia e sinais clinicos

A agalaxia contagiosa (AC) € uma enfermidade infecciosa que acomete
pequenos ruminantes. Mycoplasma agalactiae é considerado o agente classico da
doenca, embora outras espécies como, M. capricolum subsp. capricolum, M.
mycoides subsp. capri e M. putrefaciens também possam produzir sinais clinicos
similares (BERGONIER et al., 1997). Encontra-se mundialmente disseminada e leva
ao desenvolvimento de mastite, agalaxia, poliartrite e ceratoconjuntivite (CORRALES
et al., 2007), ainda que haja relatos de animais acometidos que permanecem
assintomaticos (MULLER et al., 1998; RIBEIRO et al., 1995).

AC ocorre na Europa, Asia e Africa, principalmente nos paises da costa do
Mar Mediterraneo. A doenca clinica foi descrita primeiramente por Metaxa, em 1816,
na ltalia e, somente em 1925, Bridé e Donatien conseguiram cultivar M. agalactiae
de ovelhas afetadas pela doenca (AZEVEDO et al., 2006; DAMASSA et al., 1992;
MADANAT et al., 2001).

No Brasil, o Unico diagnostico de agalaxia contagiosa em caprinos tinha sido
relatado em 1942, quando foi descrito um surto da doenca ocorrido no Estado de
S30 Paulo por Penha e D’Apice. Todavia, naquele periodo, o micro-organismo
isolado, apesar de apresentar caracteristicas dos micoplasmas, nao foi identificado.
Considerando ainda, que casos de AC normalmente ndo cursam com pneumonia e
gue M. agalactiae fermenta a glicose, ao contrario do observado pelos autores,
pode-se deduzir que a enfermidade descrita deveu-se a outra espécie de
Mycoplasma. Posteriormente, AC também foi identificada nos Estados da Paraiba,
Rio Grande do Norte e Pernambuco, com morbidade de até 100% e mortalidade em
animais jovens e adultos em torno de 90% e 5%, respectivamente (AZEVEDO et al.,
2006).

Sabe-se que a transmissdo da agalaxia contagiosa se da pelo contato com
animais infectados, com ou sem sinais clinicos, ingestdo de alimentos contaminados

com secregOes ou leite. A via de contagio mais comum entre animais do mesmo
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rebanho é a digestoria, nos lactantes, porém, as fémeas em lactagdo adquirem a
infeccdo via galactéfora ascendente ou através das méos do ordenhador,
ordenhadeira mecénica, contato com materiais contaminados e por inalagcdo. A
venda de animais portadores e o contato entre os animais durante o deslocamento
entre rebanhos constituem fatores de risco para a disseminagcdo da enfermidade
(ALCANTARA, 2010).

O periodo de incubacéo da doencga varia entre uma semana e dois meses,
dependendo da viruléncia do agente infeccioso e da resisténcia do hospedeiro.
Animais infectados desenvolvem bacteremia seguida de febre, no entanto, a
presenca da bactéria no sangue € transitéria. O agente infeccioso é transferido
através da circulagdo sanguinea e apos cinco dias da infeccdo € possivel detectar
M. agalactiae nos oOrgdos alvos, ou seja, glandula mamaria, olhos, linfonodos,
articulacdes e tenddes, nos quais ocorre o processo inflamatério. Animais gestantes
podem abortar em consequéncia da inflamacdo do utero ou podem produzir crias
inviaveis (MARINHO, 2008).

A enfermidade causa grandes perdas econémicas devido a reducdo ou a
parada abrupta da producdo de leite e ao custo com o tratamento e prevencao,
podendo levar os animais ao Obito. Acomete animais de ambos o0s sexos,
determinando quadros inaparentes, leves, agudos ou cronicos. Nas fémeas, o0s
sinais clinicos agudos frequentemente sdo observados no inicio da lactacédo e se
manifestam principalmente por mastite, quase sempre seguida de uma diminuicao
na producdo do leite ou agalaxia. No conjunto dos rebanhos afetados podem ser
observados sinais clinicos do tipo mamario, artritico e/ou ocular. A ocorréncia
esporadica de uma forma atipica ou assintomatica também ja foi relatada
(BERGONIER et al., 1997; CAMPOS, 2008).

2.5.2 Diagndstico e prevencao

O diagnéstico presuntivo da enfermidade é estabelecido com base nos
achados epidemiolégicos e na presenca de sinais clinicos, a saber: diminuicdo da
producdo de leite, mastite acompanhada por uma secrecdo lactea de coloracao
amarelo-esverdeada, ceratoconjuntivite e lesdes articulares. As lesdes oculares sao
observadas em 50% dos casos. A presenca de claudicacdo também € comum e

persiste por um longo tempo. Entretanto, se somente um sinal da doenca esta
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presente, torna-se mais dificil fazer o diagnostico clinico, o qual deve ser confirmado
por exames laboratoriais, como o isolamento e a identificacdo do agente infeccioso.
Leite, secrecdes ocular, nasal e vaginal, liquido articular, sangue e urina, séo
considerados os melhores espécimes clinicos para isolar o agente (CAMPOS, 2008;
MARINHO, 2008).

As técnicas de inibicdo de crescimento, imunoperoxidase, aglutinacdo em
[amina e tubo, e imunodifusdo tém sido relevantes no diagnéstico das
micoplasmoses, tendo como principal vantagem o baixo custo de realizacdo, além
de boa sensibilidade e especificidade (NASCIMENTO et al.,, 1986). No entanto,
outras técnicas soroldgicas vem sendo padronizadas para a identificacdo de uma
resposta imune induzida por micoplasmas, entre as quais se destaca o ELISA
(DAWO; MOHAM; 2007), inclusive o ELISA indireto com proteina-G para a deteccéo
de anticorpos anti-M. agalactiae em caprinos, padronizado por CAMPOS et al.
(2009).

Outras técnicas para a identificacdo de micoplasmas, como a PCR e suas
variedades, ja foram descritas em diversos trabalhos, como no de Greco et al.
(2001), no qual os autores descreveram uma PCR-multiplex capaz de detectar e
distinguir, em uma Unica reacéo, diferentes espécies de micoplasmas relacionadas
coma AC. Em 2011, Amores et al., utilizaram a PCR para detectar bodes portadores
assintomaticos de AC em centros de inseminacao artificial na Espanha.

Varias estratégias de prevencdo sdo empregadas para minimizar os sinais
clinicos da agalaxia contagiosa, incluindo antibioticoterapia, eutanasia e vacinacgao.
Porém, a melhor medida para proteger os rebanhos caprinos e ovinos da AC € a
adesdo de medidas de higiene no pasto, limpeza regular e desinfeccdo das
instalacdes, que podem ser realizadas pela utilizacdo de diferentes produtos
guimicos e pelo calor (MADANAT et al., 2001). De La Fe et al. (2004) demonstraram
a sensibilidade de micoplasmas frente a formalina a 0,1% durante 16 horas, e que
fenol a 0,5% e 0,1 M de etileneimine binaria por 24 horas também foram efetivos
contra algumas espécies.

Em estudo recente, testou-se um bioterapico produzido a partir de M.
agalactiae em caprinos clinicamente enfermos obtendo-se resultados clinicos
satisfatérios e de baixo custo para o produtor. Vacinas vivas atenuadas foram
também utilizadas, mas estas levantaram questionamentos relacionados com a

inocuidade e eficacia, e ndo sdo permitidas em muitos paises (ALCANTARA, 2010).
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2.6 VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV)

2.6.1 Etiologia e patogenia

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) pertencem a familia
Retroviridae e subfamilia Lentivirinae, sendo que o primeiro isolamento dos LVPR foi
realizado por Sigurdson (1954), em ovinos. Nesse mesmo estudo, consagrou-se o
termo “virus lentos”, denominag¢ao dada por estes causarem uma infeccéo cronica,
de evolucdo lenta, persistente, progressiva e degenerativa (PETURSSON et al.,
1992). Os LVPR sao os responsaveis pela Artrite Encefalite Caprina (CAE) e pela
Maedi-Visna (MV) em ovinos (SILVA; LIMA, 2007).

O lentivirus caprino (LVC) € o agente etiolégico da artrite-encefalite caprina
(CAE), enfermidade crbnica, incuravel, de alta prevaléncia em rebanhos leiteiros
nacionais e associada a perdas econdmicas. Ha grande necessidade de pesquisa
dos modos de transmissao desse virus para o delineamento eficiente de medidas de
controle e possivel erradicacdo (ANDRIOLI et al., 2006; DE ANDRES et al., 2005).

Sabe-se que as células da linhagem mondcito/macrofago sado as principais
hospedeiras do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) in vivo e é nessas células
gue o virus persiste por toda a vida do animal. Tem-se observado a infec¢cdo néo
produtiva em linfocitos (ZINK; JOHNSON, 1994), bem como a presenca do RNA viral
em células endoteliais, epiteliais, fibroblasticas e do plexo cordide (SILVA; LIMA,
2007). Estudos demonstraram que a replicacdo viral é dependente do nivel de
maturacao e diferenciacdo da célula monocitica e, presumivelmente, a presenca de
mondcitos/macréfagos infectados no colostro, leite, sangue e outras secrecdes
seriam as possiveis fontes de infeccdo (TIGRE et al., 2006). Sabe-se, também, que
cabras naturalmente infectadas com CAEV, expressam o DNA pro-viral em diversos
tecidos, como utero, ovidutos e glandula mamaria. A presenca do lentivirus nestes
tecidos pode contribuir para uma transmissao vertical da enfermidade (FIENI et al.,
2003).

A infeccdo pelo virus da CAE é responsavel pela inducédo, em intensidade
variada, de resposta imunolégica celular e humoral, que ndo protegem contra a
multiplicacao viral. Estudos revelam resposta humoral em torno da terceira a quinta

semanas apo0s a infecc¢do, todavia, os anticorpos neutralizantes sédo produzidos
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tardiamente, em quantidades limitadas e sédo de baixa afinidade, de forma que nao
interrompem o ciclo de replicacdo do virus. A resposta celular é caracterizada pela
proliferacdo de linfocitos responsaveis pela destruicdo de células infectadas, porém
ndo destroem as que ndo expressam o pro-virus (CASTRO, 1998).

2.6.2 Diagnéstico

O diagnostico de rotina da CAE é realizado principalmente por provas
sorolégicas indiretas, devido aos custos menos elevados quando comparadas aos
testes diretos. Os testes indiretos fazem a deteccao de anticorpos especificos para o
antigeno, em amostras de soro sanguineo ou outras secrecdes que 0S possuam.
Dentre esses testes destaca-se a Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), o
‘Immunoblotting” ou “Western Blot”, a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, a
Fixacdo do Complemento e o ELISA (ANDRIOLI et al., 2006; DE ANDRES et al.,
2005;).

IDGA é o teste recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) e possui baixo custo, uma vez que ndo necessita de equipamentos nem
instalacdes sofisticadas para ser realizado, além de ser de facil leitura e apresentar
resultado rapido. Trata-se de teste diagndstico mais utilizado em programas de
controle da doenca empregados em varios paises (MOOJEN, 2001). Apresenta boa
especificidade, razoavel sensibilidade e a técnica esta fundamentada na difusdo do
anticorpo (Ac) e do antigeno (Ag) em uma base semi-sélida contendo gel de agar e
eletrélitos. Quando o Ac e o Ag se encontram em concentracfes equivalentes,
interagem e precipitam, formando imunocomplexos estaveis que podem ser
visualizados como bandas de precipitacdo (BRITO, 2009). Este teste apresenta
como desvantagem o fato de sé detectar altos niveis de imunoglobulinas nos
individuos, o que promove a permanéncia de falso-negativos no rebanho caprino
(TIGRE et al., 2006). Além disso, a deteccao pelo anticorpo depende do antigeno
utilizado, pois tem sido demonstrado que o IDGA com a glicoproteina 135 do CAEV
permite maior sensibilidade do que o teste com a proteina 28 do virus. Um resultado
negativo na IDGA néo descarta uma possivel infeccdo, pois pode ocorrer uma
demora significativa entre a infeccdo e a producdo de anticorpos, como também é
possivel que em alguns caprinos acometidos exista expresséao insuficiente do virus
para ocasionar uma resposta humoral (BRITO, 2009; MCGUIRE et al., 1990;).
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Dentre os testes sorolégicos, ELISA é o que apresenta maior sensibilidade e
especificidade, quando se utilizam antigenos do nucleo ou do envelope viral (DE
ANDRES et al., 2005). E possivel processar um grande nimero de amostras, sendo
gue a sensibilidade e especificidade do teste dependem da qualidade do antigeno.
De acordo com a OIE, a producdo de antigenos de qualidade satisfatéria tem
limitado a aplicagdo do ELISA como rotina para o diagnéstico do CAEV (TORRES et
al., 2009).

O diagnostico sorologico de animais infectados por CAEV é contestavel,
considerando-se que alguns animais podem apresentar baixos titulos de anticorpos,
soroconversdo tardia, ou ainda reacOes intermitentes de soropositividade e
soronegatividade. A sorologia por IDGA, apesar de ser uma prova de baixa
sensibilidade, é o teste mais amplamente utilizado para diagnosticar infec¢des por
lentivirus (KNOWLES JUNIOR et al., 1994).

Um trabalho realizado por Adams (1982), utilizando a IDGA como teste,
informa que anticorpos contra o0 CAEV sdo encontrados no sangue do animal 60-90
dias pos-infeccdo. Utilizando a mesma metodologia, Oliver et al. (1982), ao
realizarem infecgdes experimentais com o CAEV em dois cabritos, verificaram que
ambos ja apresentavam anticorpos no soro quatro semanas apos a inoculacdo do
virus (BERTOLINI et al., 1997).

Em relacédo aos testes diretos, estes incluem o isolamento e a identificacéo
do virus, sendo importantes no diagndéstico da infeccdo viral. Dentre esses testes
tem-se a Imunohistoquimica e métodos de deteccdo de acidos nucléicos, como a
Hibridizacao in situ (HIS) e PCR, que € uma técnica bastante sensivel e especifica,
capaz de detectar animais com infeccdo recente ou que ainda ndo soroconverteram
(ANDRIOLI et al., 2006).

Técnicas moleculares de diagndstico, principalmente a PCR, tém sido
utilizadas para identificar a susceptibilidade de diferentes tipos celulares frente a
infeccdo pelos LVPR, bem como o papel destes grupos celulares na persisténcia da
enfermidade no organismo animal. A PCR é empregada em alguns laboratérios de
forma mais restrita, pois ainda € um teste caro, porém, possui alta sensibilidade e
especificidade, sendo indicada para animais cujo resultado de outros testes néo
tenha sido conclusivo (SILVA; LIMA, 2007).

Vérios protocolos de PCR foram desenvolvidos para detectar o DNA pro-

viral. Essas metodologias incluem “semi-nested’-PCR (ELTAHIR et al., 2006),
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“‘double-nested”-PCR (BARLOUGH et al., 1994), “nested”-PCR (GREGORY et al.,
2009), “real time”-PCR e “real time” RT-PCR (RAVAZZOLO et al.,, 2006) ou
combinacdes entre eles. Algumas vantagens deste método sédo a alta sensibilidade e
especificidade, a rapidez dos resultados, além da possibilidade de detectar proteinas
ou acido nucleico em amostra na qual o virus ndo permanece viavel. Uma
desvantagem da utilizacdo da PCR é a baixa eliminagdo viral apds a soroconversao
do animal. Por isso, essa técnica deve ser associada a testes soroldgicos, tal qual a
IDGA ou ELISA (DE ANDRES et al., 2005).

Estudos para a deteccdo do virus da CAE pela técnica de PCR tém sido
realizados em diversas amostras clinicas como células mononucleares de sangue
periférico, explantes de membrana sinovial, leite, pulm&o, linfonodo mesentérico,
medula 6ssea e glandula mamaria (CASTRO et al., 1999; GREGORY et al., 2011;
RIMSTAD et al., 1993;;). Em programas de reproducdo, a PCR pode ser utilizada
para testar amostras de sangue e sémen de reprodutores negativos em testes
sorologicos.

O uso da PCR em rotina de diagnostico deve atender a certos requisitos
basicos, como a rigorosa observancia dos procedimentos para evitar falso-positivos,
0 barateamento dos testes e simplificacéo dos protocolos, além da validacdo de sua
capacidade de amplificar fragmentos conservados do genoma de amostras
existentes na populacdo alvo (CASTRO, 1998). Segundo Rimstad et al. (1993) e
Chebloune et al. (1996), a PCR tem ainda se apresentado como potencial alternativa
na identificacdo de animais com sinais clinicos da doenca e sorologia negativa. A
utilizacdo da PCR pode agregar mais informacdes quanto ao diagndstico, porém
sempre associada a outras técnicas.

Um estudo realizado por Gregory et al. (2009), através das técnicas de PCR
e de “nested"-PCR, associadas ao protocolo de extracdo de DNA por
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, foi capaz de detectar o virus da artrite encefalite
caprina em amostras de leite de cabras, sendo a “nested"-PCR mais sensivel.
Santos (2010) também indicou a “nested-PCR” do sangue como um bom método
para diagnostico do CAEV nos animais estudados, visto que conseguiu detectar o

provirus em animais com resultado negativo na IDGA.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 QUEDA NA PRODUCAO DE LEITE DE CABRA POR SURTO DE
MICOPLASMOSE

Trabalho realizado a partir de resultados obtidos no projeto piloto dessa tese.

Publicado no periodico Enciclopédia Biosfera.
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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 o0 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; deteccédo 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
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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 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 e
submetido & 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 o0s
resultados foram negativos para Ma e Mmc. A deteccdo do agente a partir de
espécimes clinicos permitiu maior rapidez no diagnéstico dessa doenca,
fundamental para a adocdo de medidas de controle e profilaxia. Concluiu-se, entao,
gue a agalaxia nao foi ocasionada por Ma, mas por outra espécie de micoplasma,
nao testada nesse estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Micoplasma, leite de cabra, agalaxia, caprino.

DROP IN MILK PRODUCTION BY GOAT MYCOPLASMOSIS OUTBREAK

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 AAAACC 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
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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 sdo enfermidades infecciosas de distribuicdo mundial,
causadas por microrganismos da Classe Mollicutes e dos géneros Mycoplasma e
Ureaplasma, que acometem diversas espécies de animais domeésticos (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).

A Pleuropneumonia Contagiosa Caprina (PPCC) causada pelo M.
capricolum subsp. capripneumoniae, e a Agalaxia Contagiosa, pelo M. agalactiae,
sdo doencas de notificagcdo obrigatéria conforme estabelecido pela “World
Organization for Animal Health” — OIE (2008), que ao lado de outras micoplasmoses
sdo reconhecidas mundialmente como causadoras de perdas econdmicas vultosas,
representadas principalmente pela morte de crias e pela reducdo ou parada da
producéo 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
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ovinos (OIE, 2008). O GMM constitui-se de seis espécies de micoplasmas
estreitamente relacionadas em suas caracteristicas bioquimicas e sorolégicas e na
filogenia do gene 16S r-RNA. As espécies e subespécies que constituem esse grupo
sdo 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 ja haviam sido incluidos na mesma subespécie (VILEI et al., 2006).

Para o diagnéstico 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 o menor
tempo para a obtencéo 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 & PCR genérica e a PCR espécie-especifica com
a utilizacao de diferentes pares de primers e ciclos.

A reacdo de amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador Px2
Thermal Cycler. Para Mycoplasma spp. utilizou-se a seguinte programacao: 94°C
por 5 minutos; 40 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, pareamento a 55°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; extensao final a 72 °C por 10 minutos
e término a 4 °C. Para Mycoplasma agalactiae: 94 °C por 5 minutos; 40 ciclos com
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, pareamento a 57 °C por 1 minuto e extensdo a
68 °C por 1 minuto; extensao final a 70 °C por 10 minutos e término a 4 °C. Para

Mycoplasma mycoides subsp. capri foi utilizado o ciclo: 96 °C por 3 minutos; 30
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ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 49 °C por 30
segundos e extensao a 72 °C por 30 segundos; extensao final a 72 °C por 5 minutos
e término a 4 °C.

Cada tubo de reacéo continha: 61,5 pyL 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 reproducédo de
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 geracédo 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 (AMORES et al., 2011; AZEVEDO et al., 2006).

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

Estudos adicionais estdo em curso, a fim de elucidar a etiologia

micoplasmica do presente surto.
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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 confirmacdo de que a agalaxia foi devida
ao M. agalactiae. Apesar de manifestacées respiratdrias presentes no rebanho
afetado, ndo houve deteccéo de M. mycoides subsp. capri.

Outras espécies de micoplasmas, diferentes das testadas nesse estudo,
podem causar as manifestacdes clinicas descritas e dessa forma, serem a causa
etiolégica desse surto.
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3.2 INFECCAO POR Mycoplasma agalactiae EM REBANHO CAPRINO LEITEIRO
NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL.

Enviado para o periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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ABSTRACT
Mycoplasma agalactiae is the main causative agent of sheep and goat Contagious Agalactia,
which has been diagnosed in the Brazilian northeast. Infection can be diagnosed by bacterial
isolation or by more sensitive methods, such as Polymerase Chain Reaction (PCR) and
ELISA. In this study, M. agalactiae was investigated by isolation, indirect
immunoperoxidase, PCR, indirect ELISA and sequencing in a dairy goat located in Sé&o
Goncalo city, Rio de Janeiro state, Brazil. Milk and serum of 20 goats were collected. In order
to perform mycoplasma isolation, milk samples were inoculated in Hayflick modified media.
Isolates were identified using indirect immunoperoxidase test with anti-serum to M.
agalactiae. DNA from milk samples was processed by phenol-chloroform-isoamyl alcohol
method and subjected to PCR for Mycoplasma spp. and M. agalactiae with visualization of,
respectively, 510-520 bp and 360 bp amplicons. Surveys were also conducted using an
indirect ELISA to M. agalactiae and M. bovis, due to the latter and M. agalactiae genome
similarities. Positive isolates for M. agalactiae were sequenced and interpreted by Lasergene
SeqMan Pro (DNASTAR) program. Of all animals studied, 10% (2/20) were positive by
isolation, confirmed by indirect immunoperoxidase and 20% (5/20) by PCR. Positive isolates
were identified as M. agalactiae by sequencing. On M. bovis ELISA, all 20 goats were

negative. Of all analyzed samples, 85% (17/20) yielded anti-M. agalactiae antibodies. Under
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Chi-square test, ELISA was more sensitive (P<0.05) to detect positive animals than isolation
and PCR. To our knowledge, this is the first description of M. agalactiae infecting goats in
Rio de Janeiro. This agent has only been previously isolated from goats in the Brazilian states
of Paraiba, Rio Grande do Norte and Pernambuco, which are located in the northeastern
region. This finding corroborates the need for research of M. agalactiae in goat herds located
in the southeastern region of Brazil.

KEYWORDS: Contagious agalactia, Mycoplasma agalactiae, goat, ELISA, PCR

Mycoplasma agalactiae € o principal agente causador da agalaxia contagiosa,
enfermidade infecciosa diagnosticada no nordeste brasileiro. Outras espécies podem estar
relacionadas com a doenga, uma vez que ja foram descritas associacbes com dois ou mais
micoplasmas, a saber: M. mycoides subesp. capri (Mcc), M. agalactiae (Ma) e M. arginini
(De la Fe et al., 2005); e M. agalactiae com M. putrefaciens (Gil et al., 2003).

A agalaxia contagiosa ocorre na Europa, Asia e Africa, principalmente nos paises da
costa do Mar Mediterraneo (Azevedo et al., 2006). A doenca clinica foi descrita
primeiramente na Itdlia por Metaxa, em 1816. Apenas em 1925, Bridé e Donatien
conseguiram cultivar M. agalactiae de ovelhas acometidas pela doenca (Madanat et al.,
2001).

Ja no Brasil, o primeiro relato da doenca em cabras foi registrado em 1942 no Estado
de Sao Paulo por Penha ¢ D’Apice, sem que houvesse isolamento de M. agalactiae. Somente
em 2001, Azevedo et al. (2006) isolaram tal agente através de dois surtos de ACOC que
ocorreram no Estado da Paraiba. A enfermidade causa grandes perdas econémicas devido a
reducdo ou a parada abrupta da producédo de leite e ao custo com o tratamento e prevencéo,
podendo levar ao @bito. Acomete animais de ambos 0s sexos, determinando quadros
inaparentes, leves, agudos ou crénicos, podendo ocasionar mastite, agalaxia, poliartrite,
ceratoconjuntivite e, ocasionalmente, aborto e pneumonia.

O diagnostico € baseado nos achados epidemioldgicos, sinais clinicos e por meio de
exames laboratoriais. Este pode ser obtido através do isolamento do agente em meios ricos em
esterois ou com auxilio de testes mais sensiveis, como ELISA e PCR.

Neste estudo, M. agalactiae foi pesquisado tanto a partir do leite quanto do sangue
de um rebanho localizado no municipio de S&o Gongalo, regido metropolitana do Estado do

Rio de Janeiro, onde 20 cabras lactantes da raga Saanen, sem sintomatologia aparente, foram
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investigadas por meio das seguintes técnicas: isolamento, imunoperoxidase indireta, PCR,
ELISA indireto e sequenciamento.

O isolamento de Mycoplasma spp. foi realizado pela inoculacdo de 0,2 mL de leite
em meio solido Hayflick modificado e 0,2 mL de leite em 2,0 mL de meio Hayflick liquido
modificado, seguido de incubacdo a 37 °C por até 10 dias em ambiente de microaerofilia. Foi
realizada avalia¢do diaria da presenca ou nao de colonias tipicas no formato de “ovo frito” ou
“mamilar” em microscopio estereoscopico. A identificacdo de M. agalactiae foi realizada
com o auxilio de provas bioquimicas e imunoperoxidase indireta modificada.

Para a imunoperoxidase indireta, as placas contendo meio sélido Hayflick
modificado foram incubadas por 48 horas. Em cada placa, areas com col6nias tipicas foram
selecionadas, marcadas e cobertas com 1gG de coelho anti-M. agalactiae, anti-M. capricolum
e anti-M. arthritidis, na diluicdo de 1/20. Em seguida, as placas foram incubadas a 4 °C,
durante a noite. Na manhd subsequente, as areas foram cobertas com soro de cabra anti- 1gG
de coelho, conjugada com peroxidase na diluicdo de 1:80, seguido de nova incubacgéo a 37°C
por 3 horas. Posteriormente, as placas foram submetidas a lavagem com tampéo (TBS, soro
de cavalo e Tween 20) e cobertas com solucdo de revelacdo (metanol gelado, 4-chloro-1-
naphtol, TBS e perdxido de hidrogénio 30%) por 30 minutos ou até o surgimento de cor
violeta escuro na area da reacdo (Imada et al., 1987). Por fim, a solucdo de revelacdo foi
descartada e as placas avaliadas sob microscéopio estereoscopico.

Para PCR, a extracdo de DNA de cada amostra de leite foi realizada pelo método de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, segundo Gregory et al. (2009). Apds a extracdo, 0 DNA
foi concentrado em alcool etilico e centrifugado. O sedimento foi ressuspendido em tampé&o
Tris-EDTA pH 8,3 (Sambrook et al., 1989) e estocado a -20 °C.

A reacdo de amplificacdo do DNA (Tab. 1) foi realizada em termociclador "Thermo
Electron Corporation™ com a seguinte programacdo: 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 94 °C
por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 90 segundos e extensdo final de 72 °C por
7 minutos, com visualizacdo de amplicon de 510-520 pb para o género Mycoplasma.

Para a PCR de M. agalactiae utilizou-se o seguinte ciclo: 94 °C por 5 minutos; 40
ciclos de 94 °C for 1 minuto, 57 °C por 1 minuto, 68 °C for 1 minuto e extensdo final a 70 °C
por 10 minutos, com visualizacdo de amplicon de 360 pb.

Os produtos obtidos na PCR, juntamente com o marcador molecular, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio e

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
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O ELISA-G foi realizado conforme Campos et al. (2009). Para produgdo do
antigeno, M. agalactiae foi cultivado, identificado e submetido & sonicacdo de baixa
intensidade em meio liquido por 20 minutos. Para a determinagdo da concentracdo proteica,
utilizou-se albumina sérica bovina como padrdo. Empregou-se como substrato o conjugado de
proteina G-peroxidase e peroxido de hidrogénio, adicionado de tetra-metil benzidina (TMB).
A leitura da densidade 6ptica foi conduzida com filtro de 450 nm.

ELISA indireto para M. bovis também foi utilizado para testar os 20 soros caprinos
obtidos, conforme descrito por Mesquita (2013).

O sequenciamento foi efetuado a partir de isolados tipificados através da
imunoperoxidase indireta e PCR-especifica para M. agalactiae, interpretado pelo programa
Lasergene SeqgMan Pro (DNASTAR).

Tabela 1. Sequéncia dos primers para a PCR de Mycoplasma spp. e M. agalactiae.

Primer Sequéncia Referéncia
M. sppF1 CGCCTGAGTAGTACGTTCGC Uphoff e Drexler, 2002
M.sppF2 CGCCTGAGTAGTACGTACGC Uphoff e Drexler, 2002
M.sppF3 TGCCTGAGTAGTACATTCGC Uphoff e Drexler, 2002
M.sppF4 TGCCTGGGTAGTACATTCGC Uphoff e Drexler, 2002
M.sppF5 CGCCTGGGTAGTACATTCGC Uphoff e Drexler, 2002
M.sppF6 CGCCTGAGTAGTATGCTCGC Uphoff e Drexler, 2002
M.sppR1 GCGGTGTGTACAAGACCCGA Uphoff e Drexler, 2002
M.sppR2 GCGGTGTGTACAAAACCCGA Uphoff e Drexler, 2002
M.sppR3 GCGGTGTGTACAAACCCCGA Uphoff e Drexler, 2002
MagF CCTTTTAGATTGGGATAGCGGATG Chévez-Gonzalez et al., 1995
MagR CCGTCAAGGTAGCGTCATTTCCTAC Chévez-Gonzalez et al., 1995

Dos animais estudados, 20% (5/20) foram positivos na PCR-genérica e especifica
(Fig.1), sendo que dois daqueles PCR positivos, o que corresponde a 10% (2/20), foram
também positivos no isolamento seguido de imunoperoxidase indireta. Os isolados,
tipificados na imunoperoxidase indireta como M. agalactiae, foram confirmados pelo
sequenciamento, pois o fragmento amplificado apresentou 100% de identidade com cepas de
M. agalactiae disponiveis no NCBI (BLAST®). No ELISA para M. bovis, realizado em
funcdo da similaridade entre M. agalactiae e M. bovis, todos os 20 caprinos testados foram
negativos. Dos soros analisados, 85% (17/20) apresentaram anticorpos anti-M. agalactiae no
ELISA-G indireto. Pelo qui-quadrado, o teste de ELISA foi mais sensivel na deteccdo de

animais positivos (P<0.01) quando comparado as demais técnicas.
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Figura 1. Gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etideo e visualizados sob luz UV. PCR para M.
agalactiae, sendo: 81, 82, 83, 92 e 99: amostras
positivas com banda de 360 pb; C+: cepa de referéncia
35008 : M. agalactiae GM 139; C-: controle negativo; L:
marcador DNA Ladder em 100 pb.

i
i
:
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:

500 pb

Resultados discordantes de positividade entre a sorologia e o isolamento se devem as
limitagdes de ambas as técnicas, além do fato do isolamento do género Mycoplasma ser
considerado uma técnica laboriosa e demorada, uma vez que requer até 21 dias para a
visualizacao das colonias. Um fator limitante para o cultivo inclui a acidificagdo progressiva
do leite, que pode reduzir a viabilidade do micoplasma, ja que uma alta porcentagem de
bactérias cresce em meio agar seletivo, prejudicando sua identificacdo (Tola et al., 1997).

Em relacdo a maior sensibilidade do ELISA frente a PCR, De La Fe et al. (2005)
obtiveram resultados semelhantes. Estes autores propdem que isto se deve a excrecdo
intermitente do agente, a baixa sensibilidade dos testes microbiolégicos, ao uso de
antimicrobianos na terapia dos animais e a persisténcia de altos titulos de anticorpos.

Vale ressaltar que casos de reacdo-cruzada podem ocorrer entre M. agalactiae e
outras espécies de micoplasmas que apresentam grande similaridade genética, como o M.
bovis, causando dificuldades na identificacdo precisa do agente etioldégico (Chavez-Gonzalez
et al., 1995). Por isso, hd a necessidade de se realizar 0 sequenciamento para evitar
diagndsticos errbneos, conforme realizado no presente trabalho. Adicionalmente, a
negatividade dos caprinos ao ELISA para M. bovis neste estudo, confirmou tratar-se de
infeccdo por M. agalactiae.

Os animais positivos para Mycoplasma agalactiae no presente trabalho ndo
apresentavam qualquer sintomatologia clinica no momento da coleta. Normalmente, rebanhos
gue apresentaram surtos anteriores permanecem sem expressao clinica por um periodo, em
virtude da imunidade naturalmente adquirida pela infeccdo. Os pequenos ruminantes sdo 0s
Unicos hospedeiros sensiveis atuando como reservatorio e ainda ndo se sabe quanto tempo a
imunidade persiste nos animais naturalmente infectados, de modo que a sobrevivéncia do
micro-organismo no meio ambiente é importante para a disseminacdo da enfermidade
(Campos et al., 2009; Gil et al., 2003).
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Dessa forma, pode-se relatar a primeira ocorréncia de M. agalactiae no Estado do
Rio de Janeiro e fora da regido nordeste brasileira, uma vez que tal agente sé havia sido
isolado de caprinos dos Estados da Paraiba, Rio Grande do Norte e Pernambuco. Tal achado
corrobora com a necessidade da pesquisa de M. agalactiae em outros rebanhos caprinos

localizados na regiéo sudeste do Brasil.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AZEVEDO, E.O.; ALCANTARA, M.D.B; NASCIMENTO, E.R. et al. Contagious Agalactia
by Mycoplasma agalactiae in small ruminants in Brazil: first report. Braz. J. Microbiol., v.37,
p.576-581, 2006.

CAMPOS, A.C.; TELES, J.A.A.; AZEVEDO, E.O. et al. Elisa protein G for the diagnosis of
contagious agalactia in small ruminants. Small Ruminant Res., v.84, p.70-75, 2009.

CHAVEZ-GONZALEZ, Y., BASCUNANA, C.R.; BOLSKE, J.G. et al. In vitro
amplification of the 16S rRNA genes from Mycoplasma bovis and Mycoplasma agalactiae by
PCR. Vet. Microbiol., v.47, p.183-190, 1995.

DE LA FE, C.; ASSUNCAO, P.; ANTUNES, T. et al. Microbiological survey for
Mycoplasma spp. in a contagious agalactia endemic area. Vet. J., v.170, p. 257-259, 2005.

GIL, M.C.; PENA, F.J.; MENDOZA, J.H. et al. Genital lesions in an outbreak of caprine
contagious agalactia caused by Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma putrefaciens. J. Vet.
Med. B Infect. Dis. Vet. Public Health, v.50, n.10, p.484-487, 2003.

GREGORY, L.; LARA, M.C.C.S.H.; VILLALOBOS, E.M.C. et al. Deteccdo do virus da
artrite encefalite caprina em amostras de leite de cabra pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e nested-PCR. Ars Vet., v. 25, n.3, p.142-146, 20009.

IMADA, Y.; UCHIDA, I.; HASHIMOTO, K. Rapid identification of Mycoplasma by indirect
immunoperoxidase test using small square filter paper. J. Clin. Microbiol., v.25, p.17-21,
1987.



43

MADANAT, A.; ZENDULKOVA, D.; POSPISIL, Z. Contagious agalactia of sheep and
goats. A review. Acta Vet. Brno., v.70, p.403-412, 2001.

MESQUITA, S.M.C. ELISA indireto para diagndstico de Mycoplasma bovis em amostras de
soro sanguineo e leite bovino. Niter6i, 2013. 49f. Dissertagdo (Mestrado em Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnoldgico de Produtos de Origem Animal). Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Niterdi, 2013.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2.ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. v.2, Cap.14.

TOLA, S.; ANGIOI, A.; ROCCHIGIANI, AM.; IDINI, G.; MANUNTA, D.; GALLERI, G,;
LEORI, G. Detection of Mycoplasma agalactie in sheep milk samples by polymerase chain
reaction. Veterinary Microbiology, v.54, p.17-22, 1997.

UPHOFF, C.C.; DREXLER, H.G. Detection of mycoplasma in leukemia-lymphoma cell lines
using polymerase chain reaction. Leukemia, v. 16, p. 289-293, 2002.
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Isolamento bacteriano e Contagem de Células Somaticas em leite de cabras naturalmente
infectadas pelo virus da Artrite Encefalite Caprina

Lidia M.M. Santos!?, Camila S. Pereiral, Leandro S. Machado!, Gabriel M. Greco?, Wilker Menezes?, Juliana F.
Almeida?, Roberto S. Castro3, Elmiro R. Nascimento?!

ABSTRACT.- Santos L.M.M.,, Pereira C.S., Machado L.S., Almeida, ].F., Greco, G.M., Menezes W., Castro R.S. &
Nascimento E.R. 2014. [Bacterial isolation and somatic cell count in milk from goats naturally
infected by caprine arthritis encephalitis virus.] Isolamento bacteriano e Contagem de Células
Somaticas em leite de cabras naturalmente infectadas pelo virus da artite encefalite caprina. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Saude Coletiva Veterindria e Saude Publica,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Rua Vital Brasil Filho 64, Niteroi, R] 24230-
340, Brazil. E-mail: |_msantos@yahoo.com.br

Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) is a chronic, multisystemic and progressive lentiviral
disease characterized by pneumonia, encephalitis, arthritis, weight loss and mastitis, even though animals
often act as asymptomatic carriers. The aim of the present study was to compare three different diagnostic
techniques for CAE detection: AGID and nested-PCR on blood and milk, correlating their results
with bacterial isolation and somatic cell count (CCS), which are mammary gland health markers. Blood
and milk were obtained from 138 dairy-goats from nine caprine herds in Rio de Janeiro state, Brazil. Milk
samples were cultured in 5% sheep blood agar and eosin methylene blue agar, incubated at 37 °C. Milk
CCS was determined by cytometry flow (Somacount 300® - Bentley Instruments, USA). A commercially
available AGID test (Biovetech®, Brazil) was used for serological diagnosis. Blood and milk nested-PCRs
were conducted using extraction and amplification protocols previously described in literature. From all
animals analyzed, 47.83% (66/138) tested positive for at least one of the three CAE diagnostic techniques.
Seven of nine herds (77.78%) had at least one animal positive to CAE. All infected animals were
asymptomatic. AGID was more sensitive (P<0.05), with 43.48% (60/138) of positivity, followed by blood
nested-PCR, 26.81% (37/138) and milk nested-PCR, 10.87% (15/138). Mean CCS was of
2,272,000 cells/mL of milk. Sixty-two (62/115) goats had CCS higher than 1,000,000 cells/mL of milk. CAE
infection did not influence CCS (P>0.05); negative and positive animals showed 2,311,000 and 2,224,200
cells/mL of milk, respectively. From all samples submitted to bacterial isolation, half were positive (50%;
69/138). Animals testing positive and negative for bacterial isolation had similar mean CCS (P>0.05), of
1,942,000 and 2,389,000 cells/mL of milk, respectively. No correlation (P>0.05) was found between CAE
infection and bacterial isolation. We concluded that CCS results should be evaluated with care, for they
have no correlation with bacterial isolation and CAE infection, nor serve as criteria to detect subclinical
mastitis in goats.
INDEX TERMS: Caprine Arthritis Encephalitis, milk goat, AGID, nested-PCR, bacterial isolation.

RESUMO.- A artrite encefalite caprina (CAE) é considerada uma enfermidade crénica multissistémica e
progressiva, a qual possui como agente etiol6gico um lentivirus e se caracteriza por ocasionar pneumonia,
encefalite, artrite, emagrecimento e mastite, embora, muitas vezes, nenhum sintoma esteja presente. O
objetivo deste estudo foi comparar trés diferentes métodos de diagnostico para a infecgio pelo virus da
CAE: IDGA, "nested"-PCR do sangue e "nested"-PCR do leite, correlacionando seus resultados com
indicadores de satide do ubere, o isolamento bacteriano e a contagem de células somaticas (CCS) do leite.
Foram coletados sangue e leite de 138 cabras de nove rebanhos leiteiros localizados no Estado do Rio de
Janeiro, Brasil. As amostras de leite foram semeadas em agar sangue enriquecido com 5% de sangue de
ovino e em agar EMB (“Eosin Methylene Blue”), seguido de incubacdo a 37 °C. A CCS do leite foi realizada
através do método de citometria de fluxo, em aparelho Somacount 300 - Bentley Instruments, EUA®. A
analise sorolégica foi realizada pela IDGA, por meio do Kit Biovetech®(Recife, PE), enquanto que as
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“nested”-PCRs do sangue e do leite foram conduzidas seguindo-se protocolos de extracao e amplificacdo
previamente descritos na literatura. Das cabras analisadas, 47,83% (66/138) apresentaram resultado
positivo em pelo menos um dos trés testes para diagnoéstico da CAE. Houve pelo menos um animal positivo
em sete dos nove rebanhos estudados (77,78%). Nao foram observados sintomas clinicos de mastite ou
artrite. A IDGA mostrou-se o teste mais sensivel (P<0,05), com 43,48% (60/138) de positividade, seguido
da "nested"-PCR do sangue, 26,81% (37/138) e "nested"-PCR do leite, 10,87% (15/138). A CCS média foi
de 2.272.000 células/mL de leite, sendo que 53,91% (62/115) das cabras apresentaram CCS acima de
1.000.000 células/mL de leite. Animais negativos e positivos para a CAE apresentaram CCS média similar
(P>0,05), de 2.311 mil e 2.242 mil células/mL de leite, respectivamente. Metade das amostras (50%;
69/138) foram bacteriologicamente positivas frente ao isolamento. Ndao houve diferen¢a (P>0,05) entre a
CCS média de animais negativos e positivos no isolamento, de, respectivamente, 1.942 e 2.389 mil
células/mL. Nao foi observada correlagio (P>0,05) entre a positividade para CAE e o isolamento
bacteriano. Concluimos que a CCS nao se correlaciona com os resultados do isolamento bacteriano ou com
a positividade para CAE, devendo ser avaliada com cautela em estudos sobre mastite subclinica em cabras.
Termos de indexacdo: Artrite Encefalite Caprina, leite de cabra, IDGA, "nested"-PCR, isolamento
bacteriano

INTRODUCAO

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) pertencem a familia Retroviridae e subfamilia
Lentivirinae (Franke 1998), sendo os responsaveis pela Artrite Encefalite Caprina (CAE) e pela Maedi-
Visna (MV) em ovinos (Silva & Lima 2007).

A CAE é considerada uma enfermidade cronica multissistémica e progressiva, caracterizada por
pneumonia, encefalite, artrite, emagrecimento e mastite, embora, muitas vezes, nenhum sintoma esteja
presente. O impacto econdmico da doenca depende de fatores relacionados ao ambiente, raca,
susceptibilidade individual, sistema de producao, dentre outros (Ramirez et al. 2013).

O diagnéstico de rotina da CAE baseia-se em provas soroldgicas (indiretas), as quais sdo muito
utilizadas devido a seu baixo custo, em comparacdo aos testes diretos. Os testes indiretos consistem na
detecgdo de anticorpos especificos para o antigeno, em amostras de soro sanguineo ou outras secre¢des
que os possuam. A Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) é o teste indireto recomendado pela
Organiza¢do Mundial de Satide Animal (OIE) para o diagndstico da enfermidade, por ser barato, de facil e
rapida leitura e execugdo. Por outro lado, apresenta como desvantagem o fato de sé identificar individuos
com altos niveis de imunoglobulinas, o que favorece a permanéncia de animais falso-negativos no rebanho
(Tigre et al. 2006).

Em relacdo aos testes diretos, o isolamento e a identificacdo do virus sido considerados
importantes no diagnéstico da infec¢do. Métodos moleculares de diagnoéstico, principalmente a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), tém sido utilizados para identificar a susceptibilidade de diferentes tipos
celulares frente a infeccdo pelos LVPR, bem como o seu papel na persisténcia da enfermidade no
organismo animal. A PCR é considerada uma técnica bastante sensivel e especifica, capaz de detectar
animais com infecc¢do recente ou que ainda nio soro-converteram (Andrioli et al. 2006).

Diferentes protocolos de PCR foram desenvolvidos para detectar o DNA pré-viral, como: “semi-
nested”-PCR (ELTAHIR et al,, 2006), “double-nested”-PCR (Barlough et al. 1994), “nested”-PCR (Gregory et
al. 2009), “real time”-PCR e “real time”-RT-PCR (Ravazzolo et al. 2006). Algumas vantagens deste método
sdo a alta sensibilidade e especificidade, a rapidez dos resultados, além da possibilidade de detectar
proteinas ou acido nucleico em uma amostra na qual o virus estd invidvel. Uma desvantagem da técnica
estd relacionada com a baixa eliminacdo viral apds a soroconversdo do animal e por isso preconiza-se a
realizacdo concomitante testes soroldgicos, tal qual IDGA ou ELISA (De Andres et al. 2005, Reina et al.
2009).

Em levantamento recente sobre a infeccdo pelo virus da CAE em rebanhos caprinos leiteiros no

estado do Rio de Janeiro, Moreira et al. (2007) identificaram, pela IDGA, prevaléncia de 14,1%. Ao
ocasionar emaciacdo progressiva, artrite, pneumonia e mastite, esta infeccido parece interferir
negativamente sobre a produtividade do rebanho leiteiro. Por isto, nos casos especificos em que a
glandula mamaria esta acometida, de forma clinica ou subclinica, é importante realizar o diagnéstico
diferencial com infec¢des bacterianas.

As principais bactérias envolvidas na mastite caprina sio: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
Coagulase Negativa, Streptococcus spp., bastonetes Gram negativos e Mycoplasma spp. Para o diagndstico
da mastite, emprega-se rotineiramente o “California Mastitis Test" (CMT) e a Contagem de Células
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Somaticas (CCS), sobretudo na infec¢io de carater subclinico, sendo o cultivo de leite utilizado na
identificacdo do agente etiologico (National... 1999, Peixoto et al. 2010).

O resultado da CCS se vale como indicador de qualidade do leite tanto para vacas como cabras.
Em média, a CCS no leite de vacas livres de infec¢des intramamadrias varia entre 40.000 e 80.000
células/mL de leite. J& em relagdo ao leite de cabras livres desse tipo de patologia, a contagem varia de
50.000 a 400.000 células/mL. O principal fator que contribui para a CCS mais elevada no leite de cabra é a
maneira como este é secretado pela glaindula mamaria, de forma apécrina. Nesse caso, o produto de
secrecao (leite) é liberado junto com pequena parte da célula. O aumento no comércio internacional de
produtos lacteos tem levado muitos paises, especialmente da Unido Européia, a desenvolver padroes
rigidos para a CCS. Por esse motivo, o limite para esta contagem gera grande preocupagio para produtores
de cabras e processadores de leite. Tem-se buscado reduzir o atual padrao da CCS do leite de cabra de
1.000.000 células/mL para 750.000 células/mL (Zeng 1996, Souza et al. 2007).

O objetivo do presente estudo foi comparar trés diferentes métodos de diagndstico para a

infeccdo pelo CAEV: IDGA, "nested"-PCR do sangue e "nested"-PCR do leite, correlacionando seus
resultados com o isolamento bacteriano e a CCS do leite.

MATERIAL E METODOS

Nesse estudo foram coletados leite e sangue de 138 cabras das ragas saanen e parda alpina em
diferentes estagios de lactacdo, de nove rebanhos leiteiros localizados nos seguintes municipios do Estado
do Rio de Janeiro: Seropédica, Niterdi, Teresopolis, Friburgo, Paraiba do Sul, Sdo Gongalo, Engenheiro
Paulo de Frontin, Tangua e Valenca. Para a CCS foram utilizadas amostras de leite provenientes de 115
cabras.

A selecdo dos rebanhos analisados foi feita por conveniéncia (amostragem ndo probabilistica),
porém em cada rebanho os animais foram selecionados ao acaso.

As frequéncias obtidas pelos diferentes métodos de diagndstico foram avaliadas
estatisticamente pelos testes qui-quadrado, exato de Fisher, regressdo logistica simples e t-student
(P<0,05).

Isolamento bacteriano

Das amostras de leite coletadas assepticamente conforme instru¢des do “Nacional Mastitis
Council” (1999), uma parte foi transferida para frascos estéreis devidamente identificados e
transportados em caixa isotérmica com gelo para o Laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal
Fluminense, Niterdi/R], a fim de serem processados para o cultivo em um periodo de até 24 horas apoés a
coleta.

As amostras de leite foram semeadas em agar sangue enriquecido com 5% de sangue de ovino e
em agar EMB (“Eosin Methylene Blue”), seguido de incubacdo a 37 °C, realizando-se leituras apds 24 e 48
horas. Nos cultivos contendo mais de cinco colonias com uma dnica morfologia, procedeu-se a avaliacdo
de caracteristicas de crescimento (tamanho e coloragido das colonias, bem como producido de hemolise),
coloracdo de Gram e identificacdo dos isolados a partir de provas bioquimicas (National... 1999, McDougall
etal. 2001).

Contagem de Células Somaticas

Aproximadamente 40 mL do leite coletado foram dispensados em frasco padronizado com o
conservante Bronopol®, acondicionado em caixa isotérmica com gelo e encaminhados ao Laboratério de
Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora/MG, para a realizacdo da CCS. Para tal
analise foi utilizado o método de citometria de fluxo, em aparelho Somacount 300 - Bentley Instruments
EUA®.

Diagnostico da CAE
Para a detec¢do do CAEV pela "nested"-PCR utilizou-se aproximadamente 1,0 mL do leite de

cada cabra obtido no momento da coleta. Todas as amostras foram acondicionadas em microtubos e
mantidas a -20°C até a realizacdo da técnica.
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O sangue foi coletado por venopuncao jugular: metade do volume acondicionado em tubo de
ensaio para a obtencdo de soro, necessario para a técnica de IDGA, enquanto o restante foi dispensado em
tubo com o anti-coagulante EDTA para a realizacao da "nested"-PCR.

A analise sorolégica foi realizada pela IDGA, por meio do Kit Biovetech®(Recife, PE)

Para a "nested"-PCR do sangue utilizou-se protocolo de extracdo determinado por Sambrook et al.
(1989), e para a "nested"-PCR do leite foi empregada técnica descrita por Gregory et al. (2009).

Na amplificacido do DNA foram utilizados dois pares de oligonucleotideos (Quadro 1),
determinados a partir da regido gag da amostra padrdao CAEV-Cork (Saltarelli et al. 1990, Andrioli et al.
2006), com a obtencdo de “amplicon” de 185pb (Rimstad et al. 1993, Andrioli et al. 2006). A reacdo
consistiu de um volume total de 50uL e os reagentes obedeceram as concentragdes segundo Barlough et
al. (1994), contendo: tampao Tris HCl 10mM; KCl 50mM; MgCl; 1,5mM; dNTPmix (100uM de cada
desoxirribonucleotideo); 20 pmol de cada primer (ciclo 1: oligos P1 e P2; ciclo 2: oligos P3 e P4); Taq DNA
polimerase (2UI); DNA da amostra: 3puL no ciclo 1 e 1pL de produto do ciclo 1 no ciclo 2, sendo o volume
final completado com &gua livre de DNAse.

As reagdes de amplificagao foram realizadas em termociclador ("Thermo Electron Corporation")
com as seguintes etapas: 94°C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 53°C por 1
minuto e 72°C por 45 segundos, com extensao final a 72°C por 7 minutos.

Os fragmentos obtidos na PCR, juntamente com o marcador de peso molecular, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio e visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta.

RESULTADOS

Houve pelo menos um animal positivo em sete dos nove rebanhos estudados (77,78%). Nao
foram observados sintomas clinicos de mastite ou artrite nas cabras avaliadas.

Dos animais estudados, 47,83% (66/138) apresentaram resultado positivo em pelo menos um
dos trés testes para diagnéstico da CAE. A IDGA mostrou-se o teste mais sensivel (P<0,05), com 43,48%
(60/138) de positividade, seguido da "nested"-PCR do sangue, com 26,81% (37/138) e "nested"-PCR do
leite, com 10,87% (15/138). Dos animais positivos, apenas 9,10% (6/66) nido foram detectados pela
IDGA, sendo 3,03% (2/66) positivos por ambas as técnicas de "nested-PCR" e 6,06% (4/66) pela "nested"-
PCR do sangue. Nenhum animal apresentou resultado positivo somente pela "nested-PCR" do leite. Das
cabras testadas, 2,17% (3/138) foram positivas em ambos os exames de PCR e somente 5,07% (7/138)
nos trés testes. Estes resultados encontram-se sumarizados no quadro abaixo (Quadro 2).

A CCS média foi de 2.272.000 células/mL de leite, sendo que 53,91% (62/115) das cabras
apresentaram CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite. Animais negativos e positivos para a CAE
apresentaram CCS média similar (P>0,05) de 2.311 mil e 2.242 mil células/mL de leite, respectivamente.

Metade das amostras (69/138) foram positivas no isolamento bacteriano. Da mesma forma, ndo
houve diferenca estatistica (P>0,05) entre a CCS média de animais negativos e positivos no isolamento, de,
respectivamente, 1.942 e 2.389 mil células/mL.

Também nio foi observada correlagdo (P>0,05) entre a positividade para CAE e o isolamento
bacteriano.

DISCUSSAO

Neste estudo, a prevaléncia de 43,48% encontrada para a CAE pela IDGA foi substancialmente
superior as relatadas em rebanhos caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro, de 21,07% (Cunha &
Nascimento 1995) e 14,1% (Moreira et al. 2007).

A baixa concordancia entre IDGA e PCR do sangue verificada neste trabalho estd em acordo com
Tigre et al. (2006). Estes autores observaram que nove animais positivos na IDGA foram negativos na
“double nested”-PCR do sangue. Isto pode ser explicado pelos seguintes fatores relacionados a amostra de
sangue: baixo nimero de cépias do DNA proviral integrado, quantidade insuficiente de células infectadas
e a baixa carga viral de animais aparentemente saudaveis, em fun¢ido dos altos titulos de anticorpos
presentes (Rutkoski et al. 2001). Outra caracteristica importante é o alto poder de mutagenicidade do
CAEV, estimado em uma mutagdo para cada 100.000 nucleotideos, diminuindo consideravelmente a
eficicia da PCR na detecgio do provirus e dificultando a selecdo de "primers" de regides conservadas do
genoma (De Andres et al. 2005). Além disso, deve-se considerar que, diferentemente do que ocorre para
os outros lentivirus indutores de imunodeficiéncia, o CAEV nio infecta linfdcitos e sim monécitos, os quais
constituem apenas 10% da populagdo leucocitaria total (Gendelman et al. 1985). A fraca co-relagdo entre
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os resultados obtidos utilizando-se testes soroldgicos e a PCR também foi evidenciada anteriormente
tanto no sangue (Barquero et al. 2011) quanto no leite (Barquero et al. 2013).

Resultados discordantes aos verificados nesse trabalho foram relatados por Santos (2010), o
qual foi capaz de identificar o CAEV pela PCR do sangue em animais sorologicamente negativos pela IDGA.
Segundo Andrioli et al. (2006), tal achado se justifica pelo fato do nivel de anticorpos circulantes variar
entre animais e no mesmo animal, conforme seu estado fisiolégico, ou ainda, pela possibilidade de se
tratar de fase precoce da infec¢do, na qual muitos animais podem permanecer soronegativos por periodos
variados. Na IDGA, ha reacdo positiva somente na existéncia de determinado nivel de anticorpos,
possibilitando a ocorréncia de resultados falso-negativos. Essa afirmagdo justificaria a existéncia, no
presente estudo, de seis animais soronegativos com resultado positivo em uma das rea¢cdes de "nested"-
PCR.

A transmissdo do CAEV pelo leite é considerada a principal via de eliminagdo do virus pelo
organismo. Em estudo realizado por Gregory et al. (2009), as técnicas de PCR e de “nested”-PCR,
associadas ao protocolo de extragcdo de DNA por fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, foram capazes de
detectar o CAEV em amostras de leite de cabras, sendo a “nested”-PCR mais sensivel. Tais autores
obtiveram 22,2% de positividade na "nested"-PCR do leite, resultado superior aos 10,87% encontrados
nesse trabalho, utilizando-se a mesma metodologia. A fim de aumentar a sensibilidade desta técnica de
extracdo e obter maior quantidade de DNA proé-viral de células mononucleares, Barlough et al. (1994)
sugerem a centrifugacdo prévia do leite em baixa velocidade e uma separagiao em gradiente de densidade.
A discrepancia entre os resultados obtidos por Barlough et al. (1994) de 41% de cabras positivas através
da "double-nested"-PCR tanto no leite quanto no sangue contra os 2,17% deste trabalho (Quadro 2), pode
ser justificada pela aplicagao deste protocolo de extragdo em amostras de leite.

Caldart et al. (2011) testaram trés diferentes métodos para a extragdo do DNA gendmico
(DNAg) de sangue e leite de caprinos e obtiveram resultados similares aos do presente estudo, com DNA
extraido a partir do sangue apresentando melhores resultados. Em seu estudo, a média de reagdes
positivas de PCR das amostras de sangue e leite foi de, respectivamente, 60,48% e 48,19%. Dessa forma,
tal resultado pode ser indicativo da presenca de fatores inibidores no leite que nenhum dos trés métodos
foi capaz de eliminar, confirmando maior sensibilidade da técnica de PCR quando utilizadas amostras de
sangue. Rimstad et al. (1993) e Extramiana et al. (2002) também verificaram que a sensibilidade da
técnica de PCR é inferior quando se utiliza amostras de leite ao invés de sangue. Todavia, Barquero et al.
(2011) descreveram resultados contrarios, com maior sensibilidade do leite frente ao sangue. Esta
variacdo de sensibilidade conforme a natureza da amostra pode ser decorrente dos seguintes fatores:
carga viral, "primer” utilizado e mutagenicidade do virus, fase da lactagdo e da infec¢do. A importancia do
"primer" na sensibilidade da PCR foi recentemente evidenciada por Barquero et al. (2013). Estes autores
verificaram a influéncia nos resultados ao compararem dois diferentes "primers" para LVPR: 53,85%
contra 7,69% de sensibilidade.

Nao houve diferenga significativa (P>0,05) entre a CCS de animais positivos e negativos para
CAE neste trabalho. Resultados similares foram obtidos por Nord e Adnoy (1997), Barcelos et al. (2008) e
Almeida et al. (2013). Por outro lado, diversos autores observaram aumento significativo da CCS em
fémeas caprinas reagentes aos testes de ELISA e IDGA (Turin et al. 2005, Birgel Junior et al. 2007, Brito
2009, Correa et al. 2010). A discrepancia entre os dados presentes na literatura pode ser explicada pelas
diferentes metodologias empregadas. Nos trabalhos em que houve diferenca significativa entre a CCS de
animais positivos e negativos para CAE, somente um rebanho foi avaliado. Por outro lado, quando a
amostragem é mais abrangente, envolvendo animais de diferentes rebanhos, a CCS entre os animais
reagentes e nio reagentes nao difere. Sabe-se que a variagdo de CCS no leite de cabras se deve a uma série
de fatores: o estagio da lactacdo, época do ano e tipo de ordenha. Ao monitorarem um rebanho caprino
durante quatro estagios de lactacdo, Leitner et al. (2010) verificaram que a infec¢do pelo CAEV somente
altera diversos parametros do leite em animais de primeira lactacdo, que ainda ndo soroconverteram.

Nao foi observada diferenca estatistica (P>0,05) entre a CCS de animais positivos e negativos
para o isolamento bacteriolégico neste estudo. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos
previamente publicados (Santos et al. 2004, Villanova et al. 2008, Correa et al. 2010, Neves et al. 2010,
Almeida et al. 2013). Diante desses resultados, deve-se avaliar com cautela a viabilidade dos testes que
quantificam a celularidade no leite caprino para o monitoramento da saide do Ubere, uma vez que a
quantidade de células somaticas é diretamente influenciada por fatores fisioldgicos, como o processo de
secreg¢do do tipo apdcrina, o estagio da lactagdo, a época do ano e o tipo de ordenha (Neves et al. 2010). Da
mesma forma, resultados positivos no isolamento bacteriano devem ser analisados cuidadosamente, pois
a mera presenca de bactérias no leite ndo significa obrigatoriamente mastite. Para tanto, uma
complementagio ao isolamento seria a utilizacdo da Contagem Total de Bactérias (CTB), capaz de avaliar
de forma mais fidedigna a presenca ou ndo de infeccdo mamaria.
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No Brasil, ndo ha limites maximos oficiais exigidos para a CCS no leite caprino e, em
contrapartida, a globalizacdo dos mercados indica que medidas regulamentares nesse sentido sdo
necessarias. Desse modo, a CCS ainda ndo estad bem estabelecida no diagndstico da mastite caprina,
sugerindo-se que valores de CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite sirvam de critério para a
realizacdo de exames microbiologicos (Paes et al. 2003). Neste estudo, a CCS média foi de 2.272.000
células/mL de leite, ultrapassando o valor maximo sugerido por Zeng (1996). Entretanto, esta proximo
dos 2.000.000 células/mL de leite propostos por Rota et al. (1994) como o limite de células
fisiologicamente admissiveis no leite caprino. Madureira et al. (2010) propuseram a utilizagdo de outro
método para a quantificacdo de células somaticas no leite de cabras e empregaram dois métodos diretos
para contagem de células somaticas: através da citometria de fluxo e por meio da contagem microscépica
pela coloragao com verde de metil e y-pironina. Estes autores obtiveram resultados mais confiaveis com a
segunda técnica. Além disso, os mesmos apontam a necessidade de se calibrar os contadores automaticos
com leite de cabra, uma vez que os valores das contagens celulares realizadas em aparelho calibrado com
leite de vaca podem ser até 27,3% maiores do que os obtidos na condicdo citada anteriormente, o que
super estimaria o resultado real da contagem de células somaticas no leite caprino.

Estudos indicam que a infeccdo da mama pelo CAEV poderia causar uma imunossupressao
seletiva devido a alteragdes nas fungdes dos macréfagos, o que ocasionaria uma maior predisposi¢cdo as
infec¢bes bacterianas (Smith & Cutlip 1988, Ryan et al. 1993). No entanto, nesse estudo, ndo se evidenciou
correlagdo (P>0,05) entre a positividade para CAE frente ao isolamento bacteriano, em acordo com
Sanchez et al. (2001), Birgel Junior et al. (2007), Leitner et al. (2010) e Bezerra Junior (2011).

CONCLUSOES

Concluimos que a CAE se trata de uma doenga altamente disseminada, cujo método diagndstico
de eleicdo é a IDGA, especialmente para o monitoramento inicial do rebanho. A PCR, em especial a
"nested"-PCR do sangue, auxilia ao identificar animais que ainda ndo soroconverteram, evidenciando
falso-negativos, apesar do leite ser considerado a principal via de eliminagdo do CAEV. Desta forma, o
emprego combinado de ambas as técnicas permitiria melhor diagnéstico e controle no rebanho.
Ainda, concluimos que a CCS ndo se correlaciona com os resultados do isolamento bacteriano ou
com a positividade para CAE, devendo ser avaliada com cautela em estudos sobre mastite subclinica em
cabras.
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Quadros

Quadro 1. "Nested"-PCR para a detec¢do do lentivirus caprino (CAEV) em sangue e leite.

Iniciador Sequéncia de nucleotideos Posicdo gendmica N° Pares
base
P1* 5'CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG3’ 953-975 23pb
P2~ 5'TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC3’ 1249-1226 24pb
pP3* 5'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG3’ 997-1024 28pb
P4 5’ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC3” 1181-1154 27pb
* Barlough et al,, 1994

** Rimstad et al. 1993
Fonte: Andrioli et al., 2006.

Quadro 2. Positividade para CAE na PCR do leite, PCR do sangue e IDGA

Testes Cabras positivas Cabras negativas
IDGA 43,48% (60/138)¢ 56,52% (78/138)
PCR do sangue 26,81% (37/138)° 73,19% (101/138)
PCR do leite 10,87% (15/138)c4 89,13% (123/138)
PCR do sangue e IDGA 16,67% (23/138)¢ 83,33% (115/138)
PCR do leite e IDGA 4,35% (6/138)¢ 95,65% (132/138)
PCR do leite e PCR do sangue 2,17% (3/138)¢ 97,83% (135/138)
PCR do leite, PCR do sangue e 5,07% (7/138)de 94,93% (131/138)
IDGA

abecde] etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).
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3.4 INFECCAO PELO VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA SOBRE O
ISOLAMENTO BACTERIANO, CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS E CONTAGEM
DE CELULAS SOMATICAS EM REBANHOS CAPRINOS NO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO

Enviado para o periddico Ciéncia Rural.
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Infecgéo pelo virus da artrite encefalite caprina sobre o isolamento bacteriano,
contagem total de bactérias e contagem de células somaticas em rebanhos caprinos no

estado do Rio de Janeiro

Lidia Maria Marques dos Santos Camila Serva Pereira' Raquel Gouvéa' Gabriel Maksoud
Greco' Helena Magalhdes" Juliana Ferreira de Almeida' Roberto Soares de Castro'"

Elmiro Rosendo do Nascimento'

RESUMO

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doenga debilitante e progressiva, caracterizada
clinicamente por artrite, encefalite, mastite, emagrecimento e pneumonia, embora grande
parte dos animais seja assintomatica. A IDGA ¢é o exame diagndstico recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal para o seu monitoramento. A CAE parece interferir
negativamente na producdo leiteira e por isto, nos casos especificos em que a glandula
mamaria estd acometida, é importante realizar o diagnostico diferencial com infeccdes
bacterianas. As principais bactérias envolvidas na mastite caprina sdo: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN), Streptococcus spp., bastonetes Gram negativos e
Mycoplasma spp. Para o diagnostico da mastite, emprega-se rotineiramente a Contagem de
Células Somaéticas (CCS), sendo que outras técnicas podem ser utilizadas, tal qual a
Contagem Total de Bactérias (CTB). O objetivo deste trabalho foi verificar a infeccdo pelo
virus da artrite encefalite caprina (CAEV) através da IDGA, correlacionando-a com o
isolamento bacteriano, CTB e CCS de leite de caprinos do Estado do Rio de Janeiro. Foram
coletados leite e sangue de 71 cabras clinicamente sadias das racas Saanen e Parda alpina em
cinco rebanhos leiteiros, em diferentes estagios de lactacdo. As frequéncias obtidas foram
avaliadas estatisticamente pelos testes de regressdo linear simples, regressdo logistica simples
e concordancia pelo indice Kappa (P<0,05). A analise soroldgica foi realizada pela IDGA, por
meio do Kit Biovetech® (Recife, PE). As amostras de leite foram semeadas em agar sangue
enriquecido com 5% de sangue de ovino ¢ em agar EMB (“Eosin Methylene Blue”), seguido
de incubacdo a 37°C. A CCS e a CTB foram avaliadas atraves da citometria de fluxo. Houve
pelo menos um animal positivo nos cinco rebanhos estudados. Dos animais analisados,
56,34% (40/71) apresentaram anticorpos contra 0 CAEV e 47,89% (34/71) foram positivos no
cultivo bacteriano, sendo mais frequente SCN (53,49%). Ndo houve correlacdo entre a
positividade para CAE e o isolamento (P>0,05). A CCS média foi de 2.113.000 células/mL de
leite. N@o houve correlacdo (P>0,05) entre a CCS elevada frente a positividade para CAE e a
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positividade no isolamento bacteriano. A CTB média foi de 947.000 UFC/mL de leite. N&o
houve correlagéo (P>0,05) entre a CTB e a soropositividade para 0 CAEV, tampouco entre a
CTB e o cultivo bacteriano. Em contrapartida, o coeficiente de correlagdo entre CTB e CCS
foi de 0,72 (P<0,05), evidenciando forte associa¢do entre ambos. Sugere-se que a CTB pode
ser utilizada em complementacdo ao isolamento bacteriano para avaliacdo da salde da
glandula mamaéria de cabras. A CAE constitui uma enfermidade ja disseminada pelos
rebanhos caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro, sendo necessarias medidas de
saneamento nos rebanhos acometidos.

Palavras-chave: CAE, IDGA, mastite, CCS, CTB

ABSTRACT

Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) is a progressive disease clinically characterized by
arthritis, encephalitis, mastitis, pneumonia and chronic weight loss, although many animals
remain as asymptomatic carriers. AGID is the recommended diagnostic tool by the World
Organisation for Animal Health (OIE). CAE infection seems to impair milk production and,
therefore, when the mammary gland is involved, differential diagnosis with bacterial mastitis
is needed. Caprine mastitis is most commonly caused by the following
bacteria: Staphylococcus aureus, Coagulase Negative Staphylococci (CNS), Gram-negative
Bacilli and Mycoplasma spp. Somatic Cell Count (SCC) values are commonly used to detect
mastitis, although other tests can be performed, such as Total Bacterial Count (TBC). The aim
of the present study was to diagnose CAE infection through AGID and correlate these
findings with caprine milk bacterial isolation, TBC and CCS. Blood and milk was obtained
from 71 Saanen and Alpine healthy goats in different stages of lactation, from five dairy
herds in Rio de Janeiro state, Brazil. Results were statistically analyzed through simple linear
and logistic regression and Kappa index of reliability (P<0.05). Milk samples were cultured in
5% sheep blood agar and eosin methylene blue agar, incubated at 37 °C. CCS and TBC were
determined by cytometry flow. A commercially available AGID test (Biovetech®, Brazil)
was used for serological diagnosis. CAE-infected goats were present in all five herds. Of all
animals analyzed, 56.34% (40/71) tested positive to CAE and 47.89% (34/71) to bacterial
isolation, in which CNS was more prevalent (53.49%). No correlation was found between
CAE infection and bacterial isolation (P>0.05). Mean CCS was 2,133,000 cells/mL of
milk. No correlation was detected (P>0.05) between SCC and positivity to CAE or bacterial
isolation. Mean TBC was 947,000 CUF/mL of milk. No correlation (P>0.05) between TBC,
CAE and bacterial isolation was identified. On the other hand, TBC and SCC showed high
association and a 0.72 correlation coefficient. In order to evaluate caprine mammary gland
health status, TBC should be used in association with bacterial isolation. Obtained results
show that CAE is a highly spread infectious disease in Rio de Janeiro caprine herds and that
sanitation measures are necessary.

Key words: CAE, AGID, mastitis, SSC, TBC

INTRODUCAO
A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doenca debilitante e progressiva, sem
tratamento especifico, responsavel por causar consideravel perda econdmica ao criador
(MOREIRA et al.,, 2007). A enfermidade é ocasionada por um retrovirus pertecente a

subfamilia Lentivirinae, o qual, juntamente com o virus causador da Maedi-visna em ovinos,



58

constituem os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR). Caracteriza-se clinicamente por
artrite, encefalite, mastite, emagrecimento e pneumonia, embora em grande parte das
infeccOes, nenhum sinal clinico esteja presente.

No Brasil, o primeiro relato da CAE foi registrado em 1986 no estado do Rio Grande
do Sul por Moojen e colaboradores, os quais identificaram 0s anticorpos contra o virus da
artrite encefalite caprina (CAEV) pela técnica de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA).
A IDGA ¢ o exame diagnostico recomendado pela Organizacdo Mundial de Saide Animal
(OIE). Possui como vantagens baixo custo, uma vez que ndo necessita de equipamentos nem
instalacOes sofisticadas para ser realizado, além de ser de facil leitura e rapido resultado.
Trata-se do teste diagnostico mais utilizado em varios paises nos programas de controle da
doenca (MOOJEN, 2001).

Em levantamento sobre a infeccdo pelo CAEV em rebanhos caprinos leiteiros no
estado do Rio de Janeiro, CUNHA & NASCIMENTO (1995) e MOREIRA et al. (2007)
identificaram, pela IDGA, prevaléncias de 21,07% e 14,1%, respectivamente. Ao ocasionar
emaciacdo progressiva, artrite, pneumonia e mastite, esta infeccdo parece interferir
negativamente sobre a produtividade do rebanho leiteiro. Por isto, nos casos especificos em
que a glandula mamaria esta acometida, de forma clinica ou subclinica, é importante realizar
o diagnostico diferencial com infecgdes bacterianas.

As principais bactérias envolvidas na mastite caprina sdo: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN), Streptococcus spp., bastonetes Gram negativos,
Corynebacterium spp. e Mycoplasma spp. (CONTRERAS et al., 2001; BERGONIER et al.,
2003). Para o diagndstico da mastite, emprega-se rotineiramente o “California Mastitis Test"
(CMT) e a Contagem de Células Sométicas (CCS), sobretudo na infeccdo de carater
subclinico, sendo o cultivo de leite utilizado na identificagdo do agente etiolégico (NMC,

1999; PEIXOTO et al., 2010). No Brasil, ndo ha limites maximos oficiais exigidos para a
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CCS no leite caprino, sugerindo-se que valores de CCS acima de 1.000.000 celulas/mL de
leite sirvam de critério para a realizagdo de exames microbioldgicos (PAES et al., 2003). No
entanto, também podem ser utilizadas outras técnicas para a avaliacdo da contaminacdo do
leite caprino, tal qual a Contagem Total de Bactérias (CTB), expressa em unidades
formadoras de colénia por mililitro de leite (UFC/mL), com valor méaximo de 500.000
UFC/mL para o leite de cabra cru (BRASIL, 2000). Muito embora a cultura bacterioldgica do
leite seja considerada o teste padrdo ouro para o diagndstico das infecgdes mamarias, o CTB
poderia avaliar de maneira mais fidedigna a presenca ou auséncia de mastite, uma vez que a
mera existéncia de bactérias no leite ndo significa obrigatoriamente a presenca de mastite.
Diante disto, o objetivo deste trabalho foi verificar a infeccdo pelo CAEV através da
IDGA, correlacionando estes resultados com o isolamento bacteriano, CTB e CCS de leite

oriundo de rebanhos caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados leite e sangue de 71 cabras das racas Saanen e Parda alpina em
diferentes estagios de lactacdo de cinco rebanhos leiteiros localizados nos seguintes
municipios do Estado do Rio de Janeiro: Friburgo, Paraiba do Sul, Sdo Goncalo, Engenheiro
Paulo de Frontin e Tangua.

A selecdo dos rebanhos analisados foi feita por conveniéncia (amostragem ndo
probabilistica), porém em cada rebanho os animais foram selecionados ao acaso.

As frequéncias obtidas pelos diferentes métodos de diagndstico foram avaliadas
estatisticamente pelos testes de regressdo linear simples, regressdo logistica simples e

concordancia pelo indice Kappa (P<0,05).
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Diagnostico da CAE

O sangue de cada animal foi coletado por venopuncédo jugular e acondicionado em
tubo de ensaio para a obtencdo de soro. A andlise soroldgica foi realizada pela IDGA, por

meio do Kit Biovetech® (Recife, PE).

Isolamento Bacteriano

Das amostras de leite coletadas assepticamente conforme instrugdes do “Nacional
Mastitis Council” (1999), uma parte foi transferida para frascos estéreis devidamente
identificados e transportados em caixa isotérmica com gelo para o Laboratério de
Bacteriologia da Universidade Federal Fluminense, Niter6i/RJ, a fim de serem processados
para o cultivo em um periodo de até 24 horas apds a coleta.

As amostras de leite foram semeadas em agar sangue enriquecido com 5% de sangue
de ovino e em agar EMB (“Eosin Methylene Blue”), seguido de incubacao a 37°C,
realizando-se leituras apds 24 e 48 horas. Nos cultivos contendo mais de cinco col6nias com
uma Unica morfologia, procedeu-se a avaliacdo de caracteristicas de crescimento (tamanho e
coloracdo das colénias, bem como producéo de hemolise), coloracdo de Gram e identificacdo

dos isolados a partir de provas bioquimicas (National..., 1999; McDougall et al., 2001).

Contagem de Células Somaticas (CCS)

Coletou-se aproximadamente 40 mL de leite por cabra. Este foi dispensando em
frasco padronizado com o conservante bronopol®, acondicionado em caixa isotérmica com

gelo e encaminhado ao Laborat6rio de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz
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de Fora/MG, para a realizacdo da CCS. Para tal analise foi utilizado o método de citometria

de fluxo, em aparelho Somacount 300 - Bentley Instruments EUA®.

Contagem Total de Bactérias (CTB)

Coletou-se aproximadamente 40 mL de leite por cabra. Este foi dispensado em frasco
padronizado contendo pastilha de conservante azidiol®, acondicionado em caixa isotérmica
com gelo e encaminhado ao Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em
Juiz de Fora/MG. Para tal analise foi utilizado o método de citometria de fluxo, em aparelho

Bactocount IBC - Bentley Instruments EUA®.

RESULTADOS

Houve pelo menos um animal positivo para CAE nos cinco rebanhos estudados. N&do
foram observados sinais clinicos de mastite ou artrite nas cabras avaliadas.

Dos animais analisados, 56,34% (40/71) apresentaram anticorpos contra 0 CAEV e
47,89% (34/71) foram positivos no cultivo bacteriano. Foram obtidos 43 isolados a partir das
71 amostras de leite de cabra in natura cultivadas, sendo mais frequente SCN, 53,49%
(23/43), sequido de bastonetes Gram negativos, 20,93% (9/43), Streptococcus spp., 6,98%
(3/43), Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP), 6,98% (3/43), Enterococcus spp., 6,98%
(3/43) e Bacillus spp., 4,65% (2/43). Nao houve correlacdo entre a positividade para CAE e o
isolamento (P>0,05).

A CCS média foi de 2.113.000 células/mL de leite, sendo que 39,44% (28/71) das

cabras apresentaram CCS superior a 1.000.000 de células/mL de leite. N&o houve correlacéo
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(P>0,05) entre a CCS elevada frente a positividade para CAE e a positividade no isolamento
bacteriano.

A CTB média foi de 947.000 UFC/mL de leite, com 26,76% (19/71) das amostras
apresentando resultados acima de 500.000 UFC/mL de leite. N&o houve correlacdo (P>0,05)
entre a CTB e a soropositividade para 0 CAEV, tampouco entre a CTB e o cultivo bacteriano.
Em contrapartida, o coeficiente de correlacdo entre CTB e CCS foi de 0,72 (P<0,05),

evidenciando forte associagdo entre ambos 0s testes.

DISCUSSAO

Nesse estudo, Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN) foi a bactéria isolada com
maior frequéncia no cultivo bacteriologico (53,49%), corroborando com trabalhos
previamente publicados (WHITE & HINCKLEY, 1999; CONTRERAS et al., 2001,
BERGONIER et al., 2003; ALMEIDA, 2009; PEIXOTO et al., 2010). O carater oportunista
dos SCN esta relacionado com deficiéncias no sistema de ordenha e no asseio pessoal do
ordenhador (CONTRERAS et al., 2001). Segundo CORRALES et al. (1997), Streptococcus
spp. ndo constituem um grupo de bactérias prevalentes em criatdrios caprinos, estando
associados com 5-10% das mastites, o que esta de acordo com 0s 6,98% obtidos neste estudo.
Por outro lado, as frequéncias de 6,98% observadas para SCP e Enterococcus spp. foram
superiores as analisadas por ALMEIDA (2009), de, respectivamente, 1,9% e 0,9%. Em
relacdo aos bastonetes Gram positivos, Bacillus spp. estdo raramente associados com mastites
caprinas (CONTRERAS et al., 2001), muito embora tenham representado 4,65% das bactérias
isoladas nesse estudo. Por fim, a alta frequéncia de bastées Gram negativos (20,93%) parece
estar relacionada com condi¢fes de contaminagdo ambiental e com a utilizagdo de utensilios

mal higienizados durante a ordenha. Ainda que na literatura esses patdgenos estejam
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relacionados com quadros de mastite clinica aguda em cabras, ndo se evidenciou, nesse
estudo, sinais clinicos de infec¢do intramamaria nos animais avaliados.

A prevaléncia de 56,34% encontrada para a CAE pela IDGA foi superior as relatadas
em rebanhos caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro, de 21,07% (CUNHA &
NASCIMENTO, 1995) e 14,1% (MOREIRA et al., 2007). Diante do grande numero de
animais positivos, ndo ha duvidas em afirmar que se trata de uma enfermidade endémica, ja
disseminada pelos rebanhos caprinos localizados no Estado. Apesar da IDGA ser uma técnica
de simples execucdo e a de eleicdo para o monitoramento inicial de rebanhos caprinos,
sugere-se que seja sempre associada a testes diretos, tal qual a PCR, de modo a permitir a
deteccdo de animais com soroconversao tardia (falso-negativos nos testes sorologicos). Desse
modo, a combinagdo da IDGA com um teste direto, muito provavelmente teria elevado ainda
mais a prevaléncia para CAE obtida nesse estudo. Diante disso, sdo necessarias medidas de
saneamento emergenciais nos rebanhos acometidos.

N&o houve correlacdo entre a CCS de animais positivos e negativos para CAE neste
trabalho. Resultados similares foram obtidos por NORD & ADNOY (1997), BARCELOS et
al. (2008) e ALMEIDA (2009). Por outro lado, diversos autores observaram aumento
significativo da CCS em fémeas caprinas reagentes aos testes de ELISA e IDGA (TURIN et
al., 2005; BIRGEL JUNIOR et al.,, 2007; BRITO, 2009; CORREA et al., 2010). A
discrepancia entre os dados presentes nos diferentes estudos pode ser explicada pelos
sequintes fatores associados a contagem de células somaticas em cabras: fisiologia da
secrecdo lactea (do tipo apdcrina), periodo de lactacdo, raca e tipo de ordenha. Além disso, 0s
trabalhos supracitados que associam a positividade para CAE com alteracGes no leite caprino
foram gerados a partir da analise de apenas um rebanho. Sugere-se que tal correlacdo ndo é

encontrada quando mais de um rebanho é avaliado.
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Estudos indicam que a infeccdo da mama pelo CAEV poderia causar uma
imunossupressdo seletiva devido a alteracdes nas fun¢Ges dos macréfagos, o que ocasionaria
uma maior predisposicdo as infecces bacterianas (SMITH & CUTLIP, 1988; RYAN et al.,
1993). No entanto, nesse estudo, ndo se evidenciou correlacdo entre a positividade para CAE
frente ao isolamento bacteriano, em acordo com SANCHEZ et al. (2001), BIRGEL JUNIOR
et al. (2007), LEITNER et al. (2010) e BEZERRA JUNIOR (2011).

Também ndo houve correlacdo entre a CCS de animais positivos e negativos para o
isolamento bacterioldgico. Estes resultados concordam com trabalhos previamente publicados
(SANTOS et al., 2004; VILLANOVA et al., 2008; CORREA et al., 2010; NEVES et al.
2010). Em contrapartida, ao se utilizar a CTB como método de avaliagdo da contaminagéo do
leite demonstrou-se haver correlagdo com a CCS. Neste estudo, 26,76% (19/71) das amostras
de leite de cabra cru estavam acima dos 500.000 UFC/mL de leite preconizado pela
legislacdo, valor superior aos 6,9% relatados por BEZERRA JUNIOR (2011). Embora haja
poucos estudos quanto a utilizagdo da CTB como pardmetro de avaliacdo da qualidade do
leite de cabra, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que esse método deve ser
utilizado com maior frequéncia. Diante disto, para uma avaliacdo mais completa da satde da
glandula mamaria caprina, recomenda-se que seja associada ao isolamento e a CCS. Enguanto
que a CTB quantifica o numero de bactérias presentes, o isolamento identifica o0 agente
etiologico e a CCS estima a reacdo inflamatdria em resposta a uma suposta infeccao,
reduzindo a possibilidade de um diagndstico impreciso.

No Brasil, ndo ha limites maximos oficiais exigidos para a CCS no leite caprino,
sugerindo-se que valores de CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite sirvam de critério
para a realizacdo de exames microbioldgicos (PAES et al., 2003). Neste estudo, a CCS média

foi de 2.113.000 células/mL de leite, ultrapassando o valor maximo recomendado por ZENG
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(1996). Entretanto, esta proximo dos 2.000.000 células/mL de leite propostos por ROTA et al.

(1994) como o limite de células fisiologicamente admissiveis no leite caprino.

CONCLUSOES

Staphylococcus Coagulase Negativa foi o agente bacteriano isolado com maior
frequéncia nas amostras de leite, confirmando ser este o principal grupo de micro-organismos
isolados de Uberes caprinos.

Houve correlagcdo positiva entre a CTB e a CCS, sugerindo que a CTB pode ser
utilizada em complementacdo ao isolamento bacteriano em estudos de avaliacdo da satde da
glandula mamaria de cabras. A associacdo de CTB, isolamento e CCS reduziria a
possibilidade de um diagndstico impreciso.

N&o houve correlacao entre a positividade para CAE e a CCS, positividade para CAE
e isolamento bacteriano, tampouco entre CCS e o isolamento.

Diante do grande nimero de animais positivos obtidos neste trabalho, ndo ha duvidas
em afirmar que a CAE constitui uma enfermidade endémica, ja disseminada pelos rebanhos
caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro. Desse modo, sugere-se medidas de

saneamento emergenciais nos rebanhos acometidos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Pdde-se relatar a primeira ocorréncia de Mycoplasma agalactiae no Estado
do Rio de Janeiro e fora da regido nordeste brasileira. Tal achado reforca a
necessidade de estudos adicionais sobre a presenca deste agente em outros
rebanhos caprinos localizados na regido sudeste brasileira.

Foi observado que o método diagndstico de eleicdo para a detec¢do da CAE
€ a IDGA, especialmente para o monitoramento inicial do rebanho. A PCR, em
especial a "nested"-PCR do sangue, auxilia ao identificar animais que ainda nao
soroconverteram, evidenciando falso-negativos, apesar do leite ser considerado a
principal via de eliminacdo do CAEV. Desta forma, o emprego combinado de ambas
as técnicas permitiria melhor diagnostico e controle no rebanho, diminuindo o risco
de propagacédo da enfermidade. Também se observou que, ao contrario do que €&
relatado em alguns estudos, ndo houve correlacdo da infeccdo ocasionada pelo
CAEV com indicadores de avaliacdo da saude da glandula mamaria caprina, tal qual
CCS, CTB e isolamento bacteriano. Ainda, que a CCS nao se correlaciona com 0s
resultados do isolamento bacteriano, devendo ser avaliada com cautela em estudos
relacionados a mastite caprina.

Diante do grande numero de animais positivos obtidos nesse trabalho, nao
ha davidas em afirmar que a CAE constitui uma enfermidade endémica, ja
disseminada pelos rebanhos caprinos localizados no Estado do Rio de Janeiro.
Desse modo, sugere-se a adocdo emergencial de medidas de saneamento nos

rebanhos acometidos, a fim de se reduzir a prevaléncia da doenca.
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